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1. UVOD

1.1 Karcinom debelog crijeva

Karcinom debelog crijeva (engl. colorectal cancer, CRC) jedan je od naj¢es¢ih zlocudnih
tumora u svijetu te jedan od vodeéih uzroka smrti od raka u razvijenim zemljama. S incidencijom
od priblizno 1,9 milijuna oboljelih te gotovo milijun umrlih u 2020. godini predstavlja treci
najéesci uzrok smrti od raka u svijetu [1]. Prema epidemioloskim podacima, uéestalost karcinoma
debelog crijeva znacajno varira na globalnoj razini pri ¢emu porast u broju slucajeva i smrtnosti
prati napredak u socio-ekonomskom razvoju. U posljednjih deset godina najveéi porast u
incidenciji 1 smrtnosti zabiljeZzen je u zemljama srednjeg do visokog indeksa ljudskog razvoja
poput zemalja isto¢ne Europe, Azije i Juzne Amerike te se pripisuje sjedilatkom nacinu Zivota i
uvodenju prehrambenih navika nalik zapadnim zemljama (Slika 1.) [1, 2]. Suprotno tomu, trend
stabilizacije ili opadanja incidencije i smrtnosti, prisutan u posljednjih nekoliko desetljeca u
visokorazvijenim zemljama poput Australije, Novog Zelanda i Sjedinjenih Americ¢kih Drzava
(SAD), povezuje se s napretkom u ranoj dijagnostici i terapiji te smanjenju utjecaja ¢imbenika
rizika [1, 2]. Prema trenutnom stanju i demografskim projekcijama, procjenjuje se da ¢e u sljedecih
deset godina globalna incidencija karcinoma debelog crijeva porasti za gotovo 60 % sa smrtnoSéu

vecom od 1.1 milijun sluc¢ajeva godisnje [2].

Podaci Hrvatskog zavoda za javno zdravstvo takoder ukazuju na stalni porast broja oboljelih
1 umrlih od ovog tipa karcinoma u posljednjih nekoliko desetlje¢a u Republici Hrvatskoj. Rak
debelog crijeva najucestalija je zlo¢udna bolest u Hrvatskoj te je drugi po ucestalosti uzrok smrti
od raka, nakon raka pluca [3]. S obzirom na spol, rizik za razvoj karcinoma debelog crijeva veci
je oko 1.5 puta u muskaraca u odnosu na zene te je prisutan kontinuirani trend porasta incidencije
i smrtnosti u muskoj populaciji [1, 3]. Prema posljednjim podacima Registra za rak, tijekom 2019.
godine u Hrvatskoj je karcinom debelog crijeva dijagnosticiran u 3660 osoba, a prosjecna dob u
trenutku dijagnosticiranja bolesti bila je 69 godina. S obzirom na visoku ucestalost, u Hrvatskoj se
od 2007. godine provodi Nacionalni program prevencije i ranog otkrivanja raka debelog crijeva
[1, 3].
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Slika 1. Korelacija izmedu incidencije karcinoma debelog crijeva i indeksa ljudskog razvoja u
2018. godini. Indeks ljudskog razvoja je statisticka mjera za procjenu drustvene i ekonomske
razvijenosti neke zemlje koja u obzir uzima ocekivano trajanje Zivota, obrazovanje i dohodak po
stanovniku. Dobno standardizirana stopa (engl. age-standardized rate, ASR) incidencije na

100.000 stanovnika godisnje. Preuzeto i prilagodeno prema Keum i Giovannucci, 2019 [2].

Razvoj karcinoma debelog crijeva vrlo je kompleksan proces koji nastaje kao posljedica
medudjelovanja unutraSnjih (genetskih) 1 vanjskih (okoli$nih) ¢cimbenika rizika. Budu¢i da Zivotna
dob predstavlja klju¢ni ¢imbenik rizika u nastanku raka, rizik od razvoja ove bolesti znacajno raste
nakon 50. godine zivota [2]. Od vanjskih ¢imbenika rizika, vode¢u ulogu imaju prehrana s malim
udjelom vlakana te bogata crvenim mesom i masno¢ama, sjedilacki na¢in zivota, povecana tjelesna
tezina, pusenje i konzumacija alkohola [2, 4]. Osim toga, pozitivna obiteljska anamneza adenoma
1 karcinoma kao i kroni¢ni upalni procesi u crijevima predstavljaju znacajan rizik za razvoj

karcinoma kolona [4, 5]. Danas je prihvaceno stajaliste da kroni¢na upala ima znacajnu ulogu, ne
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samo u zlo¢udnoj transformaciji stanica, nego i u svim stadijima tumorigeneze [6, 7]. Medutim,

upalni mehanizmi povezanih s karcinogenezom jos uvijek nisu u potpunosti razjasnjeni.

Ono $to prethodi nastanku karcinoma debelog crijeva je prisutnost adenoma, benignih
promjena na sluznici debelog crijeva [8]. Tubularni adenom i plosnati adenom (engl. sessile
serrated adenoma) dva su naj¢eS$¢a podtipa premalignih promjena u veéini karcinoma debelog
crijeva, pri ¢emu gotovo 90 % svih karcinoma debelog crijeva nastaje iz tubularnog adenoma koji
prelazi u zlocudni adenokarcinom [9]. U rijetkim se slu¢ajevima karcinom debelog crijeva javlja
u obliku nediferenciranog, neuroendokrinog, adenoskvamoznog i tumora vretenastih stanica (engl.
spindle cell carcinoma) [10]. Kako napredovanje adenoma u karcinom obi¢no traje najmanje 10

godina, postoje velike mogucnosti za prevenciju nastanka karcinoma debelog crijeva.

Priblizno 70 % karcinoma debelog crijeva javlja se u sporadicnom obliku, nakupljanjem
mutacija u genima de novo, te se on primarno javlja u osoba starije Zivotne dobi. Manji udio
karcinoma debelog crijeva nastaje kao posljedica nasljednih promjena i povezan je s pozitivhom
obiteljskom anamnezom te tada govorimo o nasljednom obliku raka koji se javlja u ranijoj Zivotnoj

dobi [10].

1.1.1 Nasljedni i obiteljski karcinom debelog crijeva

U priblizno 30 % slucajeva karcinom debelog crijeva javlja se nasljednom obliku [11]. Pri
tome, 2-5 % karcinoma potjece iz nasljednih sindroma kao posljedica mutacija naslijedenih od
roditelja. Nasljedni nepolipozni karcinom debelog crijeva (engl. hereditary nonpolyposis
colorectal cancer, HNPCC) ili sindrom Lynch jedan je najces¢ih oblika nasljednog karcinoma
debelog crijeva [11]. Posljedica je autosomno dominantno naslijedene mutacije u jednom od gena
sustava za popravak krivo sparenih baza te manjih insercija i delecija u molekuli DNA (engl.
mismatch repair, MMR) [12]. U tom slucaju, prisutnost jednog mutiranog alela u nekom od gena
za MMR znacajno povecava rizik za razvoj tumora, dok inaktivacija alela divljeg tipa uslijed
mutacije, delecije ili metilacije promotora dovodi do neoplasti¢nih promjena stanica i razvoja
tumora. Smatra se da mutacije u svih pet MMR gena mogu biti ukljuene u patogenezu ove bolesti,
no u velikom broju slucajeva radi se o mutaciji gena MLH1 (od engl. MutL homolog 1) ili MSH2

(od engl. MutS homolog 2) [12]. Sindrom Lynch, za koji su karakteristi¢ne nasljedene mutacije u
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genima MLH1 ili MSH2, obi¢no se javlja u ranijoj dobi (oko 40 godina) u odnosu na bolest koja
nastaje kao posljedica mutacija u MSH6 ili PMS2 koja se ¢esto javlja u dobi izmedu 50 i 60 godina
[12-15]. Karakteriziran je ranim razvojem tumora, koji se, osim u kolonu i rektumu, javljaju i u
zelucu, endometriju, jajniku, tankom crijevu i urinarnom traktu [12]. S obzirom na vrlo heterogenu
prirodu bolesti i potrebu za ranim prepoznavanjem osoba izlozenih riziku, smjernice za otkrivanje
1 pracenje nosioca mutacija i oboljelih kontinuirano se mijenjaju u skladu s razumijevanjem i

karakterizacijom ove bolesti [16, 17].

Obiteljska adenomatozna polipoza (engl. familial adenomatous polyposis, FAP) je autosomno
dominantna bolest koja se razvija zbog nasljedenih mutacija u genu APC (engl. adenomatous
polyposis coli) [18]. APC je smjesten na duzem kraku kromosoma 5, a kodira za tumor supresor
koji ima ulogu u brojnim stani¢nim procesima ukljué¢ujuci kontrolu stani¢nog ciklusa, migraciju,
diferencijaciju i apoptozu. Inaktivacija gena APC rezultira nakupljanjem proteina p-katenina u
jezgri 1 aktivacijom Wnt signalnog puta $to dovodi do nekontroliranog rasta stanica i doprinosi
razvoju tumora [19]. Bolest je karakterizirana razvojem velikog broja adenoma u kolonu i rektumu
tijekom drugog i tre¢eg desetljeca zivota. Ukoliko se bolest ne dijagnosticira na vrijeme i ne lijeci
u ranoj zivotnoj dobi, najéescée u treCem ili Cetvrtom desteljecu Zivota, dolazi do razvoja karcinoma
debelog crijeva [18, 20]. Klini¢ka dijagnoza obiteljske adenomatozne polipoze postavlja se na
temelju veli¢ine i broja adenoma koji s vremenom raste i moze dosegnuti od 100 do 5000 adenoma

na sluznici debelog crijeva [18].

Uz nasljedne sindrome, gotovo tre¢ina karcinoma debelog crijeva javlja se u obiteljima s
vecom ucestalosti zlo¢udnih tumora, a bez jasnog dokaza o povezanosti s nasljednim sindromima.
Iako molekularni mehanizam obiteljskog karcinoma jos uvijek nije jasan, smatra se da je rezultat
kombinacije okolis$nih i nasljednih genetskih ¢imbenika. Istrazivanja populacije te analize GWAS
(od engl. genome wide association studies) doprinijele su razumijevanju i identifikaciji genetskih
¢imbenika povecanog rizika koji ukljucuju gene slabijeg utjecaja (engl. low-penetrance genes) te
specificne genske polimorfizme [21, 22]. Tako je utvrdeno da su geni slabijeg utjecaja ti koji
najéeS¢e imaju aditivni uc¢inak na rizik za razvoj obiteljskog karcinoma, dok je utjecaj
polimorfizama na rizik za obolijevanje povezan s medugenskim i1 okoliSnim medudjelovanjem

[23].



1.1.2 Sporadicni karcinom debelog crijeva

Sporadi¢ni karcinom debelog crijeva nastaje bez prisutnosti nasljedne komponente ili
pozitivne obiteljske anamneze te upalnih bolesti crijeva, a rezultat je steCenih somatskih genetskih
1 epigenetskih promjena koje posljedicno mijenjaju histolosku sliku epitela sluznice debelog
crijeva [24]. Nastanak sporadi¢nog karcinoma debelog crijeva obuhvac¢a nakupljanje spontanih i
promjena potaknutih okoliSem u genima ukljuéenim u regulaciju stani¢nog rasta $to rezultira
preobrazbom normalnog epitela crijeva u hiperproliferativni. Nadalje, za zlocudnu stani¢nu
preobrazbu potrebno je viSe genetskih oStecenja kao $to su mutacije, delecije ili poremecaji
ekspresije tumor supresora [24]. S obzirom da ove promjene nastaju tijekom vise godina,
sporadi¢ni karcinom debelog crijeva se u veéini slucajeva javlja kod starije populacije u dobi od
65 do 80 godina [24]. Kako simptomi ¢esto izostaju u pocetnim stadijima, u vecine oboljelih bolest
se dijagnosticira u uznapredovalom stadiju Sto znacajno utjece na krace prezivljenje oboljelih. U
70 % slucajeva silazni ili lijevi kolon je primarno mjesto nastanka sporadi¢nog karcinoma debelog

crijeva [25].

Prac¢enje opée populacije u dobi iznad 50 godina u sklopu nacionalnih programa ranog
otkrivanja raka pokazalo se u¢inkovitim u ranom dijagnosticiranju i lije¢enju karcinoma debelog
crijeva te smanjenju pojavnosti i smrtnosti od ovog zlo¢udnog tumora u razvijenim zemljama [26,
27]. Medutim, u posljednjih dvadeset godina svjedo¢imo rastucoj incidenciji karcinoma debelog
crijeva koji se javlja u ranijoj dobi (ispod 50 godina starosti), tzv. ,,early-onset* karcinom debelog
crijeva [28]. Tako razlozi za globalni trend porasta ovih karcinoma jo$ uvijek nisu dovoljno poznati,
pokazano je da rizi¢ni faktori poput kroni¢nih upalnih procesa u kolonu, te okoliSnih i
prehrambenih ¢imbenika koji naruSavaju ravnoteZu mikrobioma crijeva, znacajno doprinose
razvoju karcinoma debelog crijeva u mladoj dobi [28]. U odnosu na sporadi¢ni karcinom debelog
crijeva koji se javlja u starijoj dobi, karcinomi debelog crijeva mladih odraslih osoba pokazuju
specificna klinicka 1 molekularna svojstva. Vec¢ina ovih karcinoma smjestena je u distalnom ili
rektalnom dijelu debelog crijeva, a u trenutku dijagnosticiranja bolest je najces¢e u
uznapredovalom stadiju te pokazuje nepovoljna histoloSka obiljezja [28]. Stoga se, s ciljem $to
ranijeg otkrivanja karcinoma debelog crijeva, intenzivno istrazuju prognosti¢ki markeri pomocu

kojih bi se neinvazivnim metodama mogli identificirati osobe visokog rizika [29].



1.1.3 Klasifikacija karcinoma debelog crijeva

Histoloski, vecina zlo¢udnih tumora debelog crijeva su adenokarcinomi koji prema stupnju
diferencijacije mogu biti dobro, umjereno i slabo diferencirani. Kod slabije diferenciranih
adenokarcinoma, tumorske stanice imaju slabije izraZzenu zljezdanu strukturu, a samim time i1 veci
maligni potencijal [30]. Tumorske stanice mogu, kao i normalne stanice sluznice debelog crijeva,
izlu¢ivati mucin. Produkcija mucina moZze biti unutarstani¢na, kada nailazimo na stanice u obliku
prstena pecatnjaka kod kojih velika vakuola mucina potiskuje jezgru na periferiju dajuéi tipic¢an
mikroskopski izgled stanicama, ili izvanstani¢na pri ¢emu velika koli¢ina mucina razmice slojeve
stijenke crijeva omogucavajuéi Sirenje tumora [31]. Obilno izvanstani¢no lucenje mucina koje
zahvaca vise od 50 % volumena tumora karakterizira posebnu patohistolosku varijantu karcinoma
debelog crijeva, tzv. mucinozne adenokarcinome. Ovi adenokarcinomi se javljaju u oko 10 %
slucajeva karcinoma debelog crijeva, a iako ih pojedine studije povezuju s lo$ijom prognozom,

njihov prognostic¢ki znacaj je i dalje kontroverzan [32, 33].

Sluznica debelog crijeva predstavlja mjesto pocetka rasta i ishodiste Sirenja zlocudnih tumora
debelog crijeva, otkuda napreduju kroz sve slojeve debelog crijeva dajuci regionalne metastaze u
okolne limfne ¢vorove, kao 1 udaljene, hematogene metastaze jetre, pluca, mozga i sl. Na temelju
spoznaja o vecoj ucestalosti metastaza proporcionalno sa zahvacenosti dubljih slojeva stijenke
crijeva tumorskim procesom, predloZena je klasifikacija prema Dukes'-u koja ima Cetiri stadija:
stadij A — tumor je ograni¢en stijenkom crijeva, stadij B — tumor se proS$irio na serozu, ali ne
zahvaca limfne ¢vorove, stadij C — tumor zahvaca regionalne limfne ¢vorove i stadij D — postoje

udaljene metastaze [34].

Danas se u klinickoj praksi ¢esto koristi klasifikacija TNM (engl. tumor, nodes, metastasis)
koja, u usporedbi s klasifikacijom prema Dukes'-u, za procjenu proSirenosti tumora ukljucuje
procjenu primarnog tumora (T), stanje regionalnih limfnih ¢vorova (N) i prisutnost udaljenih
metastaza (M). U okviru ove klasifikacije svakom slovu se pridodaje broj koji u slu¢aju primarnog
tumora oznacava veli€inu ili proSirenost primarnog tumora, a u slu€aju regionalnih limfnih

¢vorova i udaljenih metastaza broj oznacava njihovu prisutnost ili odsutnost [34].

lako klasifikacija TNM predstavlja ,,zlatni standard”“ u prognosti¢koj stratifikaciji osoba
oboljelih od kolorektalnog karcinoma, posljednjih godina se sve ve¢i klinicki znacaj pridaje

stupnju pupanja tumora. Pupanje tumora se definira kao nalaz dediferenciranih, pojedina¢nih ili u
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nakupinama do 4, tumorskih stanica adenokarcinoma u podrucju invazivnog ruba tumora [35].
Smatra se morfoloSkom manifestacijom procesa epitelno-mezenhimske tranzicije (EMT) kada dio
tumorskih stanica poprima svojstva mezenhimskih stanica i dovodi do napredovanja i Sirenja
tumora te stvaranja metastaza [36]. Do danas su u literaturi predlozene brojne metode za
odredivanje stupnja pupanja tumora, no s ciljem postavljanja jasnih kriterija Lugli i suradnici su
2017. objavili opsezan pregled do sada objavljenih ¢lanaka o tumorskom pupanju te predlozili
detaljnu metodologiju odredivanja tumorskog pupanja [37]. Prema ovim autorima definirana su tri
stupnja pupanja tumora pri ¢emu je stupanj 1 - nalaz 0-4 pupa, stupanj 2 — nalaz 5-9 pupova i
stupanj 3 — nalaz 10 i viSe pupova [37]. Smatra se da bi odredivanje tumorskog pupanja u
buduénosti moglo imati veliku ulogu u multidisciplinarnom pristupu lijecenju oboljelih od
karcinoma debelog crijeva, osobito ukoliko se odreduje zajedno s gusto¢om unutartumorske

limfocitne infiltracije.



1.2 Molekularna patogeneza sporadi¢nog karcinoma debelog crijeva

Zlo¢udna preobrazba epitelnih stanica sluznice debelog crijeva zapocinje stupnjevitim
nakupljanjem genetskih i epigenetskih promjena u genima uklju¢enim u regulaciju stani¢nog rasta,
diferencijacije i apoptoze [38, 39]. Kljuéne promjene u procesu preobrazbe normalnih stanica
epitela preko adenoma do zlocudnog karcinoma, poznate kao adenom-karcinom slijed, opisali su
jo§ 1990. godine Fearon i Vogelstein [40]. One ukljucuju gubitak funkcije odredenih tumor
supresorskih gena i gena za popravak DNA te pojacanu funkciju odredenih onkogena [39, 40].
Somatski poremecaji koji nastaju ovim putem osiguravaju stanicama tumora selektivnu prednost

brzog rasta stvarajuci osnovu za klonalnu ekspanziju i napredovanje.

lako karcinom pojedinog oboljelog predstavlja genetski jedinstvenu bolest, zajedni¢ko
svojstvo svih karcinoma debelog crijeva je nestabilnost genoma. Dva glavna oblika genomske
nestabilnosti opisana u tumorigenezi sporadi¢nih karcinoma debelog crijeva su kromosomska
nestabilnost (engl. chromosomal instability, CIN) i mikrosatelitna nestabilnost (engl.
microsatellite instability, MSI) [41] (Slika 2.).

Kromosomska nestabilnost
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Slika 2. Stupnjeviti razvoj karcinoma kolona od normalnog epitela do adenokarcinoma.
Mutacija u APC/Wnt signalnom putu je rani dogadaj u procesu tumorigeneze koja potice daljnju
genomsku nestabilnost. Hiperproliferacija i zlocudna preobrazba stanica rezultat je nakupljanja
novih mutacija u onkogenima i tumor-supresorskim genima nastalim uslijed kromosomske ili

mikrosatelitne nestabilnosti. llustrirano pomocéu programa BioRender.com.



Priblizno 85 % sporadi¢nih karcinoma debelog crijeva nastaje putem kromosomske
nestabilnosti, a karakterizira ith povecana stopa somatskih promjena u broju i strukturi kromosoma
koja dovodi do neprekidne proliferacije stanica [42]. Poremecaj u funkcioniranju signalnog puta
Wnt smatra se kljuénim ranim dogadajem u tumorigenezi ovih karcinoma [43]. U vise od 80 %
sluGajeva, aktivacija Wnt je posljedica inaktiviraju¢ih mutacija u genu APC, dok u manjem
postotku karcinoma koji ne pokazuju mutacije u genu APC moze biti posljedica mutacija u genu
CTNNBL1 koji kodira za protein B-katenin [44, 45]. U normalnim uvjetima, protein APC je vazan
negativni regulator signalnog puta Wnt koji, formiraju¢i kompleks Axin-APC, kontrolira
proteasomalnu razgradnju Wnt efektorskog proteina, B-katenina. Medutim, u slucaju gubitka
funkcije proteina APC, suviSak B-Katenina se nakuplja u citoplazmi $to rezultira njegovim

premjestanjem u jezgru gdje potice transkripciju brojnih gena ukljucujuci i onkogena MYC [44].

Jednom pokrenuta pojacana aktivacija signalnog puta Wnt dovodi do promjena u proliferaciji
i diferencijaciji epitelnih stanica, poti¢uéi displaziju epitela kripte sluznice debelog crijeva i
nastanak adenoma. Ove promjene obi¢no su pracene nakupljanjem mutacija i gubitkom funkcije
drugih gena, poput proto-onkogena KRAS (od engl. Kirsten rat sarcoma virus) [41]. Gen KRAS
kodira za mali GTP-azni protein koji sudjeluje u prijenosu izvanstani¢nog signala te potice
aktivaciju citavog niza signalnih molekula ukljucenih u diobu 1 rast stanice, diferencijaciju i
apoptozu [46]. Mutacije u genu KRAS rezultiraju ekspresijom konstitutivno aktivnog oblika
proteina, a javljaju se u oko 40 % CRC [47]. Oko 85 % mutacija u genu KRAS javlja se u kodonu

12, a najcesce su povezane s pojacanom proliferacijom stanica i napredovanjem tumora [47, 48].

Daljnje napredovanje obuhvaca zlo¢udnu preobrazbu adenoma u karcinom, a obi¢no ukljucuje
mutaciju i/ili gubitak funkcije tumor-supresorskih gena. Gen p53 najéesce je promijenjeni tumor-
supresorski gen u zlo¢udnoj preobrazbi [41]. Protein p53 ima ulogu u zaustavljanju stani¢nog
ciklusa u prisutnosti oStecenja DNA te poticanju apoptoze stanice ukoliko je onemogucéen
popravak DNA [49]. S obzirom na navedeno, mutacije u genu p53 predstavljaju klju¢ni korak u
zlo¢udnom napredovanju tumora debelog crijeva. Gubitak funkcije proteina p53 rezultira
smanjenjem regulacije stani¢nog ciklusa 1 apoptoze, Sto potie proliferaciju stanica i klonalnu
ekspanziju stanica s pogreskama u genomu [49]. Promijenjeni protein p53 javlja se u 50 do 75 %

adenokarcinoma debelog crijeva [50].



Osim gena p53, promjenama su zahvaceni i drugi tumor supresorski geni poput SMAD2 (engl.
Sma- and Mad-related protein 2) i SMAD4 (engl. Sma- and Mad-related protein 4) [51]. Produkti
ova dva gena su unutarstani¢ni medijatori signalnog puta transformirajuceg faktora rasta 3 (engl.
transforming growth factor [, TGF B), koji je uklju¢en u Sirok spektar stani¢nih procesa, od
regulacije rasta, diferencijacije, proizvodnje matriksa i apoptoze[51]. Mutacije u SMAD2 i SMAD4
zabiljezene su u vise tipova zlo¢udnih tumora u ljudi, ukljuc¢uju¢i tumore gusterace kao i tumore
debelog crijeva [52, 53]. Stovise, gubitak funkcije SMAD4 povezan je s napredovanjem i
metastaziranjem karcinoma debelog crijeva [54, 55].

Drugi put nastanka karcinoma kolona, koji uklju¢uje gubitak funkcije sustava MMR,
odgovoran je za 10 do 15 % sporadi¢nih karcinoma debelog crijeva. Za razliku od kromosomske
nestabilnosti, dAMMR (od engl. defective MMR), za posljedicu ima razvoj hipermutabilnog
fenotipa, odnosno poveéanu stopu mutacija s vise od 12 mutacija na milijun baza koja se ocituje
mikrosatelitnom nestabilnosti [56, 57]. Rastu¢a stopa mutacija u genomu povecava vjerojatnost za
nastanak mutacija u kljuénim onkogenima i tumor-supresorskim genima, a smatra se da moze
skratiti tipi¢an period preobrazbe adenoma u karcinom sa 10 do 20 godina na 1 do 2 godine [58,
59]. U vecini sporadi¢nih karcinoma debelog crijeva s mikrosatelithom nestabilnosti gubitak
funkcije sustava MMR najcesce je rezultat epigenetskog utiSavanja gena MLH1, odnosno
hipermetilacije njegova promotora[59]. Hipermetilacija promotora gena MLH1 ¢esto je povezana
s fenomenom globalne hipermetilacije CpG promotorskih regija duz genoma (engl. CpG island
methylator phenotype, CIMP). CIMP je, uz dva glavna puta genomske nestabilnosti, prepoznat

kao jo$ jedan molekularni mehanizam nastanka sporadi¢nih karcinoma debelog crijeva [60].

Karcinom debelog crijeva predstavlja vrlo heterogenu skupinu bolesti sa znacajnim razlikama
u etiologiji, molekularnim 1 histolo§kim znacajkama te klinicCkom ishodu. Nerijetko tumori debelog

crijeva mogu pokazivati svojstva vise razli¢itih puteva razvoja [61].
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1.3. Mikrosatelitna nestabilnost u karcinomu debelog crijeva

Mikrosateliti su ponavljajuci sljedovi nukleotida u DNA, obi¢no veli¢ine od jedne do Sest
parova baza. Na tisue mikrosatelita rasprostranjeno je duz genoma te ¢ine oko 3 % genoma
covjeka. S obzirom na Siroku distribuciju u genomu, mogu biti smjesteni u blizini kodirajuc¢ih
regija gena, promotora i terminalnih regija, no njihova pozicija ¢eS¢a je u intronima i
nekodiraju¢im regijama DNA [62, 63]. Tako smjesteni, mikrosateliti mogu utjecati i na gensku
ekspresiju putem regulacije transkripcije i prekrajanja gena. Primjerice, istrazivanja na razli¢itim
tipovima tumora, uklju¢uju¢i i karcinom debelog crijeva, ukazuju na to da promjene u
dinukleotidnom ponavljanju CA u intronu 1 gena za receptor epidermalnog ¢imbenika rasta (engl.
epidermal growth factor receptor, EGFR) mogu putem modulacije transkripcije utjecati na
ekspresiju gena EGFR [64-66].

Polimorfna priroda mikrosatelita o€ituje se u duzini njihova slijeda koja moze varirati od 15
do 65 tandemskih ponavljajucih jedinica. Upravo zbog svoje ponavljajuée strukture, mikrosateliti
su osobito podlozni nakupljanju pogresaka. Pogreske u molekulama DNA uglavnom nastaju
tijekom procesa replikacije, a naj¢es¢e su posljedica proklizavanja DNA polimeraze, pogresnog
sparivanja skliznutog lanca DNA ili nejednake rekombinacije. Stoga post-replikacijski mehanizmi
popravka igraju klju¢nu ulogu u o€uvanju vjernosti replikacije te genomske stabilnosti stanice
[67]. Za prepoznavanje i popravak replikacijskih pogresaka zaduzen je sustav za popravak krivo
sparenih baza u DNA. Medutim, u sluc¢aju disfunkcije sustava popravka MMR, nastale pogreske
se u sljede¢im ciklusima replikacije prepisuju, trajno se zadrzavajuéi u genomu. Gubitak funkcije
MMR najbolje se ocituje produljenjem ili skracivanjem mikrosatelitnih sljedova, odnosno
promjenom u broju ponavljajucih jedinica, tzv. mikrosatelitnom nestabilnosti. Promjene koje se
dogode u mikrosatelitnim ponavljanjima smjeStenim u regulatornim ili kodiraju¢im regijama
mogu rezultirati disfunkcijom brojnih gena vaznih za regulaciju stani¢nog ciklusa $to predstavlja
dodatni korak u tumorigenezi brojnih karcinoma [68]. Jedan od primjera je inaktiviraju¢a mutacija
receptora 2 za transformirajuéi ¢imbenik rasta beta (engl. transforming growth factor beta receptor
2, TGFBR2), utvrdena u vise od 90 % MSI-H (engl. microsatellite instability high, MSI-H)
karcinoma debelog crijeva [69]. Ova mutacija uzrokovana je promjenama u mikrosatelitnom
ponavljanju od 10 adenina (A1o) unutar kodirajuce regije gena 7GFSR2. Budud¢i da je povezana sa

smanjenom ekspresijom receptora te gubitkom njegove funkcije u inhibiciji stani¢nog rasta, smatra
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se da pogoduje tumorigenezi karcinoma debelog crijeva s mikrosatelithom nestabilnosti [69-72].
Osim toga, u MSlI-nestabilnim tumorima pokazana je i povecana ucestalost mutacija u mono-

nukleotidnim ponavljanjima brojnih drugih gena poput BAX, IGF2R te BRAF [73-75] .

1.3.1 Sustav za popravak krivo sparenih baza DNA (MMR)

Do krivog sparivanja baza najc¢es¢e dolazi uslijed dodavanja pogresne baze tijekom procesa
replikacije ili zbog nastanka modificiranih baza koje odstupaju od uobic¢ajenog Watson-Crickovog
sparivanja [76]. Kako bi se ofuvao genomski integritet, sustav popravka MMR je visoko
konzerviran u gotovo svim organizmima, od bakterija do ¢ovjeka [77]. U prokariota, sustav MMR
graden je od homodimernih MutS i MutL proteina, dok eukariotski MMR kompleks ¢ine homolozi
MutS (MSHx) i MutL (MLHx i PMSx) gradeni od razli€itih proteina koji se medusobno povezuju
¢inec¢i funkcionalne heterodimere. Homolog MutS je u covjeka graden od proteina MSH2, MSH3
i MSH6, dok MLH1, MLH3, PMS1 (od engl. post-meiotic segregation increased 1 protein) i
PMS2 (od engl. post-meiotic segregation increased 2 protein) ¢ine homolog MutL [78].

Popravak MMR zapoc€inje formiranjem proteinskih kompleksa MutSa 1 MutSB koji
prepoznaju pogresku i pokrecu nizvodni mehanizam popravka DNA. MutSa kompleks nastaje
heterodimerizacijom proteina MSH2 i MSH®6, a prepoznaje krivo sparene baze te manje mono- i
dinukleotidne insercije i delecije [79, 80]. Heterodimer MutSp nastaje interakcijom proteina
MSH2 i MSH3 te je ukljucen u prepoznavanje i popravak vecih insercijsko-delecijskih petlji do
13 nukelotida. Vezanje heterodimera MutS na mjesto pogreske specificno prepoznaje proteinski
kompleks MutLa kojeg ¢ine proteini MLH1 i PMS2 [79, 81]. Nakon toga replikacijski faktor C
(engl. replicating factor C, RFC) omogucava vezanje proliferirajueg stani¢nog jezgrinog antigena
(engl. proliferating cellular nuclear antigen, PCNA), ,,DNA hvataljke®, koja ima klju¢nu ulogu u
interakciji MutS i MutLa, te aktivaciji endonukleaze PMS2 [82]. Endonukleazna aktivnost PMS2
potom uvodi ureze u novosintetiziranom nemetiliranom lancu distalno od pogreske u odnosu na
postoje¢i urez [83]. Endonukleazna aktivnost MutLa nuzna je za 3'-usmjereni popravak, a
predstavlja signal za aktivaciju 5’-3” egzonukleaze 1 (engl. exonuclease 1, EXO1) te nizvodnog
procesa popravka [84, 85]. EXO1 prepoznaje i razgraduje nastali fragment, dok replikacijski

protein A (engl. replication protein A, RPA) stabilizira nastalu jednolan¢anu DNA te potice
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sintezu DNA [86]. Smatra se da kompleks MLH1-PMS2 fizicki stupa u interakciju s DNA
polimerazom o (Pold), privlace¢i enzim na mjesto popravka, nakon ¢ega Polo uz ligazu vrsi

resintezu i ligaciju DNA [80] (Slika 3.).

krivo sparene baze insercijsko-delecijske petlje

MSH3

s & B

MSH2

prepoznavanje krivo
MutLa sparenih baza

Izrezani

MutLa EXO1 DNA l nukleotidi
B polimeraza & I . ) . .
izrezivanje nukleotida

i resinteza DNA

ligacija DNA

Ligaza

Slika 3. llustracija mehanizma popravka DNA djelovanjem sustava MMR. Popravak MMR
zapocinje prepoznavanjem pogreske u DNA od strane kompleksa MutSo. (dimer MSH2-MSHB) ili
MutSp (dimer MSH2-MSH3) koji pripadaju obitelji ATP-aza te koriste ATP za regulaciju
aktivnosti. Vezanje kompleksa MutS omogucava vezanje kompleksa MutLo. (dimer MLH1-PMS2).
Raczliciti enzimi (EXOI, PCNA, DNA polimeraza o, ligaza) potom pokrecu proces izrezivanja
pogresno sparenog segmenta i resinteze novog lanca DNA. ADP (od engl. adenosine diphosphate),

ATP (od engl. adenosine triphosphate). Preuzeto i prilagodeno iz Randrian i sur., 2021. [87].
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1.3.2 Mikrosatelitna nestabilnost tip MSI

Mikrosatelitna nestabilnost tip MSI (od engl. microsatellite instability) prvi put je otkrivena u
nasljednim karcinomima debelog crijeva koji se javljaju u sklopu sindroma Lynch. Tada je
pokazano da prisutnost nasljednih mutacija u jednom od gena za proteine sustava MMR (MLH1,
MSH2, PMS2 i MSH6) stvara predispoziciju za razvoj karcinoma debelog crijeva te se smatralo da
je mikrosatelitna nestabilnosti specifi¢na promjena u karcinomima debelog crijeva koji se javljaju
u sklopu ovog sindroma [88, 89]. Medutim, kasnije je pokazano da se MSI javlja i u 10-15 %
sporadi¢nih karcinoma kolona. Nestabilnost tipa MSI takoder je dokazana u nasljednim i
sporadi¢nim karcinomima Zeluca i endometrija, a s neSto manjom ucestalos¢u zabiljezena je i u

drugim karcinomima poput glioblastoma i limfoma [87, 90].

Vise od 80 % sporadi¢nih karcinoma debelog crijeva s nestabilnosti tipa MSI-H nastaje kao
posljedica bialelne hipermetilacije promotora gena MLH1 uslijed ¢ega dolazi do gubitka ekspresije
i funkcije proteina MLH1, kao i gubitka funkcije s njim povezanog proteina PMS2[91]. U manjem
postotku sporadi¢nih karcinoma debelog crijeva, gubitak funkcije sustava MMR rezultat je
bialelnih somatskih mutacija u drugim genima za MMR [92, 93].

Utvrdivanje nestabilnosti tipa MSI u karcinomima kolona dogovoreno je 1998. godine
uspostavljanjem usuglaSenih kriterija od strane americkog Nacionalnog instituta za rak, koji
ukljucuje tzv. Bethesda panel mikrosatelitnih biljega odgovarajuce osjetljivosti i specifi¢nosti [17].
Ovaj panel obuhvacéa dva mononukleotidna (BAT25 i BAT26) i tri dinukleotidna mikrosatelitna
biljega (D5S346, D17S250, D2S123). Na temelju ovih kriterija, tumori se klasificiraju kao
mikrosatelitski visokonestabilni (MSI-H) ukoliko je nestabilnost prisutna u dva ili vise biljega;
mikrosatelitski niskonestabilni (engl. microsatelite instability low, MSI-L) ukoliko je nestabilnost
prisutna u samo jednom biljegu; te stabilni (engl. microsatelite stable, MSS) ukoliko nestabilnost
nije utvrdena niti u jednom od ispitivanih biljega [17]. Metode temeljene na lancanoj reakciji
polimeraze (engl. polymerase chain reaction, PCR) smatraju se ,,zlatnim standardom® u analizi
mikrosatelitne nestabilnosti. Osim toga, u patohistoloSkim laboratorijima se primjenjuje 1 metoda
imunohistokemije kojom se utvrduje gubitak ekspresije pojedinih proteina sustava MMR.
Imunohistokemijska detekcija ekspresije proteina MLH1, MSH2, PMS2 i MSH6 danas je

ukljucena i u klini¢ku dijagnostiku karcinoma debelog crijeva nestabilnih na MSI [90].
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Fenotip MSI-H u tumorima debelog crijeva povezan je sa specifi¢nim klini¢kim, histoloskim
i molekularnim svojstvima te se s vecom ucestalosti javljaju u Zenskih osoba, a najc¢e$ce su
smjesteni u proksimalnom dijelu debelog crijeva [94, 95]. U veéini slucajeva radi se 0 slabo
diferenciranim tumorima s mucinoznom komponentom te pove¢anom infiltracijom limfocitima uz
karakteristi¢nu prisutnost subepitelnih limfoidnih agregata poznatu kao limfoidna reakcija nalik
na Chron (engl. Chron's-like lymphoid reaction) [96, 97]. Unato¢ tendenciji lokalnog rasta, ovi
tumori su povezani sa smanjenom ucestalos¢u udaljenih metastaza te duljim prezivljenjem u
oboljelih [98]. U odnosu na sindrom Lynch, sporadi¢ni sluc¢ajevi MSI-H tumora javljaju se u
starijoj zivotnoj dobi te suu 30 — 50 % slucajeva pozitivni na mutaciju u genu BRAF (BRAFV600E)
[99, 100]. Budu¢i da su mutacije gena BRAF prisutne isklju¢ivo u sporadi¢nim karcinomima,
njihova odsutnost doprinosi klini¢koj identifikaciji MSI-nestabilnih karcinoma kolona s

nasljednom komponentom [75, 101, 102].

Glavni pokreta¢ tumorigeneze s mikrosatelitnom nestabilnosti tipa MSI je oStecena funkcija
sustava MMR koja dovodi do insercijsko-delecijskih (indel) mutacija u kodirajuéim
mikrosatelitnim ponavljanjima te supstitucija i translacijskin pomaka okvira ¢itanja (engl.
frameshift) u genomskim regijama koje kodiraju tumor-supresorske gene. Analiza MSI-H tumora
pokazala je, osim oSte¢enog sustava MMR, promjene u jo§ nekoliko puteva popravka DNA,
ukljucujuci BER (od engl. base-excision repair), HR (od engl. homologous recombination) i NHEJ
(od engl. non-homologous end joining) koje dodatno utje¢u na povecani razvoj mutacija i pojavu

hipermutacijskog fenotipa [56].

Osim $to utjecu na zlo¢udnu preobrazbu stanica, translacijski pomaci okvira Citanja stvaraju
jedinstvene peptide koji doprinose visokoj imunogeni¢nosti tumorskih stanica s disfunkcijom
sustava MMR [103, 104]. Budu¢i da su takvi peptidi strani imunosnom sustavu, poti¢u snazan
imunosni odgovor koji je u tumorima debelog crijeva s MSI-H cCesto povezan s pojac¢anom
infiltracijom limfocitima te ve¢im brojem citotoksi¢nih CD8" limfocita T [105-108]. Upravo
pojacana infiltracija citotoksi¢nim limfocitima igra vaznu ulogu u kontroli bolesti te se smatra
odgovornom za povoljniju prognozu u oboljelih s MSI-H tumorima u odnosu na stabilne tumore
[109, 110].

Terapijski pristupi tumorima visokonestabilnim na MSI znacajno se razlikuju u odnosu na

stabilne tumore. Budu¢i da stanice s disfunkcijom MMR posjeduju odredenu razinu otpornosti na
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kemoterapiju 5-fluorouracilom (5-FU) te je kod oboljelih s MSI-H tumorima uocena slabija
ucinkovitost 5-FU, primarni izbor u adjuvantnoj terapiji je cis-platina [111, 112]. Medutim,
istrazivanja su pokazala da tumori visokonestabilni na MSI eksprimiraju povecanu razinu
negativnih regulatora citotoksi¢nih limfocita, poput liganda proteina programirane smrti 1 (engl.
programmed cell death ligand 1, PD-L1) [113, 114]. S obzirom na to, ovi tumori su se pokazali
dobrim kandidatima za imunoterapiju temeljenu na inhibiciji receptora za proteine programirane
smrti 1 (engl. programmed cell death 1, PD-1) na CD8" limfocitima T, $to dovodi do reaktivacije
citotoksi¢nog ucinka limfocita T te moze rezultirati regresijom bolesti [115, 116]. Najnovije
istrazivanje pokazalo je da imunoterapija blokadom receptora PD-1 rezultira potpunim
povlacenjem bolesti u oboljelih od MSI-H karcinoma rektuma te moZe zamijeniti standardne
metode lijeCenja koji uklju¢uju kemoterapiju, radioterapiju i kirur§ko odstranjivanje zahvacenog

tkiva [117].

Priroda i patohistoloski znac¢aj niske ucestalosti mikrosatelitne nestabilnosti (MSI-L) i dalje
su kontroverzni. Istrazivanje iz 2005. godine pokazalo je da MSI-L tumori uglavnom manifestiraju
promjenu u nekom od dinukleotidnih ponavljanja [118]. Mori i suradnici pronasli su jedinstveni
profil genske ekspresije u karcinomima s nestabilnosti MSI-L [119], a smatra se da bi
razumijevanjem molekularne podloge ovih karcinoma, ovaj tip nestabilnosti mogao biti novi
prognosticki parametar u karcinomima debelog crijeva [118, 120, 121]. Medutim, istrazivanja su
pokazala da mutacije gena koje su prisutne u MSI-H tumorima izostaju u tumorima s MSI-L.
Takoder, s obzirom na klini¢ko-patoloSke znacajke, MSI-L tumori se ne razlikuju znacajno od
stabilnih tumora [122]. Zbog toga neka istraZivanja smatraju da su genetske promjene uklju¢ene u
MSI-L pokazatelj spontane mutageneze u onim mikrosatelitnim ponavljanjima koja, zbog svoje

kompozicije, pokazuju veéu sklonost ka spontanim mutacijama [120].

1.3.3 Mikrosatelitna nestabilnost tip EMAST

Izrazena nestabilnost u specifi¢nim tetranukleotidnim ponavljanjima, nazvana EMAST (od
engl. elevated microsatellite alterations at selected tetranucleotide repeats), drugi je tip
mikrosatelitne nestabilnosti koji obuhvaca promjene u duzim mikrosatelitnim sljedovima, sa ili

bez promjena u mononukleotidnim ponavljanjima. EMAST je do danas utvrden u brojnim
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tumorima poput karcinoma glave i vrata [123], endometrija [124], jajnika [125], prostate [126] i
pluca [127, 128], a u karcinomima kolona je prvi put opisan 2008. godine [129].

Podaci o ucestalosti nestabilnosti tipa EMAST u karcinomima poprili¢no variraju[130].
Medutim, utvrdeno je da se karcinomi debelog crijeva s nestabilnosti tipa EMAST javljaju znatno
ucestalije u odnosu na MSI-H te su povezani s drugacijim klinicko-patoloskim svojstvima kao Sto
su brze napredovanje tumora i krace preZivljenje u oboljelih [131, 132]. Fenotip EMAST
zabiljezen je u 30-60 % sporadi¢nih karcinoma debelog crijeva, a vec¢inom se radi o slabo
diferenciranim i uznapredovalim tumorima [130, 133, 134]. Naime, pokazano je da se ucestalost
nestabilnosti tipa EMAST povecava duz adenom-Karcinom slijeda pri ¢emu je EMAST cescée
prisutan u srednje i slabo diferenciranim adenokarcinomima u odnosu na adenome i dobro
diferencirane adenokarcinome [134]. Uz to, rezultati dosadas$njih istrazivanja ukazuju na ucestaliju
prisutnost udaljenih metastaza te losiju prognozu u oboljelih od EMAST-nestabilnih karcinoma
debelog crijeva, u odnosu na oboljele s MSI-H i EMAST-stabilnim karcinomima [131, 132, 135,
136]. Takoder, dosadasnja istrazivanja pokazala su da je u EMAST-nestabilnim karcinomima
nemalih stanica pluca, koze te mokra¢nog mjehura ucestalost mutacija gena p53, jednog od
klju¢nih pokazatelja zlo¢udnog napredovanja tumora, znatno veéa [137, 138]. lako ovaj rezultat
nije potvrden u karcinomima kolona, postoji trend povezanosti izmedu gubitka heterozigotnosti u

genu p53 i nestabilnosti tipa EMAST u ovim tumorima [139, 140].

Fenomen nestabilnosti tipa EMAST prepoznat je paralelno s otkricem mikrosatelitne
nestabilnosti MSI u karcinomima [141], no njegova etiologija kao i klini¢ki znacaj jo$ uvijek nisu
u potpunosti razjasnjeni. Poznato je da inaktivacija proteina MLHI1 ili MSH2, te posljedi¢ni
potpuni gubitak funkcije sustava MMR, rezultiraju globalnom destabilizacijom mikrosatelitnih
sljedova, ukljucujudi i tetranukleotidne. Medutim, pokazano je da mutacije i epigenetske promjene
u genima MLH1 i MSH2, koji su kljuéni za razvoj nestabilnosti tipa MSI-H, ne dovode do
izoliranih promjena u tetranukleotidnim ponavljanjima [39, 94]. Dosadasnja istrazivanja ukazuju
na to da bi razvoju takvih promjena mogao prethoditi izolirani gubitak funkcije proteina
MSH3[131]. Povezanost izmedu disfunkcije MSH3 i nestabilnosti tipa EMAST prvi su opisali
Haugen i suradnici [129]. U in vitro uvjetima pokazali su da izolirani gubitak funkcije gena i
proteina MSH3 (bez gubitka funkcije ostalih proteina sustava MMR) u linijama stanica karcinoma
kolona rezultira visokom razinom nestabilnosti u tetranukleotidnim te niskom razinom

nestabilnosti u dinukleotidnim ponavljanjima, no bez utjecaja na stabilnost mononukleotidnih
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ponavljanja. Budu¢i da MSI-L tumori uglavhom manifestiraju promjene u dinukleotidnim
sljedovima, Haugen 1 suradnici, te Yamada i suradnici u svojim istrazivanjima sugeriraju da bi
disfunkcija MSH3 mogla biti zajednicki mehanizam u nastanku MSI-L i EMAST-nestabilnih
tumora [129, 142]. Takoder, nekoliko istrazivanja je pokazalo da se sporadican gubitak ekspresije
MSHS3 u jezgri javlja i u tumorskim stanicama EMAST-nestabilnih karcinoma debelog crijeva

[129] te korelira s brojem ispitivanih nestabilnih tetranukleotidnih biljega [134].

Vazan koncept u razjaSnjavanju nestabilnosti tipa EMAST postavili su Campregher i
suradnici, kada su utvrdili da izolirani gubitak funkcije proteina MSH3 ne poti¢e zlo¢udnu
preobrazbu zdravih stanica debelog crijeva, unato¢ tome §to uzrokuje EMAST i opsezne promjene
na razini proteina ukljucenih u stani¢ne procese poput metabolizma i apoptoze [143]. Uz to,
rezultati nedavnog istrazivanja pokazuju da nestabilnost tipa EMAST u karcinomima debelog
crijeva korelira s povecanom ekspresijom transkripcijskog ¢imbenika Snaill, odgovornog za
epitelno-mezenhimalnu tranziciju i povecan invazivni kapacitet tumorskih stanica [144]. Prema
tome, smatra se da gubitak ekspresije MSH3, te s njime povezani EMAST, nisu ukljuceni u
pokretanje tumorskog procesa, ve¢ se ¢ini da utjeCu na tijek tumorigeneze poticanjem invazivnosti

I metastatskog kapaciteta tumorskih stanica [143].

Tumorigeneza u kolonu cesto je udruZena s kroni¢nom upalom, a prema dosadasnjim
istrazivanjima upala takoder igra vaznu ulogu u poticanju nestabilnosti tipa EMAST. EMAST je
dokazan u prekanceroznim upalnim bolestima poput ulceroznog kolitisa, pri ¢emu se ucestalost
nestabilnosti tipa EMAST povecava s dugotrajno$¢u upalnog procesa 1 napredovanjem

neoplasti¢nih promjena [145, 146].

Pojacano luéenje proupalnih citokina dovodi do lokaliziranog razvoja oksidacijskog stresa za
koji je pokazano da moze rezultirati smanjenom aktivacijom proteina sustava MMR [147-149].
Stoga su Tseng-Rogenski i suradnici detaljnije analizirali $to se dogada s proteinom MSH3 u liniji
stanica karcinoma kolona nakon tretmana razli¢itim upalnim medijatorima, pri ¢emu su pokazali
da proupalni citokin interleukin-6 (IL-6), putem proizvodnje ROS-a te aktivacije signalnog puta
JAK/STAT3 (od engl. Janus kinase/signal transducers and activators of transcription),
predstavlja glavni pokretacki signal za promjenu smjestaja proteina MSH3 iz jezgre u citoplazmu
[150]. Osim toga, visoka ekspresija IL-6 snazno korelira s nestabilnosti tipa EMAST u

karcinomima debelog crijeva [150]. Sva ova istrazivanja upucuju na to da unutartumorska upala,
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nastala kao odgovor na zlo¢udnu preobrazbu zdravih stanica epitela, putem produkcije IL-6 moze

dovesti do promjene smjeStaja MSH3 te potaknuti razvoj EMAST-a.

1.4. Uloga upale u tumorigenezi karcinoma debelog crijeva

Upala ¢ini jednu od glavnih sastavnica imunosnog odgovora koja osim esencijalne uloge u
obrani organizma od infekcije ili stranih tijela, ima jednaku vaznost i u procesima popravka i
regeneracije oStecenog tkiva. Ponekad imunosni sustav ne uspije otkloniti antigen ili oStec¢enje
zbog Cega upala prelazi u kroni¢ni oblik povezan s visokim rizikom za razvoj brojnih bolesti
ukljucujuéi i tumore [151]. U posljednjih nekoliko desetljeca povezanost upale i razvoja tumora
nasla se pod povecalom znanosti pri ¢emu je kroni¢na upala prepoznata kao jedan od klju¢nih
sudionika u gotovo svim stadijima tumorigeneze, ukljucujué¢i nastanak, napredovanje i

metastaziranje [152].

Karcinom debelog crijeva predstavlja jedan od najboljih primjera zlo¢udnog tumora ¢iji
nastanak i napredovanje, osim o prisutnosti nekoliko klju¢nih mutacija, u velikoj mjeri ovise i o
interakciji mutiranih stanica sa stanicama tumorskog mikrookolisa (engl. tumor
microenvironment, TME) (Slika 4.). TME je kompleksan sustav koji uz tumorske stanice ¢ine
stanice strome, koje ukljuc¢uju tumoru pridruzene fibroblaste (engl. cancer-associated fibroblasts,
CAFs) i vaskularne stanice te razliCite populacije stanica urodenog i adaptivhog imunosnog
sustava poput tumoru pridruzenih makrofaga (engl. tumor-associated macrophages, TAMs),
prirodnoubilackih stanica NK (engl. natural killer cells, NK), neutrofilnih granulocita,
dendritickih stanica te limfocita B i T [153]. Sve ove stanice su u medusobnom recipro¢nom
odnosu unutar TME, te ovisno o ekspresiji imunosnih medijatora, aktivacijskom stanju i broju
razli€itih tipova stanica, mogu postati imunosupresivne, odnosno tumor-promoviraju¢e. Upalne
stanice u TME luce brojne proupalne citokine kao Sto su IL-6, IL-8, TNF-a i TGF-B, koji u
mikrookolis privlace druge upalne stanice ¢iji citokini doprinose razvoju oksidacijskog stresa §to
u konacnici poti¢e daljnje oSte¢enje DNA [153]. Dosada$nja istrazivanja u ovom podrucju
pokazala su da odredena svojstva TME kao §to su kvalitativne i kvantitativne razlike u infiltraciji
imunosnim stanicama mogu imati znacajan utjecaj na klinicki ishod oboljelih [154]. Jedan od

primjera je ranije spomenuta prisutnost povec¢anog broja CD8" limfocita T u karcinomima kolona
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s MSI-H koja korelira s boljom prognozom u oboljelih 1 znacajno boljim odgovorom na
imunoterapiju u odnosu na MSI-L i MSS karcinome [155, 156]. S druge strane, u mnogim
tumorima povecana infiltracija mijeloidnim stanicama poput makrofaga povezana je S

napredovanjem bolesti i rezistencijom na terapiju [157-159].
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Slika 4. Meduodnos stanica unutar tumorskog mikrookolisa. Tumorske stanice imaju sposobnost
stvaranja i lucenja citokina i kemokina koji privlace okolne imunosne stanice i stvaraju upalni
mikrookolis oko tumora. Imunosne stanice mogu blokirati rast tumora (stanice NK, CD8* i CD4*
limfociti T) ili djelovati tumor-promovirajuce i imunosupresivno (TAM, CAF) lucenjem brojnih
citokina, kemokina, cimbenika rasta i angiogeneze. Preuzeto i prilagodeno prema Terzié i sur.,

2010.[7].
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U odredenim se slu¢ajevima kroni¢na upala javlja puno prije razvoja samog tumora, najcesce
kao posljedica dugotrajne i nekontrolirane upalne bolesti crijeva (ulcerozni kolitis i Crohnova
bolest), infekcije patogenima ili autoimunih bolesti, $to u konac¢nici povecava rizik za razvoj
karcinoma debelog crijeva [160, 161]. Osim toga, kroni¢na upala u kolonu moze biti potaknuta i
brojnim vanjskim ¢imbenicima poput neadekvatne prehrane, prekomjerne upotrebe antibiotika te
promjena u sastavu i funkciji mikrobiote tzv. disbioze, rezultiraju¢i kroni¢cnom upalom niskog
intenziteta. Takva kontinuirana upala stvara podlogu za razvoj brojnih mutacija i epigenetskih
promjena koje dovode do inaktivacije tumor supresora ili pojaCane aktivacije onkogena
omogucavajuéi zlo¢udnu preobrazbu epitelnih stanica [151, 162, 163]. Iako u vecini slu¢ajeva
sporadi¢ni karcinomi kolona nastaju kao posljedica dugogodi$njeg nakupljanja mutacija bez
prethodne prisutnosti dugotrajne kroni¢ne upale, oni sami mogu potaknuti intrinzi¢énu kroni¢nu
upalu niskog intenziteta koja moze pogodovati lokalnom rastu, ali i napredovanju tumora [151].
Primjerice, aktivacija onkogena i gubitak funkcije tumor supresora utjece na rast tumora, ne samo
izravnim djelovanjem na same tumorske stanice, nego i promoviranjem upale u tumoru. Tako je
aktivacija onkogena KRAS povezana s pojac¢anom produkcijom citokina i kemokina kao §to su
interleukin (IL)-1a, IL-1p, CCL2 (od engl. C-C motif chemokine ligand 2), CXCL1 (od engl.
chemokine (C-X-C motif) ligand 1) i i CXCL3 koji pospjesuju infiltraciju mijeloidnim stanicama

i poti¢u rast tumora [157, 164].

Bilo da prethodi tumorskom procesu ili je potaknuta razvojem samog tumora, upala u kolonu
je povezana s naruSenom zaStitnom funkcijom epitelne barijere. Gubitak stani¢ne polarnosti 1
¢vrstih medustani¢nih spojeva, koji nastaju uslijed zloudne preobrazbe epitelnih stanica, Smatraju
se jednim od ranih dogadaja u nastanku sporadi¢nih tumora kolona. Kao posljedica toga, mati¢ne
stanice epitela postaju izloZenije utjecaju okoliSnih mutagena 1 potencijalno onkogenih bakterija
koje poticanjem proupalnog okolisa ili direktnim utjecajem na epitelne stanice mogu doprinijeti
tumorigenezi [153]. Primjerice, uoceno je da su tumori kolona i feces oboljelih kolonizirani
specificnim patogenim bakterijama poput Fusobacterium nucleatum koja moze, putem izravne
interakcije s receptorima TLR i poticanjem kroni¢ne upale, utjecati na nastanak i napredovanje
karcinoma debelog crijeva [165]. Osim infekcije patogenim bakterijama, translokacija
komenzalnih bakterija i njihovih produkata kroz oSte¢enu epitelnu barijeru takoder moze aktivirati

kaskadu proupalnog imunosnog odgovora te doprinijeti zlo¢udnoj preobrazbi stanica [166].
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1.4.1 Receptori Toll-like u homeostazi i tumorigenezi u debelom crijevu

Gastrointestinalni trakt predstavlja glavno staniSte mikroorganizama u ¢ovjeku sa znacajnim
utjecajem na metabolizam, razvoj i homeostazu organizma. Koevolucija ¢ovjeka s razli¢itim
mikroorganizmima rezultirala je simbiotskim odnosom temeljenim na pruzanju hranjivih tvari
komenzalnim mikroorganizmima koji su, s druge strane, esencijalni za probavu hrane, proizvodnju
vitamina B12 i K te sazrijevanje i pravilno funkcioniranje imunosnog sustava ¢ovjeka [167]. S
obzirom na tako kompleksan odnos vrlo je vazno razlikovati povoljne komenzalne
mikroorganizme od Stetnih patogena. Glavnu ulogu pri tome ima jednoslojna epitelna sluznica
crijeva koja, putem brojnih konstitutivnih i inducibilnih mehanizama, regulira interakcije
imunosnih stanica s mikroorganizmima u lumenu crijeva s ciljem odrzavanja imunosne tolerancije

prema komenzalnim mikroorganizmima uz istovremeno uklanjanje patogena.

Konstitutivni mehanizmi, poput ¢vrstih spojeva izmedu susjednih stanica i sluzi na povrsini
epitela, omogucavaju fizicku zastitu od prodora mikroorganizama koji koloniziraju lumen crijeva
[168]. Inducibilni mehanizmi obuhvacaju razlic¢ite imunosne i stromalne stanice ¢ija aktivacija
iziskuje prepoznavanje evolucijski oCuvanih molekularnih obrazaca mikroorganizama (engl.
microbial associated molecular patterns, MAMP) i patogena (engl. pathogen associated
molecular patterns, PAMP)[169] putem receptora urodene imunosti PRR (od engl. pattern

recognition receptors) [169].

Receptori Toll-like (engl. Toll-like receptors, TLR) jedni su od najranije opisanih predstavnika
obitelji receptora PRR u ¢ovjeka. Poput ostalih ¢lanova ove obitelji, eksprimirani su u najvecoj
mjeri na stanicama urodenog imunosnog sustava, prvenstveno makrofagima, monocitima,
dendritickim stanicama 1 neutrofilnim granulocitima, no nalaze se 1 na stanicama adaptivne
imunosti. lako se prvotno smatralo da je ekspresija TLR svojstvena samo hematopoetskim
stanicama, kasnijim istrazivanjima dokazno je da se nalaze i na fibroblastima, endotelnim te
epitelnim stanicama kao i stanicama tumora [169, 170]. U ljudi je do danas opisano 10 od ukupno
13 receptora TLR pronadenih u sisavaca, a razlikuju se prema ligandima koje prepoznaju te
smjestaju u stanici. S obzirom na smjeStaj mogu se ugrubo podijeliti u dvije podskupine: TLR1,
TLR2, TLR4, TLR5, TLR6, i TLR10 koji su smjesteni na povrsini stanice, te TLR3, TLR7, TLR8
I TLR9 koji su smjesteni uglavnom u endosomima i endoplazmatskom retikulumu. Povrsinski

TLR veéinom prepoznaju razli¢ite komponente membrane mikroorganizama kao S§to su
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lipoproteini, peptidoglikani, zimosan i manan (TLR1, TLR2, TLR6), flagelin (TLR5) te
lipopolisaharid (TLR4), dok TLR10 u suradnji s TLR2 prepoznaje ligande bakterije listerije te
virusa Influenza A [170-172]. Endosomski TLR prepoznaju dvolanc¢ane (TLR3) i jednolancane
RNA (TLR7/8) te nemetilirane CpG otoke u DNA (TLR9). Osim toga, molekularni obrasci
povezani s oSteCenjem (engl. damage-associated molecular patterns, DAMP) koji nastaju kao
produkti ostecenja 1 nekroze stanica te izvanstani¢nog matriksa takoder mogu aktivirati receptore

TLR [173].

Receptori TLR se, osim na imunosnim stanicama u stromi sluznice crijeva, nalaze i na
razliitim linijjama epitelnih stanica, uklju¢uju¢i maticne stanice kripte, apsorptivne enterocite,
vrcaste, Panethove i enteroendokrine stanice [174]. Kljuéna funkcija receptora TLR na epitelnim
stanicama je selektivno prepoznavanje komenzalnih i patogenih mikroorganizama, pri ¢emu
reguliraju brojne homeostatske mehanizme poput jacanja strukture i funkcije epitelne barijere,
aktivacije tolerogenog imunosnog odgovora prema komenzalnim mikroorganizmima ili aktivacije
upalnog imunosnog odgovora usmjerenog na uklanjanje patogena [174]. Upala posredovana
aktivacijom receptora TLR na epitelnim stanicama debelog crijeva primarno je povezana s
aktivacijom transkripcijskog faktora NF-kB (od engl. nuclear factor-xB) koji, osim $to potice
lu€enje raznih kemokina i citokina koji na mjesto infekcije ili oStecenja privlace lokalne imunosne
stanice, djeluje 1 na ¢itav niz unutarstani¢nih procesa poput proliferacije, preZivljenja te inhibicije

apoptoze [175-178].

lako su, u normalnim uvjetima, ovi procesi neophodni za popravak oStec¢enog epitela i obnovu
homeostaze u sluznici crijeva, pokazano je da u uvjetima dugotrajne aktivacije receptora TLR
mogu potaknuti razvoj kroni¢ne upale te nastanak i razvoj tumora [179]. Dokaz da receptori TLR
imaju kljuénu ulogu u tumorigenezi karcinoma debelog crijeva dali su Rakoff-Nahoum i
Medzhitov, kada su pokazali da uklanjanje klju¢ne adaptorske molekule nizvodnog prijenosa
signala putem TLR, MyD88 (od engl. myeloid differentiation primary response 88), dovodi do
smanjene ekspresije ¢imbenika upale kao $to su IL-1B, IL-6, ciklooksigenaza 2 (COX-2), IGF1
(od engl. insulin-like growth factor 1), rezultiraju¢i pojacanom apoptozom tumorskih stanica i
manjim brojem tumora u miseva s mutacijom u genu Apc [179]. Osim toga, pokazano je da
konstitutivna aktivacija NF-kB, i u odsutnosti zamjetne upale, moze dovesti do pojacanog

oste¢enja DNA i ubrzanog razvoja tumora u debelog crijevu [180].
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1.5 RECEPTOR TLR4

Toll-like receptor 4 (TLR4) otkriven je 1997. godine te je ujedno i prvi opisani ¢lan obitelji
receptora TLR u ljudi [181]. Najvisa ekspresija ovog receptora prisutna je na stanicama urodene
imunosti, i to na tzv. profesionalnim fagocitima poput makrofaga, dendriti¢kih stanica i
neutrofilnih granulocita, te njihovim mijeloidnim prete¢ama [182]. Stanice limfoidnog porijekla
uglavnom pokazuju vrlo nisku razinu TLR4, no pokazano je da limfociti B pojacano eksprimiraju
TLR4 nakon aktivacije B-stani¢nog receptora (engl. B cell receptor, BCR) te kostimulacije
pomoc¢u CD40, kao i stimulacije citokinom IL-4 [183, 184]. Medu nehematopoetskim stanicama,
TLR4 se nalazi na stanicama endotela, fibroblastima i stanicama epitela vec¢ine organa, ukljucujuci

i crijevo.

1.5.1 Prijenos signala putem receptora TLR4

Kao i ostali ¢lanovi obitelji TLR, TLR4 je transmembranski glikoprotein graden od
izvanstanicne domene bogate leucinom koja veze ligand, transmembranske domene te s njom

povezane citoplazmatske domene zaduzene za nizvodni prijenos signala [182].

Odgovor putem receptora TLR4 uvjetovan je prepoznavanjem molekula MAMP ili PAMP
koje su najcesce lipidni produkti mikroorganizama. Jedna od najbolje istraZenih molekula koje
aktiviraju TLR4 je endotoksin lipopolisaharid (LPS), no postoje dokazi da jo$ neki mikrobni
produkti poput lipoteihoi¢ne kiseline takoder mogu aktivirati TLR4 [185, 186]. LPS je glavna
komponenta vanjske membrane Gram-negativnih bakterija koji se oslobada otpuStanjem s

membrane ili litickom razgradnjom bakterija [187].

Kompleksan mehanizam vezanja LPS-a zapoc€inje u izvanstani¢nom prostoru gdje protein
LBP (od engl. LPS binding protein) katalizira prijenos LPS monomera iz agregata LPS-a
porijeklom od bakterijskih membrana i vezikula, te ih prenosi na koreceptor CD14 (Slika 5.).
Primarna uloga koreceptora CD14 je prenosenje monomera LPS-a na kompleks receptora
TLR4/MD-2 (od engl. myeloid differentiation protein-2) sto je klju¢no za dimerizaciju s drugim
kompleksom TLR4/MD2 [187, 188]. Konformacijske promjene koje pri tome nastaju
omogucavaju unutarstani¢nu interakciju homolognih domena TIR (od engl. Toll/IL-1 receptor),

prisutnih u receptoru TLR4 i adaptorskoj molekuli TIRAP. Nakon §to je pokrenuta dimerizacija
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TLR4/MD-2 na povrsini stanice, unutarstani¢na signalna kaskada moze i¢i ovisno i neovisno o
proteinu MyD88 [189] (Slika 4.). Signalni put ovisan o proteinu MyD88 pokrece se prilikom
aktivacije svih TLR, izuzev TLR3, a za prijenos signala putem TLR4 potreban je i adaptor MAL
(od engl. MyD88 adapter-like protein) koji omogucuje aktivaciju MyD88 [190]. Aktivirani
MyD88 potom pokre¢e kaskadu prijenosa signala preko kinaza IRAK (od engl. interleukin-1
receptor-associated kinase), ubikvitin-ligaze TRAF6 (od engl. TNF receptor-associated factor 6),
kompleksa TAK1-TAB (od engl. TGF-f activated kinase — TAK1 binding proteins) te kompleksa
kinaza IKK (od engl. IkappaB kinase), §to u konacnici kulminira aktivacijom NF-kB te kinaza
MAPK (od engl. mitogen-activated protein kinase) [191]. Aktivirani NF-kB odlazi u jezgru gdje
potice transkripciju proupalnih citokina poput IL-6, TNF-a te neaktivne pro-forme IL-1B, dok
aktivacija MAPK, poput ERK1/2 (od engl. extracellular-signal regulated kinases), p38 i JNK (od
engl. c-Jun N-terminal kinase), posreduje u aktivaciji AP-1 (od engl. activating protein-1), CREB
(od engl. cCAMP response element-binding protein) te stabilizaciji mRNA uklju¢enih u regulaciju

upalnog odgovora [189].

Nakon aktivacije MyD88-ovisnog puta, odgovornog za prvi val aktivacije NF-«xB, cijeli
kompleks receptora se internalizira u stanicu. Internalizacija, odnosno ulazak LPS-a u endosom,
jedan je od glavnih preduvjeta za neutralizaciju LPS-a, a ukljucuje prijenos signala putem adaptora
TRIF (od engl. TIR-domain-containing adapter-inducing IFNfS) [192]. Ovaj put predstavlja
alternativni put aktivacije NF-xB, MAPK i IRF3 (od engl. interferon-regulatory factor 3) koji
poticu transkripciju proupalnih citokina, interferona tipa 1 te sazrijevanje mijeloidnih dendriti¢kih
stanica [193]. S jedne strane, TRIF aktivira TRAF6 koji interakcijom s RIP-1 (engl. receptor-
interacting protein-1) dovodi do aktivacije kompleksa TAK1, rezultirajuci aktivacijom NF-«B i
MAPK. S druge strane, aktivacijom TRAF3 i IKK-srodnih kinaza, moze dovesti do aktivacije
transkripcijskog faktora IRF3 (od engl. interferon-regulatory factor 3) koji potom odlazi u jezgru

gdje potice ekspresiju interferona tipa 1.

lako aktivacija TLR4 dovodi do aktivacije istih signalnih puteva u razli¢itim vrstama stanica,
njihov nizvodni ucinak varira, osobito kada se radi o mijeloidnim i epitelnim stanicama.
Primjerice, pokazano je da pojacana aktivacija NF-«kB u mijeloidnim stanicama primarno potice
ekspresiju proupalnih medijatora, dok u enterocitima djeluje na aktivaciju Bcl-x. (od engl. B-cell

lymphoma-extra large) te supresiju apoptoze [194].
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Slika 5. Prijenos signala putem receptora TLR4. Prepoznavanje LPS-a dovodi do dimerizacije
TLR4 na plazma membrani stanica te aktivira nizvodni prijenos signala ovisan o adaptorima
MyD88/MAL. Endocitoza kompleksa TLR4/MDZ2/LPS posredovana koreceptorom CDI14 potice
prijenos signala ovisan o adaptorima TRIF/TRAM. Prijenos signala putem TLR4 potice
proizvodnju raznih proupalnih citokina i interferona tipa 1. llustrirano pomocu programa

BioRender.com.
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1.5.2 Uloga receptora TLR4 u homeostazi

S obzirom na visoku razinu endogenog LPS-a u probavnom sustavu, tolerancija LPS-a jedan
je od klju¢nih mehanizama u sprjeavanju pretjerane aktivacije imunosnog sustava. Jedan od
naéina koji doprinosi toleranciji LPS-a je stroga regulacija ekspresije i aktivacije TLR4 na
epitelnim i imunosnim stanicama sluznice crijeva. U normalnim uvjetima, stanice sluznice crijeva,
ukljucujuéi epitelne stanice, ali i imunosne stanice u lamini propriji, eksprimiraju nisku razinu
TLR4 [195, 196]. Prema istrazivanju Takahashi i suradnika, smanjena ekspresija TLR4 na
epitelnim stanicama debelog crijeva rezultat je povecane razine metilacije 5’ regije gena TLR4
[197] (Slika 6.). Stovige, isti autori su pokazali da je razina metilacije TLR4 u kolonu pod
znacajnim utjecajem komenzalnih mikroorganizama te ovisi 0 ekspresiji transkripcijskog faktora
CDX2 (od engl. Caudal-type homeobox 2), odnosno stupnju diferencijacije epitelnih stanica [198].
Osim polarizacije ekspresije duz kripte, TLR4 je takoder polarizirano eksprimiran na membrani

epitelnih stanica debelog crijeva pri ¢emu je dominantno smjesten na bazolateralnoj povrsini [199].

Osim snizene razine TLR4, normalnim stanicama crijevnog epitela nedostaje protein MD-2
ili je u kompleksu TLR4-MD-2 prisutan samo na imunosnim stanicama u lamini propriji te na
epitelnim stanicama bazalnog dijela kripte [200, 201]. Smatra se da svi ovi mehanizmi regulacije
TLR4 rezultiraju time da se upalna, i potencijalno $tetna imunosna reakcija odvija samo u uvjetima
prodora bakterija i njihovih produkata kroz epitel. Na taj nacin sprjeCava se neZeljena upalna
reakcija na komenzalne mikroorganizme koji putem interakcije s epitelnim stanicama doprinose

ocuvanju homeostaze.

Primarna funkcija TLR4 na normalnom crijevnom epitelu je obnova homeostaze narusene
infekcijom ili oSte¢enjem tkiva. Prepoznavanje LPS-a putem TLR4 na epitelnim stanicama
inicijalni je signal za aktivaciju imunosnog odgovora u lamini propriji. Poticanjem ekspresije
raznih citokina i kemokina TLR4 dovodi do sazrijevanja profesionalnih antigen-predo¢nih stanica,
njihove migracije na mjesto infekcije te aktivacije i diferencijacije limfocita T koji su nuzni za

potpuno uklanjanje infekcije [202].
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Slika 6. Mehanizmi regulacije ekspresije TLR4 na epitelnim stanicama sluznice crijeva.
Smanjena ekspresija gena TLR4 rezultat je epigenetskih mehanizama u diferenciranim stanicama
crijevnog epitela kako bi se sprijecila prekomjerna upalna reakcija premakomenzalnim
mikroorganizmima. Ukoliko mikroorganizmi dosegnu dublje slojeve kripte, visoka ekspresija
TLR4 na nediferenciranim stanicama epitela moze potaknuti brz odgovor i sprijeciti prodor

mikroorganizama kroz epitelnu barijeru. llustrirano pomocu programa BioRender.com.

Lokalna upalna reakcija koja nastaje kao odgovor na infekciju patogenom mora biti okon¢ana
kako bi se sprijecilo oStec¢enje epitela 1 pokrenuo proces oporavka crijevne barijere. Pri tome vrlo
vaznu ulogu ima aktivacija TLR4 putem molekula DAMP. Sposobnost prepoznavanja ovih
molekula ima izrazito bitnu ulogu, ne samo u stvaranju i sazrijevanju imunosnih stanica, nego i u
popravku oste¢enog tkiva [203]. S druge strane, pokazano je da nedostatak aktivacije signalnog
puta TLR4 prilikom upalne reakcije rezultira znatnim oste¢enjem sluznice Sto obuhvaca poremecaj

u proliferaciji stanica epitela, smanjen imunosni odgovor te pojacan prodor bakterija u sluznicu
[204].
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Siroki spektar molekula DAMP koje aktiviraju TLR4, izmedu ostalog, ukljuéuje molekule
HMGB1 (od engl. high-mobility group protein B1), HSP60 (od engl. heat shock protein 60) te
proteine iz obitelji S100 [205]. Prepoznavanjem endogenih liganada TLR4 potice aktivaciju i
diferencijaciju niza stanica u kostanoj srzi i samom oste¢enom tkivu, ukljucuju¢i mati¢ne stanice
mijeloidne i limfoidne loze, mezenhimske mati¢ne stanice, mati¢ne stanice endotelnih stanica kao
1 lokalne epitelne mati¢ne stanice ¢ime potice uspostavljanje homeostaze na mjestu osStecenja i
obnovu tkiva [203, 206]. Aktivacija TLR4 na epitelnim stanicama istovremeno rezultira lu¢enjem
kemokina koji privla¢e imunosne stanice poput makrofaga, koji potom luenjem prostaglandina
E2 (PGE2) i faktora rasta poticu prezivljenje 1 proliferaciju mati¢nih stanica na mjestu oStec¢enja
[207]. Nadalje, aktivacija TLR4 na endotelnim stanicama krvnih Zila omoguéava povecanu
vaskularnu propusnost te poja¢anu ekspresiju adhezijskih molekula ¢ime se olakSava migracija
imunosnih stanica iz cirkulacije na mjesto oSteCenja [208]. Makrofagi koji eksprimiraju TLR4,
nastali diferencijacijom mati¢nih stanica mijeloidne loze iz ko$tane srzi, imaju dominantnu ulogu
u kasnijim stadijima zacjeljivanja na nacin da poti¢u angiogenezu, diobu endotelnih stanica te

sintezu sastavnih komponenti izvanstani¢énog matriksa [209].

Aktivacija plazma stanica putem interakcije komenzalnih mikroorganizama i receptora TLR4
¢ini vaznu komponentu crijevne homeostaze. IgA ima vaznu ulogu u neutralizaciji komenzalnih i
invazivnih mikroorganizama ¢ime sprijecava njihov izravan kontakt s imunosnim stanicama.
Aktivacija TLR4 poti¢e ekspresiju polimernog imunoglobulinskog receptora na epitelnim
stanicama ¢ime omogucava prijenos IgA iz lamine proprije u lumen crijeva [210]. Osim toga,
pokazalo se da epitelni receptor TLR4, aktivacijom ¢imbenika odgovornih za sazrijevanje
limfocita B u plazma stanice, moze potaknuti prekapcanje imunoglobulinskih razreda u

limfocitima B neovisno o aktivaciji limfocita T te doprinijeti prezivljenju plazma stanica [211].
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1.5.3 Uloga receptora TLR4 u tumorigenezi

S obzirom na vaznost TLR4 u regulaciji homeostaze 1 procesa popravka tkiva, nije
iznenadujuée da nekontrolirana aktivacija ovog receptora moze, putem sli¢nih procesa, djelovati
na onkogeni potencijal stanica. Mnoga istrazivanja ukazuju na to da zlo¢udna preobrazba stanica
pojacava ekspresiju proteina TLR4 koji potom djeluje stimulirajuce na rast i napredovanje tumora.
Razli¢ite trajne stani¢ne linije tumora epitelnog porijekla, ukljucujuéi i stanice karcinoma kolona
poput HT29, SW480 i Caco2, pokazuju znatno visu ekspresiju i aktivnost TLR4 u odnosu na
normalne epitelne stanice istog organa [206]. Osim na stani¢nim linijama, promijenjena ekspresija
ovog receptora dokazana je 1 u klinickim uzorcima razli¢itih tipova karcinoma poput karcinoma
jajnika [212], zeluca [213], gusterace [214], a pokazala se osobito vaznom u patogenezi upalnih
bolesti crijeva i karcinoma kolona [215-217]. Visoka razina TLR4 na stanicama karcinoma kolona
covjeka ve¢inom korelira s loSom prognozom povezanom s metastaziranjem, rezistencijom na

terapiju te kra¢im prezivljenjem u oboljelih [218-222].

Znacajan doprinos u razumijevanju povezanosti TLR4 s razvojem karcinoma debelog crijeva
dolazi od istrazivanja provedenih na zivotinjskim modelima. Jedan od naj¢esce koristenih modela
je misji model ljudskog karcinoma kolona potaknutog kolitisom, u kojemu kombinacija tretmana
prokarcinogenom AOM (od engl. azoxymethan) dovodi do nakupljanja brojnih mutacija i
poticanja tumorigeneze u uvjetima kroni¢ne upale inducirane iritansom DSS (od engl. dextran
sodium sulfate). Na ovom modelu pokazano je da uklanjanje gena TLR4 ili primjena specificnog
inhibitora receptora TLR4 znacajno smanjuje intenzitet upale te rast i veli¢inu tumora [217, 223].
S druge strane, transgeni¢ni miSevi s konstitutivnom aktivacijom signalnog puta receptora TLR4
na epitelnim stanicama sluznice kolona pokazuju vecu osjetljivost na nastanak kroni¢ne upale 1

razvoj karcinoma kolona [216, 224].

Protumorigeni uc¢inak TLR4 u najvecoj je mjeri uvjetovan njegovom aktivacijom na
tumorskim stanicama pri cemu se poticanje upale smatra jednim od primarnih mehanizama putem
kojih TLR4 djeluje na nastanak i napredovanje tumora. Aktivacijom signalnog puta NF-xB TLR4
potice ekspresiju ¢itavog niza proupalnih citokina, kemokina i faktora rasta poput IL-6, IL-8, IL-
1B, TNF-a, COX-2, TGF-B te vaskularnog endotelnog faktora rasta (engl. vascular endothelial
growth factor, VEGF) [176, 225, 226]. Na ovaj nacin protein TLR4 utjeCe na brojne signalne

puteve koji dovode do aktivacije klju¢nih stani¢nih procesa poput proliferacije, prezivljenja,
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migracije, supresije imunosnog odgovora te privlacenja imunosnih stanica koje dodatno poti¢u
imunosupresiju i daljnju invaziju tumora [225, 227, 228]. Primjerice, aktivacija TLR4 na
makrofazima i epitelnim stanicama debelog crijeva neophodna je za poticanje jednog od glavnih
aktivatora upale, COX-2 [176]. U fizioloskim uvjetima, COX-2 putem pojac¢ane produkcije PGE2
regulira popravak ostecene epitelne sluznice, no u uvjetima kroni¢ne upale i neoplasti¢nih procesa
moze imati Siroki spektar protumorskog djelovanja ukljucujuéi i pojaanu aktivaciju signalnog

puta putem receptora za EGFR [176].

Jos jedan od mehanizama koji znac¢ajno doprinose protumorigenom u¢inku TLR4 je aktivacija
puta Wnt-B-katenin, jednog od glavnih proliferativnih puteva ¢ija je pojacana aktivacija prisutna
u vecini karcinoma kolona [224]. Santaollala i suradnici pokazali su da aktivacija TLR4 na misjim
epitelnim stanicama crijeva moze dovesti do fosforilacije i inhibicije GSK3p (od engl. glycogen
synthase Kinase 3f), rezultirajuci stabilizacijom B-katenina i poticanjem njegove funkcije u

proliferaciji mati¢nih stanica debelog crijeva [224].

Jedna od glavnih odlika tumorskih stanica jesu poremecaji procesa apoptoze. lako
antiapoptotski u¢inak TLR4 ima vaznu ulogu u procesu popravka oSte¢ene epitelne sluznice
kolona, u kontekstu pojacane upale moze pogodovati evoluciji i rastu tumorskih stanica [176].
Chung i suradnici su pokazali da LPS ucinkovito inhibira apoptozu u stanicama karcinoma kolona
potaknutu tretmanom oksaliplatinom i 5-FU [219]. Pored toga, u istom istraZivanju je otkriveno
da aktivacija signalnih puteva povezanih s aktivacijom TLR4 rezultira pojacanom ekspresijom
proteina MDR1 (od engl. multidrug resistance protein 1) i MRP (engl. multidrug resistance-

associated proteins) te doprinosi otpornosti stanica na terapiju [219].

Kao posljedica zlo¢udne preobrazbe epitelnih stanica te upale, zastitna funkcija epitelne
barijere postupno slabi. Gubitak ¢vrstih medustani¢nih spojeva jedan je od kriti¢nih dogadaja koji
uvjetuje povecanu propusnost sluznice za bakterije i njihove produkte, dodatno poti¢uc¢i upalu i
rast tumora [229, 230]. Aktivacija TLR4 signalnog puta ima negativan ucinak na propusnost
epitelne barijere $to je pokazano na Zivotinjskim modelima i trajnim stani¢nim linijama epitela
sluznice debelog crijeva [185, 231]. Naime, aktivacija signalnog puta TLR4/MyD88 dovodi do
pojacane ekspresije proteina MLCK (od engl. myosin light chain kinase) koji poticanjem
kontrakcija aktinskih i miozinskih filamenata utjece na otvaranje ¢vrstih spojeva medu stanicama

[185]. Procesu prolaska bakterija kroz epitelnu barijeru, osim samog oStecenja, uvelike doprinosi
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i invazivnost bakterijskih populacija. Tako je pokazano da ranije spomenuta invazivna vrsta F.
nucleatum moze putem aktivacije TLR4 na tumorskim stanicama utjecati na razliite aspekte
razvoja karcinoma kolona, poput pojacane produkcije proupalnih citokina te poticanja proliferacije

I invazije tumorskih stanica [232-234].

1.6 Polimorfizmi jedne baze

Polimorfizmi predstavljaju normalne varijacije u slijedu nukleotida u DNA koje se Cesto
javljaju u op¢oj populaciji. Polimorfizmi jedne baze (engl. single nucleotide polymorphisms, SNP)
najrasprostranjeniji su izvor genetske varijabilnosti u genomu covjeka, a oznacavaju promjenu
jedne baze u slijedu nukleotida u DNA, gdje varijantne baze imaju ucestalost ve¢u od 1 % u
populaciji. Od zavrSetka projekta humanog genoma do danas identificirano je viSe od 17 milijuna
razli¢itih SNP-ova koji predstavljaju osnovu razli¢itosti medu pojedincima [235]. Pri tome je
pokazano da su rasporedeni po cijelom genomu, a s veCom se ucestalosti javljaju u nekodirajuc¢im,
nego u kodiraju¢im regijama. U prosjeku se javljaju na svakih ~ 500 baza. Veé¢inom nemaju
funkcionalnu ulogu u genomu, no ukoliko se nalaze u kodiraju¢im regijama gena mogu dovesti do

promjena u ekspresiji gena te gradi i funkciji proteina [236].

Dostignuc¢a u razvoju metoda molekularne genetike omogucila su istraZivanje velikog broja
SNP-ova s ciljem utvrdivanja njihova utjecaja na funkciju proteina te povezanost s odredenim
fenotipovima, ukljucujuci 1 sklonost obolijevanju od razlicitih bolesti. Takav pristup osobito je
znacajan u istraZzivanju multigenskih bolesti koje su ¢esto kompleksne etiologije te obuhvacaju
promjene u vecem broju gena manjeg utjecaja koji, u medudjelovanju s okolisSnim ¢imbenicima,
mogu utjecati na sklonost obolijevanju, ali 1 na tijek te krajnji ishod bolesti. Zlo¢udni tumori jedan
su od primjera kompleksnih bolesti. Posljednjih nekoliko godina sve veci broj istrazivanja ukazuje
na to da polimorfizmi u genima za receptore TLR utjeu na intenzitet imunosnog odgovora pri
¢emu su neki od njih povezani s povecanom osjetljivos¢u na infekcije, autoimune bolesti kao 1
obolijevanjem od karcinoma [237]. Upravo boljim razumijevanjem uloge SNP-ova u patogenezi
bolesti 1 tumorigenezi te odgovora pojedinca na potencijalne lijekove, otvara se mogucénost za

koriStenje analiza SNP u personaliziranom pristupu lijecenju.
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1.6.1 Polimorfizmi jedne baze u genu TLR4

U Covjeka, gen TLR4 se nalazi na dugom kraku kromosoma 9 na poziciji 33.1 te kodira za
protein koji se sastoji od 835 aminokiselina[238]. Izvanstani¢na domena proteina TLR4 sadrzi 624
aminokiseline od kojih 22 ponavljajuca leucinska ostatka (engl. leucine rich repeats, LRR) ¢ine
regiju odgovornu za interakciju receptora i liganda. Transmembranska domena receptora gradena

je od 33 aminokiseline, a citoplazmatska od 178 aminokiselina [238].

Gen TLR4 covjeka sadrzi nekoliko nesinonimnih SNP lokusa uglavnom smjestenih u eksonu
3 [239]. Iako se vecina ovih polimorfizama javlja s vrlo niskom ucestalosti u op¢oj populaciji
(manje od 1 %), dva polimorfizma, A896G i C1196T, javljaju se s ucestalosti od 10 do 18 % medu
razli¢itim populacijama te su postala predmetom velikog broja istrazivanja [239, 240]. Ferwerda i
suradnici pokazali su da se zemljopisna rasprostranjenost haplotipova A896G/C1196T znacajno
razlikuje medu populacijama. Dok se u europskoj populaciji ovi polimorfizmi najéesée zajedno
nasljeduju, u afri¢koj i azijskoj populaciji to nije zabiljezeno [241]. Oba polimorfizma nalaze se
unutar kodirajucée regije za izvanstani¢énu domenu proteina TLR4, pri ¢emu supstitucija adenin-
gvanin na poziciji +896 nizvodno od start kodona (A896G) rezultira zamjenom konzervirane
asparaginske kiseline glicinom na poziciji 299 (Asp299Gly), dok supstitucija citozin-timin na
poziciji +1196 nizvodno od start kodona (C1196G) dovodi do zamjene treonina izoleucinom na
poziciji 399 (Thr3991le) (Slika 7.) [241].

Arbour i suradnici prvi su detaljnije opisali ove polimorfizme pri ¢emu su otkrili da nosioci
varijantnih alela 896G i 1196T pokazuju znacajno slabiji imunosni odgovor na inhalirani LPS u
odnosu na kontrolnu populaciju [240]. Isti autori su u uvjetima in vitro otkrili da je slabija
aktivacija TLR4 u najveéoj mjeri uvjetovana supstitucijom A896G, sugerirajuéi znacajniji

funkcionalni utjecaj A896G u odnosu na 1196T [240].

Medutim, mehanizam kojim A896G i C1196T utjecu na funkciju TLR4 i odgovor na LPS i
dalje nije u potpunosti razjasnjen. Dok nekoliko istrazivanja smatra da je slabiji odgovor na LPS
uvjetovan smanjenom ekspresijom varijantnog tipa proteina TLR4 na stanicama epitela i
makrofazima [240, 242], rezultati drugih istrazivanja ne pokazuju razlike u ekspresiji izmedu
varijantnog i divljeg tipa gena/proteina TLR4 [238, 243, 244].
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Slika 7. Smjestaj polimorfizama A896G (Asp299Gly) i C1196T (Thr399lle) u genu i proteinu
TLRA. Polimorfizmi A896G i CI1196T smjesteni su u eksonu 3, unutar kodirajuce regije za
izvanstanicnu domenu proteina TLR4. TM, transmembranska domena. Preuzeto i prilagodeno

prema Vaure i Liu, 2014. [245].

Analizom kristalne strukture proteina TLR4 u kompleksu s proteinom MD-2 i LPS-om, Ohto
1 suradnici su utvrdili znacajne promjene u strukturi varijantnog tipa proteina TLR4, za koje se
pokazalo da ne utjeCu na konformaciju kompleksa TLR4/MD-2 niti su izravno ukljucene u
prepoznavanje LPS-a [238]. Za razliku od C1196T SNP-a, strukturne promjene su znacajnije
izrazene prilikom supstitucije A896G. Tako je utvrdeno da supstitucija Asp299Gly potice
promjene u regiji LRR10-13, u blizini veznog mjesta za LPS, mijenjajudi svojstva izvanstani¢ne
domene TLR4 koja mogu utjecati na ucinkovitost 1 optimalno vezanje liganda, kao 1 stabilnost
receptora (Slika 8.) [238].

Nadalje, funkcionalne analize su pokazale da polimorfizam A896G moze narusiti dimerizaciju
receptora potaknutu vezanjem LPS-a, pri ¢emu interferira s aktivacijom nizvodnih signalnih
molekula MyD88 i TRIF. Posljedica toga je smanjena aktivacija NF-xB, a time i ekspresija i
lu¢enje proupalnih citokina [244, 246].
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Slika 8. Prikaz razlika u strukturi izvanstani¢ne domene TLR4 nastalih uslijed polimorfizma
Asp299Gly. Polimorfizam A896G dovodi do supstitucije asparaginske kiseline (D) glicinom (G)
na poziciji 299 u izvanstanicnoj domeni proteina TLR4. Asp299Gly uzrokuje promjene u regiji
LRR10-13, u blizini veznog mjesta za LPS. Preuzeto i prilagodeno prema Ohto i sur., 2012. [238].

Prethodna istrazivanja povezuju varijantne alele 896G i 1196T s povec¢anom osjetljivo$éu na
bakterijske i virusne infekcije [247], ali i pove¢anim rizikom za razvoj kompleksnih bolesti poput
upalnih bolesti crijeva i karcinoma [248, 249]. Pronadeno je da se varijantni alel G polimorfizma
A896G ucestalije javlja u oboljelih od karcinoma dojke [250], Zeluca [251-253] i kolona [254,
255]. Suprotno tomu, nekoliko istrazivanja nije pronaslo dokaz o povezanosti ovih polimorfizama
s rizikom za obolijevanje od karcinoma zeluca [256], dojke [257] i kolona [258, 259]. Stoga je, s
ciljem postizanja konsenzusa o utjecaju ovih polimorfizama na rizik za razvoj karcinoma,
objavljeno i nekoliko meta-analiza. U jednoj od njih potvrdeno je da su varijantni aleli (896G i
1196T) oba TLR4 polimorfizma povezani s pove¢anim rizikom za obolijevanje od karcinoma, pri
¢emu varijantni alel G polimorfizma A896G znacajno povecava rizik za obolijevanje od karcinoma
zeluca [249].
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1.7 MikroRNA

MikroRNA (miRNA) su male nekodirajuée molekule RNA koje djeluju kao
posttranskripcijski regulatori ekspresije gena [260]. Vezanje miRNA s ciljnom mRNA najéesce
rezultira utiSavanjem ciljnog gena razgradnjom, cijepanjem ili translacijskom represijom mRNA
molekule. Uz to, u nekim slucajevima miRNA mogu poboljsati stabilnost mRNA, ali i potaknuti
transkripciju i translaciju ciljnih gena [261]. Duzine su 20 do 23 nukleotida, no sparivanje
komplementarnih baza u ciljnoj mRNA primarno ovisi 0 svega 5 do 7 nukleotida na 5' kraju
miRNA, odnosno o regiji ,,seed*. Upravo stoga jedna miRNA moze imati nekoliko ciljnih mRNA,

a svaka mRNA moze biti regulirana putem vise razli¢itth miRNA [260].

Biogeneza miRNA zapocinje djelovanjem enzima RNA polimeraze II koja prepisuje primarni
miRNA transkript (pri-miRNA) s 5" vrhom i 3' poli — (A) krajem s kodiraju¢eg genskog mjesta u
DNA. Priblizno polovica do danas poznatih miRNA nastaje intragenskim prepisivanjem, najcesce
iz introna, dok se ostale prepisuju intergenski i regulirane su vlastitim promotorom. Primarna
mMiRNA se dalje obraduje u pre-miRNA preko mikroprocesorskog kompleksa kojeg ¢ine enzim
ribonukleaza tip 3 (RNaza Ill), Drosha i protein DGCR8 (od engl. DiGeorge syndrome critical
region gene 8, Pasha) koji veze dvolan¢anu RNA. Djelovanjem ovog kompleksa odcjepljuje se
kljucna struktura oblika ukosnice duzine 60-70 nukleotida koja tvori pre-miRNA. pre-miRNA se
potom transportira iz jezgre u citoplazmu pomocu eksportina 5 (EXPS5), gdje se dalje obraduje
djelovanjem RNaze III i riboendonukleaze Dicer. Ovaj proces ukljucuje uklanjanje zavrsne petlje
Sto rezultira stvaranjem zrelog miRNA dupleksa s priblizno 22 sparene baze. Nastala miRNA veze
se na protein iz porodice Argonaut 2 (AGO2) koji stabilizira kompleks miRNA i Dicera te, uz
druge ¢lanove porodice Argonaut, postaje dio ribonukleinskog kompleksa RISC (od engl. RNA
Induced Silecing Complex). Vodec¢i lanac iz dvolan¢ane molekule miRNA pri tome ostaje vezan
unutar kompleksa RISC, a specificnost RISC-a je interakcija s komplementarnim slijedom unutar
ciljne mRNA molekule, tzv. MRE (od engl. miRNA response elements). Ovisno o stupnju
komplementarnosti MRE, ciljna mRNA se usmjerava prema cijepanju ovisnom o endonukleaznoj
aktivnosti AGO?2 ili prema represiji translacije i razgradnji posredovanoj kompleksom RISC. Osim
prethodno opisanog kanonskog puta, postoji i alternativni put biogeneze male skupine miRNA koji

je neovisan o Droshi i Diceru [262].
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Do danas je metodom sekvenciranja otkriveno vise od 1000 razli¢itih miRNA. Pojedine
miRNA, poput obitelji let-7 i miR-21, visoko su eksprimirane u gotovo svim vrstama stanica, dok
druge pokazuju vremensku i tkivno-specifi¢nu ekspresiju [263-265]. miRNA imaju vaznu ulogu
u regulaciji Sirokog spektra stani¢nih procesa ukljuuju¢i homeostazu, proliferaciju,
diferencijaciju i apoptozu stanica, a brojna istrazivanja ukazuju i na njhovu funkciju u finom

podesavanju imunosnog odgovora [266].

1.7.1 Uloga miRNA u tumorigenezi

Promjene u ekspresiji miRNA povezane su s razli¢itim bolestima u ljudi, ukljucujuéi i
zlo¢udne tumore. Kod razli¢itih tipova tumora obrazac ekspresije miRNA razlikuje se u odnosu
na zdravo tkivo ¢ijom je zlo¢udnom preobrazbom tumor nastao. Uz to, primjeéen je i specifican
obrazac ekspresije miRNA ovisno o tipu tumora zbog ¢ega se intenzivno istrazuju kao potencijalni

biljezi u dijagnostici tumorskih bolesti kao i procjeni u¢inka protutumorske terapije [267].

Dosadasnja istrazivanja pokazuju da miRNA mogu biti uklju¢ene u tumorigenezu kao
onkogeni, djeluju¢i na negativne regulatore onkogenih puteva, ili kao tumor-supresori, mijenjajuci
ekspresiju onkoproteina [268]. Jedan od primjera onkogene miRNA je miR-21 koja je pojac¢ano
eksprimirana u razli¢itim tipovima zlo¢udnih tumora, ukljucujuci i karcinome kolona [269].
Djelovanjem na ciljne tumor supresore, poput PTEN (od engl. phosphatase and tensin homolog) i
PDCD4 (od engl. programmed Cell Death 4), miR-21 potice aktivaciju signalnog puta PI3K/Akt
te blokira aktivnost kaspaza i apoptozu, promoviraju¢i migraciju, invaziju i metastaziranje stanica
karcinoma kolona [264]. S druge strane, povisena razina miRNA let-7a moze imati tumor-
supresorski ucinak te negativno regulirati kljuéne procese povezane s proliferacijom 1

metastaziranjem tumora [265].

Zadnjih godina sve vise istrazivanja ukazuje na to da promijenjena ekspresija nekih miRNA
moze utjecati na tumorigenezu putem regulacije upalnog odgovora u tumoru. Medu njima su
najznacajnije miR-146a i miR-155. MiRNA miR-155 putem negativne regulacije SHIP1 (od engl.
Src Homology-2 domain-containing inositol-5 -phosphatase 1) poja¢ava aktivaciju signalnog puta
NF-kB, dok miR-146 inhibira ekspresiju transkripcijskih faktora IRAK1/2 i TRAF, djelujujuci kao

negativni regulator signalnog puta NF-kB te na taj nacin reguliraju intenzitet i trajanje upalnog
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odgovora [270, 271]. Osim toga, pokazano je da miRNA sudjeluju u regulaciji funkcije epitelnih

stanica, ekspresiji raznih citokina i kemokina te poticanju ili sprijecavanju upale [272].

Istrazivanja pokazuju da visoka ekspresija miR-146a korelira sa znacajno duljim ukupnim
prezivljenjem u oboljelih od karcinoma kolona, sugerirajuéi inhibitorni u¢inak ove miRNA na
napredovanje i metastaziranje tumora [273]. Osim kao negativni regulator signalnog puta NF-«xB,
pokazano je da miR-146a moze djelovati i na regulaciju sinteze proteina PGE2 u tumorskim
stanicama te produkciju IL-17A u mijeloidnim stanicama, $to se pokazalo klju¢nim u smanjenju
protumorigene upale u karcinomu kolona [274]. S druge strane, miR-155 ima pozitivan u¢inak na
poticanje aktivacije signalnog puta NF-xB i kroni¢ne upale, ¢ime mozZe doprinijeti rastu i
napredovanju tumora. Uz to, pokazano je da ova miRNA moZe pospjesiti infiltraciju
imunosupresivnih stanica mijeloidnog porijekla (engl. myeloid-derived suppressor cells, MDSCs)
u tumorski mikrookoli§ ciljnom represijom mMRNA gena SOCS1 (engl. suppressor of cytokine
signaling 1) i smanjenom funkcijom regulatornih limfocita T, promovirajuéi invaziju i

metastaziranje tumora [275].

1.7.2 miR-375-3p

miR-375 ¢ovjeka prvi put je otkrivena i klonirana u endokrinim stanicama gusterace zbog cega
se neko vrijeme smatrala kao miRNA specifi¢na za beta-stanice [276]. Medutim, ubrzo nakon toga
pokazana je njena funkcija u razli¢itim tkivima 1 regulatornim putevima kao Sto su razvoj 1 funkcija
gusteraCe, razvoj neurona, diferencijacija i funkcija adipocita te poticanje osteogeneze [277].
Istrazivanjem u¢inka miR-375 na ciljne gene imunosnog sustava pokazano je da ima bitnu ulogu
u upalnom odgovoru te je vezana uz regulaciju ekspresije citokina uklju¢enih u imunosni odgovor
Thl i Th2 tipa stanica [278]. Osim toga, pokazano je da moze potaknuti luéenje citokina u
makrofazima te da ima ulogu u njihovoj polarizaciji, migraciji i apoptozi [279]. S obzirom na gore
navedene podatke, ne iznenaduje rastu¢i broj istrazivanja koja ukazuju na ulogu miR-375 u
patologiji raznih upalnih bolesti poput dijabetesa tipa 1, kroni¢nih upalnih bolesti crijeva i

karcinoma [277].

miR-375 uglavnom djeluje kao tumor-supresor, reguliraju¢i ekspresiju vaznih onkogena u
razli¢itim tipovima zlo¢udnih tumora ukljucujuéi karcinom prostate, Zeluca, hepatocelularni

karcinom i karcinom kolona [280]. Istrazivanja pokazuju da snizena ekspresija miR-375 pospjesuje
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prezivljenje stanica hepatocelularnog karcinoma, dok poviSena ekspresija ove miRNA negativno
djeluje na proliferaciju, klonalnost te invazivni kapacitet stanica karcinoma jetre izravnom
regulacijom transkripcije i translacije onkogena AEG-1 (od engl. astrocyte elevated gene-1) [281].
Takoder, povisena ekspresija miR-375 moze suprimirati nastanak, napredovanje i metastaziranje
karcinoma Zeluca blokiranjem signalnih puteva poput JAK2-STAT3, Hippo i YWHAZ/B-katenin
[282].

Karcinomi kolona najéesée pokazuju snizenu ekspresiju miR-375 [283]. Stovise, nekoliko
istrazivaca smatra miR-375 pogodnim minimalno invazivnim biljegom u prognozi ove bolesti
[284]. Potencijalni mehanizmi djelovanja miR-375 u tumorigenezi sporadi¢nog karcinoma kolona
jos$ uvijek nisu dovoljno istrazeni, no pokazano je da moze suprimirati proliferaciju, napredovanje
i prezivljenje stanica karcinoma kolona negativnom regulacijom gena KLF4 i Bcl-2 [285, 286].
Sli¢na istrazivanja pokazuju da regulacijom ekspresije SP1 (od engl. specificity protein 1), miR-
375 dovodi do prekida u stani¢nom ciklusu i na taj nacin inhibira invaziju i migraciju stanica
karcinoma kolona [287]. Osim u karcinogenezi kolona, novije istrazivanje koje su proveli Wu i
suradnici pokazuje da je miR-375 je jedan od klju¢nih posrednika u patogenezi upalnih bolesti
crijeva. Prema njihovim rezultatima, miR-375 izravnom regulacijom ekspresije gena TLR4 utjece
na aktivaciju NF-«B i upalnih ¢imbenika poput IL-6, IL-1p, IL-8 i TNFa, promovirajuci upalu i
napredovanje bolesti (Slika 9.) [288].

miR-375-3p

AGUGCGCUCGGCUUGCUUGUU W UGC

’ ‘ ’ H ‘ TLR4 mRNA
5' me—— AGAUUUUUUAACAGUGAACAAU mmmmmmmmsssss= 3' 3'UTR

Slika 9. Shematski prikaz interakcije miR-375-3p s ciljnom mRNA gena TLR4. Slijed nukleotida
u ,seed"” regiji miR-375-3p i komplementarnoj regiji mRNA gena TLR4 oznacene su crvenim

slovima.
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2. CILJ ISTRAZIVANJA

Prvi cilj ovog istrazivanja bio je ispitati u¢estalost mikrosatelitnih nestabilnosti MSI1 EMAST
u sporadi¢nim karcinomima debelog crijeva te na temelju dobivenih rezultata definirati

podskupine tumora s obzirom na ucestalost mikrosatelitnih nestabilnosti MSI i/ili EMAST.

Drugi cilj istrazivanja bio je ispitati ulogu jednog od glavnih regulatora upalnog odgovora u
sluznici debelog crijeva, receptora TLR4, u podskupinama sporadi¢nog karcinoma debelog crijeva

dobivenih analizom mikrosatelitnih nestabilnosti MSI i EMAST.

Uz to, u ovom smo istrazivanju zeljeli ispitati regulaciju receptora TLR4 u podskupinama
sporadi¢nih karcinoma debelog crijeva te smo u tu svrhu ispitali ucestalost polimorfizma A896G

u genu TLR4 te razinu negativnog regulatora ekspresije TLR4, miR-375-3p.

Pretpostavka ovog istrazivanja je da pojacana ekspresija 1 aktivacija receptora TLR4 razlicito
utjeCe na tumorigenezu podskupina sporadi¢nih karcinoma debelog crijeva stratificiranih s

obzirom na prisutnost mikrosatelitnih nestabilnosti MSI i/ili EMAST.
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3. MATERIJALI | METODE

3.1 Ispitanici

Istrazivanjem je obuhvaceno 250 ispitanika oboljelih od sporadi¢nog karcinoma debelog
crijeva te 250 nesrodnih zdravih osoba, usporedivih po dobi i spolu. Skupina oboljelih obuhvaca
152 (60,8 %) muskarca 1 98 (39,2 %) Zena u rasponu od 27 do 93 godine starosti (srednja Zivotna
dob 65 godina), dok skupina kontrola obuhvaéa 136 (54,4 %) muskaraca i 114 (45,6 %) zena u

rasponu od 22 do 101 godine starosti (srednja zivotna dob 64 godine).
3.2 Uzorci

U istrazivanju smo koristili uzorke krvi, tumorskog tkiva i tkiva pridruzene normalne sluznice
debelog crijeva oboljelih od sporadi¢nog karcinoma debelog crijeva. Od svakog oboljelog
uzorkovan je dio tkiva pridruzene normalne sluznice debelog crijeva na udaljenosti 15 cm od ruba
tumora i tkivo iz centralnog dijela tumora (T1). Ukoliko je bilo moguce, uzorkovano je tkivo iz
invazivnog ruba tumora (T2) te pridruzena normalna sluznica na udaljenostima od 10 i 5 cm od
ruba tumora. Uzorci su prikupljeni tijekom rutinskih operativnih zahvata na Klinici za kirurgiju
KB Merkur, Zagreb, te pohranjeni u Hrvatskoj banci DNA i tumora za bazi¢na istrazivanja pri
Zavodu za molekularnu medicinu Instituta Ruder Boskovi¢ [289]. Od svakog je uzorka, dio tkiva
zamrznut u teku¢em dusiku te pohranjen na -80 °C, a dio tkiva fiksiran 4 %-tnim formalinom i
uklopljen u parafin. Prije ukljuenja u istraZivanje svaki je uzorak analiziran rutinskim
hematoksilin-eozin (H&E) bojenjem te je dijagnoza potvrdena od strane patologa. Takoder su
prikupljeni podaci o veli¢ini i smjeStaju tumora, stupnju diferencijacije, histoloskom tipu tumora,

pupanju tumora te gusto¢i unutartumorskog limfocitnog infiltrata.

Iz uzoraka krvi oboljelih od sporadi¢nog karcinoma kolona DNA je prethodno izolirana i
pohranjena u Hrvatskoj banci DNA 1 tumora za bazi¢na istrazivanja pri Zavodu za molekularnu
medicinu Instituta Ruder Boskovi¢ [289]. Uz uzorke oboljelih, kao kontrole koristili smo uzorke
DNA izolirane iz krvi nesrodnih zdravih osoba, takoder pohranjene u Hrvatskoj banci DNA 1
tumora za bazi€na istraZivanja pri Zavodu za molekularnu medicinu Instituta Ruder Boskovi¢

[289].
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Prikupljanje, pohrana te analiza uzoraka odobreni su dozvolom Etickog povjerenstva KB
Merkur, Zagreb, u svrhu realizacije HRZZ projekta ,,Mikrosatelitna nestabilnost (MSI i EMAST)
u molekularnom profiliranju sporadi¢nih karcinoma debelog crijeva® (voditelj projekta: dr. sc.

Sanja Kapitanovic).

3.3 lzolacija DNA

3.3.1 Izolacija DNA iz tkiva metodom fenol/kloroform

Za izolaciju genomske DNA iz uzoraka tkiva prethodno pohranjenih na -80 °C Koristili smo
klasi¢nu metodu fenol/kloroform. Komadi¢ smrznutog tkiva usitnili smo na ledu te prenijeli u
Eppendorf epruvetu od 2 mL koja je sadrzavala 750 puL pufera za digestiju (100 mM NaCl, 10 mM
TRIS-HCI, pH 8,0; 25 MM EDTA, pH 8,0; 0,5% SDS; pH 8,2) i 20 uL proteinaze K (koncentracije
20 pg/pL; Macherey-Nagel). Inkubaciju uzoraka smo proveli preko no¢i na termobloku pri
temperaturi od 56 °C uz mijesanje. Nakon inkubacije uzorke smo ohladili na sobnu temperaturu.
Uzorcima smo potom dodali 750 pL fenola (Sigma, SAD), dobro promijeSali na rotirajucoj
mijesalici te centrifugirali 1 minutu na 16000 x g kako bismo odvojili faze. Gornju fazu smo
precizno pipetiranjem prenijeli u Cistu epruvetu 1 dodali 750 pL smjese fenol:kloroform:izoamilni
alkohol u omjeru 25:24:1. Potom smo smjesu dobro promijesali na rotirajuc¢oj mijeSalici te odvojili
faze centrifugiranjem 1 minutu na 16000 x g pri sobnoj temperaturi. Gornju fazu prenijeli smo u
Cistu epruvetu te dodali 750 uL smjese kloroform:izoamilni alkohol u omjeru 24:1. Nakon §to smo
smjesu dobro promijesali, odvojili smo faze centrifugiranjem 1 minutu na 16000 x g pri sobnoj
temperaturi. Zatim smo gornju fazu prenijeli u Cistu epruvetu i dodali 100 L. 5SM NaCl (Kemika,
Hrvatska) 1 750 pL izopropanola (Kemika, Hrvatska). Smjesu smo dobro promijeSali te
centrifugirali 5 minuta na 16000 x g pri sobnoj temperaturi. Dobiveni supernatant smo uklonili, a
DNA talog isprali s 1 mL 70 %-tnog etanola (Kemika, Hrvatska) te centrifugirali 5 min na 16000
X g pri sobnoj temperaturi. Nakon centrifugiranja, supernatant smo uklonili, a talog, nakon §to je
ispario preostali etanol, otopili u puferu TE (10 mM TRIS; 1 mM EDTA, pH 8,0) na termobloku

pri 37 °C. Uzorke smo pohranili na +4 °C do kona¢nog korisStenja.
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3.3.2 Izolacija DNA metodom mikrodisekcije iz rezova tkiva uklopljenih u parafin

Kako bismo analizirali pojedine segmente tumora te pridruzenu normalnu sluznicu
neposredno uz tumor, genomsku DNA smo izolirali metodom mikrodisekcije iz rezova tkiva
uklopljenih u parafin. Za izolaciju DNA izdvojili smo nekoliko segmenata tumora: uzorke
pridruzene normalne sluznice kolona na maksimalnoj udaljenosti od 1 cm od ruba tumora (Nc, Nb,
Na), uzorke pridruzene normalne sluznice neposredno uz rub tumora (R1n, R2n) i tumorsko tkivo
ruba tumora (R1t, R27), uzorak iz sredista tumora (T1) te uzorak invazivnog ruba tumora (T2).
Osim toga, iz rezova tkiva adenokarcinoma s mucinoznom komponentom izdvojili smo uzorak

mucinozne (Twm) i uzorak adenokarcinomske komponente tumora (Ta).

Prije postupka mikrodisekcije, pojedine segmente tumora smo oznacili na preparatima
obojenim H&E bojenjem koriste¢i se povecalom. Rezovi parafinskih kocki debljine 10 pum
deparafinizirani su u ksilenu (Kemika) te rehidrirani u seriji etanola padajucih koncentracija (90%,
70%, 50%) (Kemika). Koriste¢i se povecalom, sterilnom iglom pokupili smo tkivo iz pojedinih
regija tumora te prenijeli u epruvetu od 1,5 mL koja je sadrzavala 1 mL 50%-tnog etanola. Uzorke
smo potom centrifugirali 5 minuta na 11000 x g kako bismo uklonili etanol te smo izolaciju DNA
nastavili koriste¢i komplet za izolaciju ,,NucleoSpin® DNA FFPE XS (Macherey-Nagel). Nakon
uklanjanja etanola, na tkivo smo dodali 100 uL pufera FL za lizu stanica te 10 pL proteinaze K.
Uzorke smo potom dobro promijeSali na tresilici te inkubirali preko no¢i uz mijeSanje na
termobloku pri 56 °C. Daljnji postupak izolacije nastavili smo prema uputama proizvodaca.

Uzorke smo pohranili na +4 °C do kona¢nog koriStenja.

3.3.3 Odredivanje koncentracije i ¢istoce DNA

Koncentraciju izolirane DNA u ispitivanim uzorcima izmjerili smo pomoc¢u nanofotometra
(Implen). Kako bi izracunali koncentraciju DNA, mjerili smo opticku gustocu uzoraka pri valnoj
duljini od 260 nm u volumenu uzorka od 1 pl. Cistoéu DNA provjerili smo mjerenjem apsorbancije
pri valnim duljinama od 260 nm i 280 nm te izracunavanjem omjera A260/A280 ¢iji raspon treba

biti izmedu 1,651 1,85.
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3.4 Analiza mikrosatelitnih nestabilnosti MSI i EMAST

Istrazivanje je uklju¢ivalo analizu dva tipa mikrosatelitne nestabilnosti, MSI i EMAST, koju
smo proveli na DNA izoliranoj iz 250 parova tumorskog tkiva i pridruzene normalne sluznice
debelog crijeva udaljene 15 cm od ruba tumora. Ukoliko je bilo moguée u analizu je ukljucena i
DNA izolirana iz tkiva pridruzene normalne sluznice debelog crijeva udaljene 10 i 5 cm od ruba
tumora. U analizi mikrosatelitnih nestabilnosti MSI i EMAST koristili smo DNA izoliranu iz tkiva
srediSnjeg dijela tumora (T1) i invazivnog ruba tumora (T2) (ukoliko je uzorak T2 bio dostupan).
Analizom mikrosatelitnih nestabilnosti MSI i EMAST obuhvaceni su takoder i uzorci DNA

pojedinih segmenata tumora izolirani iz mikrodisekcija parafinskih rezova.

Analizu mikrosatelitne nestabilnosti MSI proveli smo prema smjernicama americkog
Nacionalnog instituta za rak, koriStenjem Bethesda panela polimorfnih biljega koji ukljucuje tri
dinukleotidna (D2S123, D5S346, D17S250) i dva mononukleotidna biljega (BAT25 i BAT26)
[17]. Mikrosatelitna nestabilnost tip EMAST analizirana je pomocu pet tetranukleotidnih
polimorfnih biljega (MYCL1, D20S82, D20S85, D8S321, D9S242) do sada najcesée koristenih u

analizi ovog tipa nestabilnosti [134].

Analiza mikrosatelitnih nestabilnosti MSI 1 EMAST sastojala se od sljedecih koraka:

1. UmnaZanje specificnih mikrosatelitnih biljega lananom reakcijom polimeraze (eng.

polymerase chain reaction, PCR)
2. Provjeru uspjesnosti reakcije PCR u agaroznom gelu odgovarajuée gustocée

3. Analizu produkata reakcije PCR analizom VNTR (od engl. Variable Number Tandem

Repeats), tj. elektroforezom u gelu poliakrilamida odgovarajuée gustoce uz bojenje srebrom

4. Analizu produkata reakcije PCR metodom analize fragmenata na uredaju za

sekvencioniranje
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3.4.1 Umnazanje specificnih mikrosatelitnih biljega reakcijom PCR

Za umnazanje svih deset navedenih mikrosatelitnih biljega koristeni su parovi specifi¢nih
pocetnih oligonukleotida (Tablica 1). Reakcija PCR odvijala se u ukupnom volumenu od 25 pL, a
sastojala se od 5 uL komercijalno dostupnog pufera 5X GoTaq® (Promega), 2,5 uL MgCl
(Promega), 50 mM smjese nukleotida (dATP, dTTP, dGTP, dCTP) (Roche Diagnostics), po¢etnih
oligonukleotida u koncentraciji 200 nM svaki (Roche Diagnostics), 200 ng DNA, 0,125 uL. DNA
polimeraze GoTaq® (Promega) te QH20. Reakcija je ukljucivala 35 ponavljajucih ciklusa koji su
se sastojali od faze denaturacije u trajanju od 30 sekundi pri 95°C, faze sparivanja pocetnica i
kalupa u trajanju od 30 sekundi pri 55°C, faze produljivanja lanaca u trajanju od 30 sekundi pri
72°C i zavr$nog produljivanja lanaca u trajanju od 15 minuta pri 72°C. Za biljege BAT25 i BAT26
reakcija PCR je ukljucivala 25 ponavljajuéih ciklusa koji su se sastojali od prethodno navedenih

faza.
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Tablica 1. Slijed pocetnih oligonukleotida koriStenih za analizu MSI i EMAST.

Veli¢ini produkta

Biljeg Pocetni oligonukleotidi §
reakcije PCR (pb)
MSI
5-AAA CAG GAT GCC TGC CTT TA-3'
D2S123 197 - 227
5-GGA CTT TCC ACC TAT GGG AC-3'
5-ACTCACTCTAGTGATAAATCGGG-3'
D5S346 96 — 122
5-AGCAGATAAGACAGTATTACTAGTT-3'
5-GGAAGAATCAAATAGACAAT -3'
D17S250 150 — 169
5-GCTGGCCATATATATATTTAAACC-3
5-TCGCCTCCAAGAATGTAAGT-3'
BAT25 123
5-TCTGCATTTTAACTATGGCTC-3'
5-CTGCGGTAATCAAGTTTTTAG-3'
BAT26 181
5-AACCATTCAACATTTTTAACCC-3'
EMAST
5-TGG CGA GAC TCC ATC AAA G-3'
MYCL1 181
5-CCTTTT AAG CTG CAACAATTTC-3
5-GCC TTG ATC ACA CCACTACA-3
D20S82 249
5-GTG GTC ACT AAAGTT TCT GCT-3'
5-GAG TAT CCA GAG AGC TAT TA-3
D20S85 146
5-ATT ACA GTG TGA GAC CCT G-3
5'-GAT GAA AGA ATG ATA GAT TAC AG-3'
D8S321 237
5-ATC TTC TCATGC CAT ATC TGC-3
5-GTG AGA GTT CCT TCT GGC-3'
D9S242 173

5-ACT CCAGTA CAAGACTCT G-3
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3.4.2 Provjera uspjesSnosti reakcije PCR u gelu agaroze

Uzorci dobiveni umnazanjem reakcijom PCR provjereni su metodom horizontalne
elektroforeze u 2,5%-tnom gelu agaroze (Sigma). Veli¢ina umnoZenih odsjecaka odredena je
prema standardu DNA IX (¢x174/Haelll) (Roche Diagnostics). Produkti reakcije PCR
vizualizirani su u gelu agaroze pomocu transiluminatora UVItec Alliance 4.7 (UVItec Limited). U
svim uzorcima veli¢ina umnozenog produkta reakcije PCR za pojedini mikrosatelitni biljeg

odgovarala je veli¢ini produkta navedenoj u literaturi (Tablica 1).

3.4.3 Analiza produkata reakcije PCR u gelu poliakrilamida uz bojenje srebrom

Produkte reakcije PCR za dinukleotidne i tetranukleotidne biljege analizirali smo u
nedenaturirajuéem gelu poliakrilamida odgovaraju¢e gustoc¢e (10 ili 12 % ovisno o veli¢ini
produkta reakcije PCR) koji se sastojao od mjeSavine akrilamid (Sigma): bisakrilamid (Sigma) u
omjeru 29 : 1, pufera TBE (45 mM Tris-borat, 1 mM EDTA, pH 8.0), TEMED-a (Sigma) i amonij
persulfata (Sigma). Volumen od 8 pL produkta reakcije PCR pomijesali smo s 2 uL. obojenog
pufera za uzorke i nanosili na gel veli¢ine 35 x 30 cm. Produkte smo u gelu razdvajali preko noci
pri stalnom naponu od 300 V. Veli¢ina umnozenih odsjeaka odredena je prema DNA standardu
pBR322 DNA/Mspl (New England BiolLabs). Rezultat razdvajanja produkata reakcije PCR
prikazali smo bojenjem gela srebrom koje se sastojalo od sljede¢ih koraka: fiksacija u 10%-tnom
etanolu tijekom 20 minuta, oksidacija u 1 %-tnoj HNOs u trajanju od 10 minuta, redukcija kationa
srebra u 0,2 %-tnoj otopini AgNO3z u trajanju od 30 minuta, postupno razvijanje u mjesavini 3 %-
tne otopine Na>COs i 37 %-tnog formaldehida te zaustavljanje reakcije u 5 %-tnoj otopini octene

kiseline.

3.4.4 Analiza produkata reakcije PCR metodom analize fragmenata na uredaju za
sekvencioniranje

Po 1 pl produkata reakcije PCR mononukleotidnih biljega BAT25 1 BAT26 pomijeSan je s 12
pl Hi-Di formamida (Applied Biosystems) i 0,35 pl molekularnog markera LI1Z-500 (Applied
Biosystems) te denaturiran 2 minute pri 95°C. Uzorci su zatim analizirani na jednokapilarnom
uredaju za sekvencioniranje ABl PRISM 310 Genetic Analyzer (Applied Biosystems), a dobiveni
rezultati su analizirani programom GeneMapper v. 3.0 (Applied Biosystems).
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3.5 Izolacija RNA

Iz uzoraka tkiva tumora i pridruzene normalne sluznice debelog crijeva (udaljene 15 cm od
ruba tumora), prethodno pohranjenih na -80°C, izolirali smo RNA koriste¢i komplet ,,Nucleospin
RNA Plus“ (Macherey-Nagel). Komadi¢ smrznutog tkiva smo usitnili na ledu i prenijeli u epruvetu
od 2 mL koja je sadrzavala 350 uL. LBP pufera (Macherey-Nagel) za lizu tkiva. Postupak smo

nastavili prema uputama proizvodaca.

3.5.1 Odredivanje koncentracije i provjera kvalitete izolirane RNA

Koncentraciju RNA u uzorcima izmjerili smo pomocu nanofotometra (Implen). Za
izraCunavanje koncentracije RNA izmjerili smo opticku gustocu u 1 uL ispitivanog uzorka pri
valnoj duljini od 260 nm. Cistoéa RNA provjerena je izra¢unavanjem omjera izmedu apsorbancija
pri valnim duljinama od 260 nm i 280 nm pri ¢emu je omjer trebao biti >1,8. Kvaliteta izolirane
RNA provjerena je horizontalnom elektroforezom u 1%-tnom gelu agaroze te vizualizirana

pomocu transiluminatora UVItec Alliance 4.7 (UVItec Limited) (Slika 10).

afoeded 1 1 1] L eleded

Slika 10. Provjera kvalitete izolirane RNA.
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3.6 Analiza razine ekspresije mMRNA gena TLR4

Metodom kvantitativnog RT-PCR odredili smo razinu ekspresije specificne mRNA TLR4 u
uzorcima tkiva 90 odabranih parova tumora i pridruzenih normalnih sluznica debelog crijeva
(udaljena 15 cm od ruba tumora). Reakcija je ukljucivala dva koraka. Prvo smo izoliranu RNA
prepisali u cDNA metodom reverzne transkripcije pomoc¢u nasumi¢nih pocetnih oligonukleotida,
a potom smo relativnu kvantifikaciju dobivene cDNA proveli metodom kvantitativnog PCR-a u
stvarnom vremenu pomocu komercijalno dostupnih ekspresijskih kompleta ,,Tagman® Assay

(Applied Biosystems).

3.6.1 Reverzna transkripcija

RNA izoliranu iz tkiva parova tumora i pridruzene normalne sluznice prepisali smo u cDNA
metodom reverzne transkripcije. U reakciji reverzne transkripcije 5 pg ukupne RNA prepisano je
u cDNA uz pomo¢ kompleta ,,High capacity Reverse Transcription Kit* (Applied Biosystems).
Uz RNA, reakcijska smjesa se sastojala od 5 uL 10X pufera za reverznu transkripciju, 2 plL 25X
smjese nukleotida ANTP (100 mM), 5 pL 10X nasumiénih pocetnih oligonukleotida (100nM), 2,5
uL enzima MultiScribe RT (50 U/uL), 2,5 uL inhibitora RNaze te QH20 do ukupnog volumena
od 50 pL. Reakcija se odvijala u uredaju 2720 Thermal Cycler (Applied Biosystems) tijekom 10
minuta na 25 °C te 120 minuta na 37 °C.

3.6.2 Kvantitativni PCR u stvarnom vremenu

Dobivenu cDNA Kkoristili smo za analizu razine ekspresije MRNA gena TLR4 upotrebom
metode kvantitativnog PCR-a u stvarnom vremenu uz pomoc¢ specifi¢nog ekspresijskog kompleta
Tagman® Assay Hs00152939 _m1 (Applied Biosystems). Kao kontrolni gen u analizi ekspresije
MRNA TLR4 koristena je endogena kontrola f-aktin (ACTB) i specifi¢ni ekspresijski Tagman®
Assay Hs99999903 m1 (Applied Biosystems).

Reakcijsku smjesu smo pripremili u optickim epruvetama od 0,2 mL a sastojala se od 3 pL
cDNA, 1 pL Tagman® Assay (Applied Biosystems), 10 uL smjese ,,TagMan® Gene Expression
Master Mix*“ (Applied Biosystems) te QH20 do ukupnog volumena od 20 L.
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Reakcija se odvijala u uredaju ,,7300 Real-Time PCR System* (Applied Biosystems) pod
sljede¢im uvjetima: 50 °C kroz 2 minute, 95 °C kroz 10 minuta te 40 ciklusa od 95 °C 15 sekundi
te 60 °C 1 minutu. Rezultati su ocitani kao Ct vrijednosti (engl. Treshold cycle) pomocu programa
,»,1300 System SDS Software (Applied Biosystems).

Kako bismo izbjegli greske zbog razlika u kvaliteti uzoraka, uz odredivanje Ct vrijednosti
specificne za TLR4, istovremeno smo odredili 1 Ct vrijednosti specifi¢ne za kontrolni gen ACTB.
Ekspresija mMRNA gena TLR4 normalizirana je prema ekspresiji endogene kontrole ACTB.
Rezultati analize ekspresije ispitivanih gena prikazani su kao rezultat formule komparativne Ct
metode [290]:

ACt = Ctciljni gen— Ctacts

Ct = ciklus u kojem fluorescentni signal ispitivanog gena prijede prag detekcije

3.7 Analiza ekspresije proteina metodom imunohistokemije

Ekspresiju proteina ispitali smo metodom neizravne imunohistokemije na uzorcima tkiva 90
sporadi¢nih tumora debelog crijeva odabranih s obzirom na podgrupe tumora dobivene analizom
mikrosatelitnih nestabilnosti MSI i EMAST. Za analizu ekspresije proteina koristili smo primarno
misje monoklonsko protutijelo specificno za proteine TLR4 (klon 25, 1:100, sc-293072, Santa
Cruz Biotechnology) i CD138 (klon MI15, 1:50, M7228, Agilent Dako) te kuni¢ja monoklonska
protutijela specificna za CD206 (E2L9N, 1:400, #91992, Cell Signaling Biotechnology) i CD86
(E2G8P, 1:100, #91882, Cell Signaling Biotechnology).
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Tumorska tkiva uklopljena u parafinske blokove rezana su pomocu aparata mikrotom (Leica
Biosystems) na rezove debljine 2 um. Parafinski rezovi premjesteni su na silanizirana predmetna
stakalca VitroGnost Plus Ultra (Biognost) te suseni preko no¢i na 37 °C. Rezovi su inkubirani 30
minuta pri 60 °C nakon ¢ega su deparafinirani u ksilenu (Kemika) te rehidrirani u seriji etanola
padajuc¢ih koncentracija (100%, 90%, 70%, 50%) (Kemika). Takvi preparati potom su isprani u
destiliranoj vodi i fosfatnom puferu (PBS: 137 mM NaCl, 2,7 mM KCI, 8,1 mM Na;HPO4 x 2
H20, 1,76 mM KH2PO4, pH 7,4).

U imunohistokemijskoj analizi proteina TLR4, CD206 i CD86 daljnji protokol je uklju¢ivao
fiksaciju i blokiranje aktivnosti endogenih peroksidaza u otopini koja se sastojala od jednakih
udjela metanola i PBS-a te 3% vodikova peroksida (Kemika) tijekom 30 minuta pri sobnoj
temperaturi. Preparati su nakon toga isprani u PBS-u te je provedeno demaskiranje antigena u
citratnom puferu pH 6,0 (Agilent Dako) zagrijavanjem preparata mikrovalnoj pe¢nici 5 minuta pri
500 W te 10 minuta pri 70 W. Stakalca su potom ohladena na sobnu temperaturu tijekom 30 minuta
te isprana u PBS-u. Nespecifi¢no vezanje blokirano je pomoc¢u reagensa ,,Protein Block Serum-
Free* (X0909, Agilent Dako) u vlaznoj komori tijekom 10 minuta pri sobnoj temperaturi. Potom
je na preparate dodano primarno protutijelo anti-TLR4 (klon 25, 1:100, sc-293072, Santa Cruz
Biotechnology) te su preparati inkubirani preko no¢i na 4 °C u vlaznoj komori. Nakon inkubacije
u primarnom protutijelu, preparati su tri puta isprani u PBS-u nakon ¢ega je slijedila inkubacija u
sekundarnom mi$jem monoklonalnom protutijelu anti-IgGk BP-HRP (1:100, sc-516102, Santa
Cruz Biotechnology) pri sobnoj temperaturi tijekom 30 minuta. Nakon §to su preparati isprani tri
puta u PBS-u, slijedila je inkubacija sa supstratom za vizualizaciju DAB pomoéu ,,DAKO® Liquid
DAB+ Substrate Chromogen System* (Agilent Dako).

Priprema preparata za imunohistokemijsku analizu proteina CD138 ukljucivala je
demaskiranje antigena u EDTA puferu pH 9,0 (Agilent Dako) zagrijavanjem preparata
mikrovalnoj peénici 5 minuta pri 500 W te 15 minuta pri 70 W. Stakalca su potom ohladena na
sobnu temperaturu tijekom 30 minuta te isprana u PBS-u, nakon Cega je provedeno blokiranje
aktivnosti endogenih peroksidaza pomoc¢u komercijalno dostupnog reagensa ,,Peroxidase-
blocking reagent* (Agilent Dako) tijekom 5 minuta pri sobnoj temperaturi. Nakon toga, preparati
su isprani u PBS-u te je provedeno blokiranje nespecificnog vezanja pomocu reagensa ,,Protein
Block Serum-Free* (Agilent Dako) u vlaznoj komori tijekom 10 minuta pri sobnoj temperaturi.

Potom je na preparate dodano primarno protutijelo anti-CD138 (klon MI115, 1:50, M7228, Agilent
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Dako) te je inkubirano 30 minuta na sobnoj temperaturi. Nakon inkubacije u primarnom
protutijelu, preparati su tri puta isprani u PBS-u nakon ¢ega je slijedila inkubacija u sekundarnom
misjem monoklonskom protutijelu ,,Envision detection systems mouse/rabbit* (Agilent Dako) pri
sobnoj temperaturi tijekom 30 minuta. Nakon $to su preparati isprani tri puta u PBS-u, slijedila je
inkubacija sa supstratom za vizualizaciju DAB pomo¢u sustava ,,DAKO® Liquid DAB+ Substrate

Chromogen System* (Agilent Dako).

Preparate smo potom kontrastirali bojenjem jezgara hematoksilinom tijekom 40 sekundi
(Biognost). Daljnji postupak uklju¢ivao je ispiranje preparata u vodovodnoj vodi tijekom 10
minuta, ispiranje u destiliranoj vodi tijekom 5 minuta te dehidraciju u seriji rastu¢ih koncentracija
etanola (50%, 70%, 90%, 100%) i ksilenu. Preparati su potom uklopljeni u medij za trajno ¢uvanje

Entellan (Sigma).

Kako bismo otkrili prisutnost eventualnog nespecificnog bojenja, u svaku reakciju ukljucili
smo jedan preparat obraden na isti nacin kao 1 ispitivani preparati, ali uz izostanak primarnog
protutijela. Obojeni uzorci analizirani su svjetlosnim mikroskopom. Pozitivna imunohistokemijska
reakcija bila je obiljezena prisustvom produkta reakcije imunohistokemije (u vidu smedeg
obojenja) u citoplazmi i jezgri stanica. Rezultati imunohistokemijske reakcije izrazeni su
semikvantitativno prema intenzitetu imunohistokemijskog obojenja, pri ¢emu su tumori oznaceni
kao negativni (0), slabo pozitivni (1), umjereno pozitivni (2) i jako pozitivni (3) (Slika 11). Uz

intenzitet, odredili smo 1 smjestaj pozitivnog obojenja.

0 - Negativno 1 - Slabo pozitivno 2 - Umjereno pozitivno

o,

CRRETA NSRS o £
AT 4?_:_ 4 '

Slika 11. Intenzitet imunohistokemijske reakcije na protein TLR4. Reprezentativne slike
predstavljaju intenzitet imunohistokemijske obojenosti tumorskih stanica kako slijedi 0-negativno,

1-slabo pozitivno, 2-umjereno pozitivno i 3-jako pozitivnog. Povecanje 200x.
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3.8 Analiza ekspresije proteina metodom imunocitokemije

Utjecaj LPS-a na intenzitet ekspresije i smjestaj proteina TLR4 u tumorskim stanicama
karcinoma kolona ispitali smo na trajnoj stani¢noj liniji karcinoma kolona covjeka SW480.
Navedenu stani¢nu liniju uzgajali smo u mediju ,,Dulbecco modified Eagle* (Sigma-Aldrich) uz
dodatak 2 mM L-glutamina (Sigma-Aldrich) te 10% seruma fetusa goveda (engl. fetal calf serum)
(Sigma-Aldrich) u inkubatoru za uzgoj stanica u vlaznoj atmosferi pri 37 °C uz 5% CO». Dan prije
tretmana LPS-om nasadili smo 7x10* stanica SW480 u sterilnu plastiénu posudu s 4 komorice
,,Nunc® Lab-Tek® Chamber Slide™ system* (Thermo Fisher Scientific). U dvije komorice sa
stanicama proveli smo tretman dodatkom LPS-a u koncentraciji od 10 pg/mL tijekom 12 sati.
Preostale dvije komorice koristili smo kao netretiranu kontrolu. Nakon tretmana, stanice smo
nekoliko puta isprali PBS-om te fiksirali otopinom metanola i PBS-a u omjeru 1:1 tijekom 30
minuta pri sobnoj temperaturi. Kako bismo blokirali aktivnost endogenih peroksidaza u otopinu
metanola i PBS-a dodali smo 3% vodikovog peroksida. Komorice sa stanicama smo potom
nekoliko puta isprali PBS-om te proveli postupak blokiranja nespecificnog vezanja pomocu
,DAKO® Protein Block Serum-Free“ (Agilent Dako) u vlaznoj komori tijekom 10 minuta pri
sobnoj temperaturi. Zatim smo na stanice dodali primarno protutijelo anti-TLR4 (razrjedenje
1:100, sc-293072, Santa Cruz Biotechnology) te inkubaciju proveli preko no¢i pri 4 °C u vlaznoj
komori. Komorice sa stanicama smo nekoliko puta isprali PBS-om nakon ¢ega je uslijedila
inkubacija sa sekundarnim misjim monoklonalnim protutijelom anti-IgGx BP-HRP (razrjedenje
1:100, sc-516102, Santa Cruz Biotechnology) pri sobnoj temperaturi tijekom 30 minuta u vlaznoj
komori. Nakon §to smo komorice sa stanicama isprali u PBS-u i odvojili od stakalca sa stanicama,
slijedila je inkubacija stanica sa supstratom za vizualizaciju DAB pomoéu sustava ,,DAKO® Liquid
DAB+ Substrate Chromogen System ““ (Agilent Dako). Preparate smo potom kontrastirali bojenjem
jezgara hematoksilinom tijekom 40 sekundi (Biognost). Daljnji postupak ukljucivao je ispiranje
preparata sa stanicama u vodovodnoj vodi tijekom 10 minuta, ispiranje u destiliranoj vodi tijekom
5 minuta te dehidraciju u seriji rastuc¢ih koncentracija etanola (50%, 70%, 90%, 100%) i ksilenu.
Preparati su potom uklopljeni u medij za trajno cuvanje Entellan (Sigma) te analizirani svjetlosnim

mikroskopom.
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3.9 Analiza polimorfizma jedne baze

Izolirane DNA koristili smo za odredivanje ucestalosti SNP u regiji gena TLR4 koja kodira
vanjsku domenu receptora. U analizi ovog polimorfizma koriStena je metoda PCR-a u stvarnom
vremenu (eng. real-time PCR, RT-PCR) pomo¢u komercijalno dostupnog SNP genotipizacijskog

eseja.

3.9.1 Analiza polimorfizma Asp299Gly (+896A/G) metodom PCR u stvarnom vremenu

Analizu polimorfizma Asp299Gly (rs4986790) gena TLR4 proveli smo metodom RT-PCR-a
pomoéu specifiénog genotipizacijskog kompleta Tagman® SNP c¢_ 11722238 20 (Applied
Biosystems). U optickim epruvetama od 0,2 mL pripremili smo reakcijsku smjesu koja se sastojala
od 100 ng DNA, 1.25 pL Tagman® SNP Assay (Applied Biosystems), 12.5 uL Tagman® Universal
PCR Master Mix (Applied Biosystems) te QH20 do ukupnog volumena od 25 pL. Reakcija se
odvijala u uredaju ,,7300 Real-Time PCR System* (Applied Biosystems) pod sljede¢im uvjetima:
2 minute pri 50°C, 10 minuta pri 95°C, 40 ciklusa od 95°C kroz 15 sekundi te 60°C kroz 1 minutu.
Produkti reakcije analizirani su na istom uredaju pomocu programa ,,7300 System SDS Software*

za odredivanje alela.

3.10 Izolacija miRNA

Uzorke tkiva prethodno pohranjene na -80 °C koristili smo za izolaciju miRNA koriste¢i
komplet ,,mirVana miRNA Isolation Kit“ (Thermo Fisher Scientific). Komadi¢ smrznutog tkiva
usitnili smo na ledu i prenijeli u epruvetu koja je sadrzavala 300 uL pufera ,,Lysis/Binding buffer
(Thermo Fisher Scientific) te promijesali na tresilici. Potom smo u homogenat dodali 30 pL pufera
,mMiRNA Homogenate Additive (Thermo Fisher Scientific) te postupak izolacije miRNA nastavili

prema uputama proizvodaca. Izolirana miRNA pohranjena je na -20 °C do konacnog koriStenja.
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3.10.1 Odredivanje koncentracije i ¢istoce izolirane miRNA

Za izraCunavanje koncentracije miRNA izmjerili smo opticku gustocu ispitivanih uzoraka u
1 pL uzorka pri valnoj duljini od 260 nm uz pomo¢ nanofotometra (Implen). Cisto¢a izoliranih
miRNA provjerena je mjerenjem apsorbancije pri valnim duljinama od 260 nm i 280 nm te

izraCunavanjem njihovog omjera koji je trebao biti > 1,8.

3.11 Analiza razine ekspresije miRNA

Izolirane miRNA iz 90 odabranih parova tumora i pridruzene normalne sluznice debelog
crijeva (udaljene 15 cm od ruba tumora) koristili smo za odredivanje razine ekspresije specificne
miRNA miR-375-3p metodom kvantitativnog PCR-a u stvarnom vremenu. Reakcija se sastojala
od dva koraka. Prvo smo izoliranu RNA prepisali u specificnu cDNA metodom reverzne
transkripcije, a zatim smo relativnu kvantifikaciju dobivene cDNA proveli metodom

kvantitativnog PCR-a u stvarnom vremenu.

3.11.1 Reverzna transkripcija

Neposredno nakon izolacije, dobivene miRNA smo preveli u cODNA metodom reverzne
transkripcije. U reakciji reverzne transkripcije 10 ng izolirane miRNA prevedeno je u cDNA uz
pomo¢ kompleta ,,TagMan™ Advanced miRNA ¢cDNA Synthesis Kit* (Thermo Fisher Scientific).
Reakcija se sastojala od 4 koraka: produljivanja 3'-kraja zrelih miRNA dodavanjem repa poli-A,
produljivanja 5'-kraja zrelih miRNA ligacijom adaptora, prepisivanja modificiranih miRNA u

cDNA metodom reverzne transkripcije 1 umnazanja cDNA dobivene prevodenjem zrelih miRNA.
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3.11.1.1 Produljivanje 3'-kraja zrelih miRNA dodavanjem poli-A-repa

Reakcija dodavanja repa poli-A odvijala se u ukupnom volumenu od 5 L, a smjesa se
sastojala od 2 pL uzorka miRNA, 0,5 pL 10X pufera za poliadenilaciju, 0,5 pL ATP, 0,3 pL
enzima za poliadenilaciju Poly(A) te 1,7 pL QH20. Reakciju poliadenilacije proveli smo
inkubacijom reakcijske smjese 45 minuta pri 37 °C, nakon Cega se zaustavljanje reakcije odvijalo
kroz 10 minuta pri 65 °C.

3.11.1.2 Produljivanje 5'-kraja zrelih miRNA ligacijom adaptora

Reakcijska smjesa za ligaciju adaptora sastojala se od 5 pL produkta reakcije poliadenilacije,
3 uL 5X pufera za DNA ligazu, 4,5 pL PEG 8000, 0,6 pL 25X adaptora za ligaciju, 1,5 uL RNA
ligaze te QH-0 do ukupnog volumena od 10 pL. Reakcija ligacije odvijala se 60 minuta pri 16 °C.

3.11.1.3 Prepisivanje modificiranih miRNA u cDNA metodom reverzne transkripcije

Nakon ligacije adaptora, produkt reakcije preveli smo u cDNA reakcijom reverzne
transkripcije. Reakcijska smjesa se sastojala od 6 pL 5X pufera za reverznu transkripciju, 1,2 pL
smjese nukleotida dNTP, 1,5 pL 20X univerzalnih pocetnih oligonukleotida za reverznu
transkripciju, 3 uL enzima RT, QH20 do ukupnog volumena od 15 pL te 15 pL produkta ligacije
adaptora. Reakciju reverzne transkripcije proveli smo inkubacijom reakcijske smjese 15 minuta

pri 42 °C, nakon Cega je reakcija zaustavljena pri 85 °C kroz 5 minuta.

3.11.1.4 UmnaZanje cDNA

U zadnjem koraku dobivenu cDNA smo umnoZili u ukupnom volumenu od 50 uL. Reakcijska
smjesa se sastojala od 25 pL 2X miR-Amp Master Mix, 20X miR-Amp smjese pocetnih
oligonukleotida, 17,5 pL QH20 te 5 pL produkta reverzne transkripcije. Reakcija umnazanja
cDNA sastojala se od aktivacije enzima 5 minuta pri 95 °C te 14 ponavljajuéih ciklusa koji su
ukljucivali denaturaciju 3 sekunde pri 95 °C, vezanje pocetnica i produzivanje lanca 30 sekundi

pri 60 °C. Reakcija je zaustavljena pri 99 °C tijekom 10 minuta.
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3.11.2 Kvantitativni PCR u stvarnom vremenu

Razina ekspresije miR-375-3p analizirana je metodom kvantitativnog PCR-a u stvarnom
vremenu koriste¢i komplet Tagman® Advanced miRNA Assay 478074 _mir (Thermo Fisher
Scientific) za miR-375-3p. Kao endogena kontrola reakcije PCR koristen je Tagman® Advanced
miRNA Assay 477860_mir (Thermo Fisher Scientific) za miR-16-5p.

Reakcija se odvijala u optickim epruvetama volumena 0,2 mL, a cDNA je prethodno
pomijesana s 0,1X puferom TE te razrijedena u koncentraciji 1:10. Reakcijska smjesa se sastojala
od 5 pL razrijedene cDNA, 10 pL 2X Tagman® Fast Advanced Master Mix (Thermo Fisher
Scientific), 1 uL 20X Tagman® Advanced miRNA eseja (Thermo Fisher Scientific) te QH20 do
ukupnog volumena od 20 pL. Reakcija se odvijala u uredaju QuantStudio™ 3 Real-Time PCR
System pod sljede¢im uvjetima: 20 sekundi pri 95 °C te 40 ponavljajucih ciklusa od 1 sekundu pri
95 °C 120 sekundi pri 60 °C. Rezultati su o¢itani kao Ct (engl. treshold cycle) vrijednosti pomoc¢u

programa ,,Touchscreen Instrument Operating Software* (Thermo Fisher Scientific).

Ekspresija miR-375-3p normalizirana je prema ekspresiji endogene kontrole miR-16-5p.
Rezultati analize ekspresije ispitivane miRNA prikazani su kao rezultat formule komparativne Ct
metode [290]:

ACt = ACtmirna — ACtmir-16-5p

Ct = ciklus u kojem fluorescentni signal ispitivane miRNA prijede prag detekcije
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3.12 Statisticke metode

Svi dobiveni rezultati analizirani su odgovaraju¢im statistickim testovima i korelirani s
klinicko-patoloskim pokazateljima oboljelih i njihovih tumora. Rezultati istrazivanja prikazani su
uz pomoc tablica, slika i grafikona.

Za analizu kvalitativnih ordinalnih podataka koristeni su y2 ili Fisher egzaktni testovi ako je
broj vrijednosti u jednoj od kategorija bio manji ili jednak pet. Kvantitativni kontinuirani podaci
analizirani su odgovaraju¢im parametrijskim odnosno neparametrijskim metodama ovisno o tome
je li raspodjela podataka odgovarala raspodjeli po Gaussu. Normalnost raspodjele podataka
analizirana je D'Agostino i Pearson omnibus testom normalnosti (D'Agostino i sur., 1990.). U svim
rezultatima p-vrijednost <0,05 je smatrana znac¢ajnom. Statisticki program koristen u ovom radu

je GraphPad Prism (GraphPad Software).
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4. REZULTATI

4.1 Analiza mikrosatelitnih nestabilnosti MSI i EMAST u sporadi¢nim

karcinomima debelog crijeva

Analiza mikrosatelitne nestabilnosti tipa MSI i EMAST napravljena je na uzorcima genomske
DNA izolirane iz tkiva 250 parova tumora i pridruzene normalne sluznice debelog crijeva (15 cm
udaljene od ruba tumora) oboljelih od sporadi¢nog karcinoma kolona. Analizirani uzorci su

odabrani od strane patologa kao $to je prethodno opisano u Materijalima i metodama.

Reakcijom PCR umnozili smo odsjecke genomske DNA specifi¢ne za mikrosatelitne biljege
nestabilnosti tipa MSI i tipa EMAST. Kvalitetu produkata reakcije PCR za mononukleotidne
biljege BAT25 i BAT26 provjerili smo elektroforezom u gelu agaroze (Slika 12A), nakon cega
smo metodom fragmentarne analize na uredaju za sekvencioniranje analizirali odsutnost (Slika
12B) ili prisutnost (Slika 12C) mikrosatelitne nestabilnosti. Nakon provjere kvalitete produkata
reakcije PCR za dinukleotidne biljege D2S123, D17S250 (Slika 13A), D5S346 (Slika 13B) i
tetranukleotidni biljeg D20S85 (Slika 13B), analizu mikrosatelitne nestabilnosti proveli smo
metodom vertikalne elektroforeze u gelu poliakrilamida odgovarajuée gustoce (Slika 13C, D). Na
isti Smo nacin provjerili kvalitetu produkata za preostale tetranukleotidne biljege D8S321, D20S82
(Slika 14A) te MYCLL1 i D9S242 (Slika 14B), te ih potom analizirali metodom vertikalne
elektroforeze u gelu poliakrilamida odgovarajuée gustoce (Slika 14C). Mikrosatelitnu nestabilnost
definirali smo kao vidljivu promjenu u duzini specifi¢nog odsjecka DNA pojedinog analiziranog
biljega u tumoru u odnosu na pridruzenu normalnu sluznicu debelog crijeva (15 cm udaljenu od
ruba tumora). Tumore smo na temelju mikrosatelitne nestabilnosti tipa MSI klasificirali kao
stabilne (od engl. microsatellite stable, MSS) ukoliko u njima nismo utvrdili nestabilnost u niti
jednom od ispitivanih biljega, niskonestabilne na MSI (MSI-L) ukoliko smo nestabilnost utvrdili
u samo jednom biljegu te visokonestabilne na MSI (MSI-H) ukoliko smo nestabilnost utvrdili u
dva ili viSe ispitivanih biljega. S obzirom da za analizu mikrosatelitne nestabilnosti tipa EMAST
ne postoje usuglaseni kriteriji, analizu odabranih tetranukleotidnih biljega tumacili Smo na isti
nacin kao i nestabilnost tipa MSI, pri ¢emu smo tumore klasificirali kao stabilne na EMAST (od

engl. EMAST-stable, EMAST-S) ukoliko u njima nismo utvrdili nestabilnost u niti jednom
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ispitivanom biljegu, niskonestabilne na EMAST (od engl. EMAST-low, EMAST-L) ukoliko smo
nestabilnost utvrdili u samo jednom ispitivanom biljegu te visokonestabilne na EMAST (od engl.
EMAST-high, EMAST-H) ukoliko smo nestabilnost utvrdili u dva ili viSe ispitivanih
tetranukleotidnih biljega.
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Slika 12. Fragmentarna analiza nestabilnosti u mononukleotidnim mikrosatelitnim biljezima
BAT25 i BAT26 na uredaju za sekvencioniranje. (A) Provjera kvalitete produkta reakcije
multiplex PCR za biljege BAT25 (123 pb) i BAT26 (181 pb),; M, DNA standard IX (®x174/Haelll);
1-4, produkti reakcije PCR. (B) Analiza uzorka u kojem nije prisutna nestabilnost u
mononukleotidnim biljezima BAT25 i BAT26. (C) Analiza uzorka u kojem je utvrdena nestabilnost
u mononukleotidnim biljezima BAT25 i BAT26. Strelicom je oznacena nestabilnost u ispitivanom
mikrosatelitnom biljegu. N, pridruzena normalna sluznica udaljena 15 cm od ruba tumora; T,

tumor.
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Slika 13. Analiza nestabilnosti u dinukleotidnim mikrosatelitnim biljezima D2S123, D17S250,
D5S346 i tetranukleotidnom mikrosatelithom biljegu D20S85. Provjera kvalitete produkta
reakcije PCR za (A) biljege D25123 (197 pb) i D175250 (150 pb) te (B) biljege D5S346 (96 pb) i
D20S85 (146 pb); M, DNA standard IX (®x174/Haelll), 1-8, produkti reakcije PCR. (C) Analiza
prisutnosti nestabilnosti u dinukleotidnim biljezima D2S123 i D17S250 u 10 %-tnom
nedenaturirajucem gelu poliakrilamida. (D) Analiza prisutnosti nestabilnosti u dinukleotidnom
biljegu D5S346 i tetranukleotidnom biljegu D20S85 u 12 %-tnom nedenaturirajucem gelu
poliakrilamida. M, DNA standard pBR322/Mspl; N, pridruzena normalna sluznica udaljena 15
cm od ruba tumora; T, tumor; 1, 3, uzorci u kojima nije prisutna mikrosatelitna nestabilnost; 2, 4,

uzorci s prisutnom mikrosatelitnom nestabilnosti.
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Slika 14. Analiza nestabilnosti u tetranukleotidnim mikrosatelitnim biljezima D8S321, D20S82,
MYCL1 i D9S242. Provjera kvalitete produkta reakcije PCR za biljege (A) D8S321 (249pb) i
D20S82 (237pb) te biljege (B) MYCL1 (181 pb) i D9S242 (178 pb); M, DNA standard 1X
(Ox174/Haelll); 1-16, produkti reakcije PCR. (C) Analiza prisutnosti nestabilnosti u
tetranukleotidnim biljezima u 10 %-tnom nedenaturirajucem gelu poliakrilamida; M, DNA
standard pBR322/Mspl. N, pridruzena normalna sluznica udaljena 15 cm od ruba tumora; T,
tumor; 1, 3, 5, 7 uzorci u kojima nije prisutna mikrosatelitna nestabilnost; 2, 4, 6, 8 uzorci s

prisutnom mikrosatelithom nestabilnosti.

62



Rezultati analize mikrosatelitne nestabilnosti tipa MSI pokazali su da u 228 (91,2%)
ispitivanih tumora nije bila prisutna nestabilnost tipa MSI (MSS), 4 (1,6%) tumora pokazivala su
nisku nestabilnost (MSI-L), dok je u 18 (7,2%) tumora dokazana visoka nestabilnost tipa MSI
(MSI-H). Analizom mikrosatelitne nestabilnosti tipa EMAST utvrdeno je da je 161 (64,4%)
ispitivani tumor bio stabilan (EMAST-S), dok je niska nestabilnost (EMAST-L) bila prisutna u 53
(21,2%) tumora, a visoka nestabilnost (EMAST-H) u 36 (14,4%) tumora.

Na temelju prethodno navedenih kriterija za analizu mikrosatelitnih nestabilnosti MSI i
EMAST, analizirane smo uzorke, umjesto u devet ocekivanih, mogli podijeliti u Sest podskupina.
Najveci broj uzoraka dokazan je u podskupini stabilnih tumora (MSS/EMAST-S) (63,6%), dok su
53 (21,2 %) uzorka bila niskonestabilna na EMAST (MSS/EMAST-L). Visoka nestabilnost tipa
EMAST (MSS/EMAST-H) utvrdena je u 16 (6,4 %) uzoraka, dok je u 18 (7,2 %) uzoraka bila
udruzena s visokom nestabilnosti tipa MSI (EMAST-H/MSI-H). U ukupnom ispitivanom uzorku
utvrdena je vrlo niska ucestalost podskupina uzoraka s niskom nestabilnosti tipa MSI, MSI-

L/EMAST-S (0,8 %) i MSI-L/EMAST-H (0,8 %) (Tablica 2).
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Tablica 2. Sporadicni karcinomi debelog crijeva podijeljeni u podskupine s obzirom na prisutnost

mikrosatelitnih nestabilnosti MSI i/ili EMAST.

Status tumora N=250 (%)
MSS EMAST-S 159 (63,6)
MSS EMAST-L 53 (21,2)
MSS EMAST-H 16 (6,4)
MSI-L EMAST-S 2 (0,8)
MSI-L EMAST-L 0 (0,0)
MSI-L EMAST-H 2(0,8)
MSI-H EMAST-S 0 (0,0)
MSI-H EMAST-L 0 (0,0)
MSI-H EMAST-H 18 (7,2)

Cetiri najzastupljenije podskupine tumora (u tablici 2 oznaéene podebljano) dobivene

analizom mikrosatelitnih nestabilnosti MSI 1 EMAST korelirane su s klinicko-patoloSkim

karakteristikama oboljelih i tumora (dobi, spolom, veli¢inom tumora, smjeStajem tumora,

stupnjem diferencijacije i mucinoznom histologijom tumora). Buduéi da je u naSem uzorku
dokazana vrlo niska ucestalost tumora niskonestabilnih na MSI (MSI-L/EMAST-S i MSI-

L/EMAST-H), ove tumore nismo ukljuéili u daljnje analize. Usporedbom ¢etiri najzastupljenije

podskupine tumora utvrdeno je da su tumori visokonestabilni na MS1 i EMAST (MSI-H/EMAST-

H) imali znacajno veci promjer tumora (p=0,021), vecu ucestalost u desnom kolonu (p=<0,001) te

ucestaliju prisutnost mucinozne komponente (p=<0,001) (Tablica 3).
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Tablica 3. Klinicko-patoloske karakteristike oboljelih od sporadicnog karcinoma debelog crijeva

podijeljenih u podskupine s obzirom na prisutnost mikrosatelitnih nestabilnosti MSI i/ili EMAST

u tumoru

Mikrosatelitna nestabilnost

Karakteristika MSS/ MSS/ MSS/ MSI-H/ p
EMAST-S EMAST-L EMAST-H EMAST-H
(%) 159 (63,6) | (%) 53 (21,2) | (%) 18 (7,2) | (%) 16 (6,4)
Dob
< 70 godina 106 (66,7) 34 (64,2) 8 (50,0) 10 (55,6) 0,492
> 70 godina 53 (33,3) 19 (35,8) 8 (50,0) 8 (44,4)
Spol
13/[u§ki 101 (63,5) 32 (60,4) 9 (56,3) 7 (38,9) 0,236
Zenski 58 (36,5) 21 (39,6) 7 (43,8) 11 (61,1)
Veli¢ina tumora
<5cm 92 (57,9) 32 (60,4) 7 (43,8) 4 (22,2) 0.021%
>5cm 67 (42,1) 21 (39,6) 9 (56,3) 14 (77,8)
Smyjestaj tumora
Lijevi kolon 130 (81,8) 35 (66,0) 8 (50,0) 4 (22,2) 0,001
Desni kolon 29 (18,2) 18 (34,0) 8 (50,0) 14 (77,8) ’
Stupanj
diferencijacije
Dobro (1) 59 (37,1) 21 (39,6) 6 (37,5) 5(27,8)
Umijereno (2) 87 (54,7) 27 (50,9) 6 (37,5) 7 (38,9) 0,065
Slabo (3) 12 (7,5) 5(9,4) 4 (25,0) 5 (27,8)
Mucinozna
histologija
Odsutna 153 (96,2) 49 (92,5) 14 (87,5) 11 (61,1) P
Prisutna 6 (3,8) 4 (7,5) 2 (12,5) 7 (38,9)

p-vrijednosti su izracunate Fisher egzaktnim testom *P <0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001
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Iste podskupine tumora Kkorelirane su sa stupnjem pupanja tumora i

gusto¢om

unutartumorskog limfocitnog infiltrata. Analiza je provedena na 203 uzorka za koje smo imali

dostupne podatke o stupnju pupanja tumora i gustoc¢i unutartumorskog limfocitnog infiltrata. U
oboljelih s tumorima visokonestabilnim na MSI i EMAST (MSI-H/EMAST-H) bio je prisutan

obilniji unutartumorski limfocitni infiltrat u odnosu na druge podskupine tumora (p=<0,001)

(Tablica 4).

Tablica 4. Klinicko-patoloske karakteristike oboljelih od sporadicnog karcinoma debelog crijeva

podijeljenih u podskupine s obzirom na prisutnost mikrosatelitnih nestabilnosti MSI i/ili EMAST

u tumoru

Mikrosatelitna nestabilnost

Karakteristika MSS/ MSS/ MSS/ MSI-H/ p
EMAST-S EMAST-L | EMAST-H | EMAST-H
(%) 125 (61,6) | (%) 46 (22,6) | (%) 15 (7,4) | (%) 17 (8,4)
Stupanj pupanja
tumora
Niski (1) 57 (45,6) 21 (45,7) 7 (46,7) 7(41,2) 0.408
Srednji (2) 26 (20,8) 11 (23,9) 6 (40,0) 2 (11,8)
Visoki (3) 42 (33,6) 14 (30,4) 2 (13,3) 8 (47,1)
Unutartumorski
limfocitni infiltrat
Odsutan (0) 48 (38,4) 28 (60,9) 8 (53,3) 5(29,4)
Oskudan (1) 38 (30,4) 7 (15,2) 5(33,3) 2 (11,8) P
Srednje obilan (2) 23 (18,4) 4(8,7) 1(6,7) 1(5,9)
Obilan (3) 16 (12,8) 7 (15,2) 1(6,7) 9 (52,9)

p-vrijednosti su izracunate Fisher egzaktnim testom *P <0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001
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4.2 Analiza mikrosatelitnih nestabilnosti MSI i EMAST u razlié¢itim

segmentima tumora i tumoru pridruzene normalne sluznice

Tumore debelog crijeva karakterizira unutartumorska heterogenost koja proizlazi iz veceg
broja supklonova stanica jedinstvenog profila mutacija koji su razli¢ito distribuirani unutar istog
tumora. Kako bismo ispitali distribuciju mikrosatelitnih nestabilnosti MSI i EMAST u tumoru,
analizu nestabilnosti proveli smo na 185 uzoraka za koje smo, osim uzorka tkiva iz sredista tumora
(T1), imali dostupan i uzorak tkiva iz invazivne fronte tumora (T2). S obzirom na to da u uzorku
normalne sluznice debelog crijeva udaljene 15 cm od ruba tumora (N1s) nismo dokazali prisutnost
mikrosatelitnih nestabilnosti MSI i EMAST, u analizu smo ukljucili i uzorke pridruzene normalne

sluznice udaljene 10 cm (N1o) i 5 cm (Ns) od ruba tumora.

U uzorcima normalne sluznice udaljene 15 cm (N1s), 10 cm (N1o) i 5 cm (Ns) od ruba tumora
nismo utvrdili prisutnost mikrosatelitnih nestabilnosti MSI i EMAST (Slika 15A i B). U svim
analiziranim tumorima, mikrosatelitne nestabilnosti MSI (Slika 15A) i EMAST (Slika 15B) bile
su prisutne u uzorku iz sredista tumora (T1) kao i u uzorku iz invazivne fronte tumora (T2), ali

minimalno promijenjenih obrazaca.
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D25123 D175250 D9S242 D20S82
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Slika 15. Analiza mikrosatelitnih nestabilnosti MSI i EMAST u DNA izoliranoj iz razlicitih
segmenata tumora i tumoru pridruzene normalne sluznice. Analiza prisutnosti (A) nestabilnosti
tipa MSI u dinukleotidnim biljezima D2S123 i D17S250 te (B) nestabilnosti tipa EMAST u
tetranukleotidnim biljezima D9S242 i D20S82; M, DNA standard pBR322/Mspl. N1s, pridruzena
normalna sluznica na 15 cm; Nio, pridruzena normalna sluznica na 10 cm; Ns, pridruzena
normalna sluznica na 5 cm udaljenosti od ruba tumora; T1, srediste tumora; T2, invazivni rub

tumora.

Buduéi da u uzorku pridruzene normalne sluznice udaljene 5 cm od ruba tumora nismo
dokazali prisutnost mikrosatelitnih nestabilnosti MSI i EMAST, njihovu smo distribuciju ispitali
u uzorcima pridruzene normalne sluznice na maksimalnoj udaljenosti od 1 cm od ruba tumora te
u uzorcima histoloski promijenjene normalne sluznice uz sam rub tumora (Rn) (Slika 16A). Osim
toga, distribuciju mikrosatelitnih nestabilnosti ispitali smo i u tkivima razli¢itih segmenata tumora,
ukljuéujuci tumorsko tkivo u rubu tumora (Rt) (Slika 16A), tkivo sredista tumora (T1) i tkivo
invazivnog ruba tumora (T2) (Slika 16B). Analizu smo proveli na DNA izoliranoj iz navedenih
segmenata tumora debelog crijeva metodom mikrodisekcije iz rezova tkiva uklopljenih u parafin.

68



Slika 16. Prikaz razliditih segmenata tumora metodom histokemijskog bojenja H&E. Segmenti
tumora uzorkovani metodom mikrodisekcije tkiva uklopljenih u parafin ukljucivali su: (A) Na-Nc,
pridruzena normalna sluznica unutar 1 cm od ruba tumora; Ry, promijenjena normalna sluznica
neposredno uz rub tumora; R, tumorsko tkivo u rubu tumora (povecéanje 40x); (B) T1, srediste

tumora i T2, invazivni rub tumora (povecanje 100x).

U uzorcima DNA izoliranim iz pridruzene, histoloski nepromijenjene normalne sluznice
unutar 1 cm od ruba tumora, te promijenjene normalne sluznice smjeStene neposredno uz rub
tumora (R1ni R2n) nismo dokazali prisutnost nestabilnosti MSI (Slika 17A) i EMAST (Slika 17B).
Analiza mikrosatelitnih biljega u DNA iz uzoraka tumorskih tkiva pokazala je da su oba tipa
mikrosatelitne nestabilnosti prisutna u svim segmentima tumora, ukljucuju¢i rub tumora uz

normalnu sluznicu (R1r i R27), srediste tumora (T1) te invazivni rub tumora (T2).
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Medutim, u uzorcima pojedinith segmenata tumora uocili smo razlike u obrascima
mikrosatelitnih nestabilnosti MSI i EMAST. Pri tome je nestabilnost tipa MSI pokazivala vrlo
heterogen obrazac koji se oc¢itovao razlikama u veliini i broju nestabilnih alela te nakupljanjem
novih mikrosatelitnih alela (Slika 17A), dok je obrazac nestabilnosti tipa EMAST bio minimalno

promijenjen (Slika 17B).

A B
M N. N, N, RlyRl; Tl T2 R2; R2y M M N. N, N, Rly Rl; T1 T2 R2; R2y M

Slika 17. Analiza mikrosatelitnih nestabilnosti MSI i EMAST u razli¢itim segmenatima tumora
i tumoru pridruZene normalne sluznice debelog crijeva. Analiza prisutnosti (A) nestabilnosti tipa
MSI u dinukleotidnom biljegu D2S123 i (B) nestabilnosti tipa EMAST u tetranukleotidnom biljegu
D9S242; M, DNA standard pBR322 (DNA/Mspl). Na-N¢, pridruzena normala unutar 1 cm od ruba
tumora; R1n, R2n, normala neposredno uz rub tumora; R1t, R27, tumorsko tkivo ruba tumora; T1,

srediste tumora,; T2, invazivni rub tumora.
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Budu¢i da smo prethodno pokazali vecu ucestalost nestabilnosti tipa MSI-H/EMAST-H u
adenokarcinomima s mucinoznom komponentom, Zeljeli smo ispitati distribuciju mikrosatelitnih
nestabilnosti u ovim tumorima. Analizu mikrosatelitnih biljega za MSI i EMAST proveli smo na
uzorcima DNA izoliranim iz tkiva histoloski razli¢ite adenokarcinomske (Ta) I mucinozne

komponente (Twm) tumora (Slika 18).

Slika 18. Prikaz histoloski razli¢itih segmenata mucinoznog adenokarcinoma debelog crijeva
H&E metodom histokemijskog bojenja. Ta, adenokarcinomska komponenta tumora; Tw,

mucinozna komponenta tumora. Poveéanje 100x.

Nasi rezultati pokazali su da nema razlike u distribuciji i obrascu mikrosatelitnih
nestabilnosti MSI (Slika 19A) 1 EMAST (Slika 19B) izmedu tkiva mucinozne 1 tkiva
adenokarcinomske komponente tumora.
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Slika 19. Analiza mikrosatelitnih nestabilnosti MSI i EMAST u razli¢itim segmenatima
mucinoznog adenokarcinoma debelog crijeva. Analiza (A) nestabilnosti tipa MSI u
dinukleotinom biljegu D2S123 i (B) nestabilnosti tipa EMAST u tetranukleotidnom biljegu
D8S321; M, DNA standard pBR322 (DNA/Mspl). N, pridruzena normalna sluznica udaljena 15
cm od ruba tumora; T, tumor; Ta, adenokarcinomska komponenta tumora; Tm mucinozna

komponenta tumora.
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4.3 Analiza ekspresije mMRNA gena TLR4

Razina ekspresije specificne mRNA gena TLR4 ispitana je u uzorcima 90 parova tumora i
pridruzene normalne sluznice debelog crijeva (na udaljenosti 15 cm od ruba tumora) (N). Od
svakog smo tumora analizirali uzorak iz sredista tumora (T1) te invazivnu frontu tumora (T2). U

analizi specificne mRNA gena TLR4 kao endogena kontrola je koristen gen S-aktin (ACTB).

Statisti¢ka analiza pokazala je znacajno visu ekspresiju specificne mRNA gena TLR4 u uzorku
tkiva iz sredista tumora (T1) (p=0,003) te uzorku iz invazivne fronte tumora (T2) (p=0,002) u
odnosu na pridruzenu normalnu sluznicu (N). Razina ekspresije mMRNA TLR4 nije se znaéajno
razlikovala u uzorku iz sredista tumora (T1) i1 uzorku invazivne fronte tumora (T2) (p=0,882)
(Slika 20).
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Slika 20. Razina ekspresije gena TLR4 odredena metodom kvantitativnog PCR-a u stvarnom
vremenu u uzorcima sporadicnih tumora debelog crijeva i tumoru pridruZene normalne
sluznice. N, pridruzena normalna sluznica udaljena 15 cm od ruba tumora; T1, srediste tumora;
T2, invazivna fronta tumora. Prikazane su prosjecne vrijednosti ekspresije za svaku grupu
uzoraka. Naznacena je srednja vrijednost i srednja vrijednost standardne pogreske svake grupe.

24" oznacava ekspresiju ispitivanog gena normaliziranog prema ekspresiji endogene kontrole

ACTB. *P <0,05, **P < 0,01, ***P < 0,001 (ANOVA test).
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Osim toga, razina ekspresije specificne mRNA gena TLR4 analizirana je i u podskupinama
tumora dobivenih analizom mikrosatelitnih nestabilnosti MSI i EMAST: MSS/EMAST-S (35
uzoraka), MSS/EMAST-L (21 uzorak) MSS/EMAST-H (16 uzoraka) i MSI-H/EMAST-H (18
uzoraka).

U podskupini stabilnih tumora (MSS/EMAST-S) dokazali smo statisticki znacajno viSu
ekspresiju specificne mRNA TLR4 u uzorku tkiva iz sredista tumora (T1) (p=0,024) te invazivne
fronte tumora (T2) (p=0,002) u odnosu na pridruzenu normalnu sluznicu (N). Razlika razine
ekspresije MRNA TLR4 izmedu uzoraka iz razli¢itih segmenata tumora nije bila znacajna (T1 vs.
T2, p>0.999) (Slika 21A).

Analiza ekspresie mRNA TLR4 u podskupini tumora niskonestabilnin na EMAST
(MSS/EMAST-L) pokazala je nesto visu ekspresiju MRNA TLR4 u uzorku iz sredista tumora (T1)
u odnosu na pridruzenu normalnu sluznicu (N), medutim razlika nije bila statisticki znacajna

(p=0,099) (Slika 21B).

U podskupini tumora visokonestabilnih na EMAST (MSS/EMAST-H) nismo dokazali
znacajnu razliku u ekspresiji mMRNA TLR4 izmedu pridruzene normalne sluznice (N) i uzorka
tumorskog tkiva iz sredista tumora (T1) (p=0,512) (Slika 21C). U uzorku invazivne fronte tumora
(T2) uocili smo nesto visu razinu ekspresije mRNA TLR4 u odnosu na razinu u pridruzenoj
normalnoj sluznici (N), no bez statisticki znacajne razlike (p=0,302). Takoder, u ovoj podskupini
tumora razlika razine ekspresije izmedu uzorka iz srediSta tumora (T1) 1 uzroka invazivne fronte

tumora (T2) nije bila statisti¢ki znacajna (p>0,999) (Slika 21C).

U tumorima visokonestabilnim na MSI i EMAST (MSI-H/EMAST-H) nismo utvrdili razliku
u razini ekspresije mMRNA gena TLR4 izmedu pridruzene normalne sluznice (N) i sredista tumora
(T1) (p>0,999). Medutim, statisti¢ka analiza pokazala je znacajno visu ekspresiju mMRNA TLR4 u
tumorskom tkivu invazivne fronte tumora (T2) u odnosu na pridruzenu normalnu sluznicu (N)
(p=0,028). Osim toga, u ovoj podskupini tumora dokazali smo znacajnu razliku u ekspresiji mRNA
TLR4 izmedu uzorka iz sredista tumora (T1) i uzorka invazivne fronte tumora (T2) (p=0,018)
(Slika 21D).
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Slika 21. Razina ekspresije mRNA gena TLR4 odredena metodom kvantitativnog PCR-a u
stvarnom vremenu u uzorcima sporadicnih tumora debelog crijeva podijeljenih u podskupine s
obzirom na prisutnost mikrosatelitnih nestabilnosti MSI i/ili EMAST. Analiza ekspresije
prisutna u (A) MSS, (B) EMAST-L, (C) EMAST-H i (D) MSI-H/EMAST-H podskupinama tumora.
N, pridruzena normalna sluznica udaljena 15 ¢m od ruba tumora, TI, srediste tumora; T2,
invazivna fronta tumora. Prikazane su prosjecne vrijednosti ekspresije za svaku skupinu uzoraka.
Naznacena je srednja vrijednost i srednja vrijednost standardne pogreske svake grupe. 24

oznacava ekspresiju ispitivanog gena normaliziranog prema ekspresiji endogene kontrole ACTB.
*P <0,05, **P < 0,01 (ANOVA test)
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4.4 Analiza ekspresije proteina TLR4

4.4.1 Analiza ekspresije proteina TLR4 u tumorskim stanicama sporadi¢nih
karcinoma debelog crijeva

U nasem smo istrazivanju metodom imunohistokemije ispitali ekspresiju proteina TLR4 u
histoloskim preparatima tkiva 90 sporadi¢nih karcinoma debelog crijeva. U svakom preparatu
analizirali smo sredi$nji dio tumora (T1), a ukoliko je bilo moguce analizirali smo i uzorke
pridruzene normalne sluznice debelog crijeva (N) te invazivnu frontu tumora (T2). U svakom je
tumoru analiziran intenzitet imunohistokemijskog obojenja u citoplazmi i jezgri tumorskih stanica.
U svim uzorcima pozitivnu imunohistokemijsku reakciju na protein TLR4 dokazali smo u
citoplazmi i jezgri tumorskih stanica (Slika 22). Intenzitet ekspresije proteina TLR4 u citoplazmi
tumorskih stanica razlikovao se od negativnog (0) do jako pozitivnog (3) obojenja, dok je intenzitet
pozitivnog obojenja na protein TLR4 u jezgrama tumorskih stanica bio slabo pozitivan te se nije
razlikovao u tumorima s visokom (Slika 22A) i niskom (Slika 22B) ekspresijom proteina TLR4 u

citoplazmi tumorskih stanica.

Slika 22. Analiza ekspresije proteina TLR4 u tumorskim stanicama sporadiénog karcinoma
debelog crijeva metodom imunohistokemije. Prikaz ekspresije proteina TLR4 u jezgri tumorskih
stanica s (A) visokom i (B) niskom ekspresijom proteina TLR4 u citoplazmi. Smede obojenje

oznacava protein TLR4, plavo obojenje oznacava stanicne jezgre. Povecanje 1000x.
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Ekspresija proteina TLR4 u citoplazmi tumorskih stanica bila je jako i umjereno pozitivna u
33 (36,7 %) uzorka, slabo pozitivna u 18 (20,0 %) uzoraka, dok je 6 (6,6 %) uzoraka bilo negativno
na protein TLR4 (Tablica 5.).

Intenzitet ekspresije proteina TLR4 u citoplazmi tumorskih stanica korelirali smo s klini¢ko-
patoloSkim karakteristikama oboljelih od sporadicnog karcinoma kolona. Rezultati statistiCke
analize pokazali su znac¢ajno vecu ucestalost negativne ekspresije proteina TLR4 u tumorima

smjeStenim u desnom dijelu debelog crijeva (p=0,023) (Tablica 5.)

Tablica 5. Klinicko-patoloske karakteristike oboljelih od sporadicnog karcinoma debelog
crijeva s obzirom na ekspresiju proteina TLR4 u tumorskim stanicama

Intenzitet ekspresije proteina TLR4
Karakteristika 0, n (%) 1, n (%) 2, n (%) 3, n (%) p
6 (6,6) 18 (20,0) 33 (36,7) 33 (36,7)

Dob
< 70 godina 3 (5,4) 10 (17,9) 20 (35,7) 23 (41,1) 0673
> 70 godina 3(8,8) 8 (23,5) 13 (38,2) 10 (29,4)
Spol
Muski 1(1,7) 12(20,3)  22(37,3) 24 (40,7)
Zenski 5 (16,1) 6 (19,4) 11 (35,5) 9 (29,0) 0,068
Veli¢ina tumora
<5cm 3(6,3) 9 (18,8) 17 (35,4) 19 (39,6) 0.042
>5cm 3(7,1) 9 (21,4) 16 (38,1) 14 (33,3)
Smjestaj tumora
Lijevi kolon 0 (0,0) 11(20,8) 20 (37,7) 22 (41,5) 0,023
Desni kolon 6 (16,2) 7 (18,9) 13 (35,1) 11 (29,7)
Stupanj diferencijacije
Dobro (1) 1(3,3) 6 (20,0) 10 (33,3)  13(43,3)
Umijereno (2) 3 (6,3) 9 (18,8) 17 (35,4) 19(39,6) 0,391
Slabo (3) 2 (16,7) 3(25,0) 6 (50,0) 1(8,3)

p-vrijednosti su izracunate Fisher egzaktnim testom *P <0.05
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Analiza korelacije intenziteta ekspresije proteina TLR4 sa stupnjem pupanja tumora i

unutartumorskom limfocitnom infiltracijom nije pokazala statisticki znacajnu razliku (p>0,05)

(Tablica 6).

Tablica 6. Stupanj pupanja tumora i stupanj gustoée unutartumorskog limfocitnog infiltrata u

oboljelih od sporadicnog karcinoma debelog crijeva s obzirom na ekspresiju proteina TLR4 u

tumoru
Intenzitet ekspresije proteina TLR4
Karakteristika 0, n (%) 1, n (%) 2,n (%) 3,n (%) p
4 (5) 13 (18) 29 (40) 27 (37)
Stupanj pupanja tumora
Niski (1) 0(3,3) 6 (20,7) 12 (41,4) 11 (37,9)
Srednji (2) 0 (0,0) 3(16,7) 8 (44,4) 7(38,9) 0,2515
Visoki (3) 4 (15,4) 4 (15,4) 9 (34,6) 9 (34,6)
Unutartumorski
limfocitni infiltrat
Odsutan (0) 0 (0,0) 4 (14,3) 11 (39,3) 13 (46,4)
Oskudan (1) 1(4,2) 4 (16,7) 11 (45,8) 8 (33,3) 5%
Srednje obilan (2) 1(9,1) 4 (36,4) 2 (18,2) 4 (36,4)
Obilan (3) 2 (20,0) 1(10,0) 5 (50,0) 2 (20,0)

p-vrijednosti su izra¢unate Fisher egzaktnim testom

Intenzitet ekspresije proteina TLR4 u citoplazmi tumorskih stanica usporedili smo i u Cetiri
podskupine tumora dobivene analizom mikrosatelitnih nestabilnosti MSI i EMAST:
MSS/EMAST-S (35 uzoraka), MSS/EMAST-L (18 uzoraka), MSS/EMAST-H (16 uzoraka) i
MSI-H/EMAST-H (18 uzoraka).
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U svim podskupinama tumora, epitelne stanice u tkivu pridruzene normalne sluznice debelog
crijeva udaljene 15 cm od ruba tumora (N) pokazivale su negativnu imunohistokemijsku reakciju
na protein TLR4 (Slika 23).

Visoka ekspresija proteina TLR4 vecinom je bila zastupljena u stabilnim tumorima
(MSS/EMAST-S) i to s jakim intenzitetom imunohistokemijske reakcije u 54,3 % uzoraka te

umjereno jakim intenzitetom u 31,4 % uzoraka (Tablica 7. ; Slika 23).

Sli¢an rezultat dobili smo i u podskupini tumora niskonestabilnih na EMAST (MSS/EMAST-
L), pri cemu je najveci broj uzoraka pokazivao jaku (38,9 %) i umjereno jaku (33,3 %) pozitivhu
reakciju na protein TLR4. Nismo dokazali znacajnu razliku u ekspresiji proteina TLR4 izmedu

ove podskupine i podskupine stabilnih tumora (p=0,479) (Tablica 7; Slika 23).

U podskupini tumora visokonestabilnih na EMAST (MSS/EMAST-H) imunohistokemijska
analiza je pokazala neSto nizu ekspresiju proteina TLR4, koja je u vise od 50 % uzoraka bila
umjereno jakog intenziteta (Tablica 7; Slika 23), no nije se znacajno razlikovala u odnosu na

stabilne tumore (p=0,167).

Medutim, u tumorima visokonestabilnim na MSI i EMAST (MSI-H/EMAST-H) ekspresija
proteina TLR4 je bila znacajno niza u odnosu na ekspresiju u stabilnim tumorima (p=0,014). Pri
tome je u 66,6 % tumora ove podskupine intenzitet reakcije na protein TLR4 bio slabo i umjereno
pozitivan, dok je u 14,3 % tumora dokazana potpuno negativna reakcija na protein TLR4 u odnosu
na svega 2,9 % stabilnih tumora (Tablica 7; Slika 23).
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Tablica 7. Ekspresija proteina TLR4 u sporadicnim tumorima debelog crijeva podijeljenim u

podskupine s obzirom na prisutnost mikrosatelitnih nestabilnosti MSI i EMAST.

Intenzitet ekspresije proteina TLR4

MSI/EMAST 0, n (%) 1, n (%) 2, n (%) 3, n (%) p
MSS/EMAST-S 1(2,9) 4 (11,4) 11 (31,4) 19 (54,3) 0.479?
MSS/EMAST-L 2 (11,1) 3 (16,7) 6 (33,3) 7 (38,9)

0,167°
MSS/EMAST-H 0 (0,0 3(18,8) 9 (56,3) 4 (25,0)

0,014%
MSI-H/EMAST-H 3(16,7) 6(333)  6(333)  3(167)

Slova oznacavaju razliku izmedu ®*MSS/EMAST-S i MSS/EMAST-L, PMSS/EMAST-S i
MSS/EMAST-H, “MSS/EMAST-S i MSI-H/EMAST-H

p-vrijednosti su izracunate Fisher egzaktnim testom *P <0.05
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Slika 23. Analiza ekspresije proteina TLR4 metodom imunohistokemije u uzorcima sporadiénih
tumora debelog crijeva podijeljenih u podskupine s obzirom na prisutnost mikrosatelitnih
nestabilnosti MSI i/ili EMAST. Na slici su prikazani reprezentativni rezovi pridruzene normalne
sluznice udaljene 15 cm od ruba tumora (N), te rezovi sredisnjeg dijela tumora (T1) i invazivnog
ruba tumora (T2) u podskupinama tumora. Smede obojenje oznacava protein TLR4, plavo

obojenje oznacava stanicne jezgre. Povecanje 200x.
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Analizom ekspresije proteina TLR4 u invazivnoj fronti (T2) stabilnih tumora (MSS/EMAST-
S), u 60 % uzoraka dokazali smo slabo pozitivnu imunohistokemijsku reakciju na protein TLR4.
Takoder, u ovoj podskupini tumora dokazan je znacajan pad ekspresije proteina TLR4 u invazivnoj

fronti tumora u odnosu na srediste tumora (T1) (p=0,002) (Tablica 8; Slika 23).

U podskupini tumora niskonestabilnin na EMAST (MSS/EMAST-L) uo¢ili smo veéinom
slabo pozitivnu ekspresiju proteina TLR4 u invazivnoj fronti tumora u odnosu na srediSte tumora,

no razlika nije bila statisti¢ki znacajna (p=0,103) (Tablica 8; Slika 23).

Slabo pozitivna imunohistokemijska reakcija na protein TLR4 bila je prisutna i u invazivnoj
fronti tumora u viSe od 50 % uzoraka tumora visokonestabilnih na EMAST (MSS/EMAST-H), no,
iako smo uocili trend pada ekspresije proteina TLR4 u odnosu na ekspresiju u sredistu tumora, nije

dokazana statisticki znacajna razlika (p=0,065) (Tablica 8; Slika 23).

U podskupini tumora visokonestabilnih na MSI i EMAST (MSI-H/EMAST-H) dokazali smo
podjednaku ekspresiju proteina TLR4 u invazivnoj fronti (T2) i u sredi$tu tumora (T1), pri ¢emu
je najveéi broj uzoraka pokazivao slabo i umjereno pozitivan intenzitet imunohistokemijske
reakcije na protein TLR4. Takoder, u invazivnoj fronti ovih tumora uofena je negativna
imunohistokemijska reakcija na protein TLR4 u ve¢em broju uzoraka u odnosu na stabilne tumore
(Tablica 8; Slika 23).
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Tablica 8. Ekspresija proteina TLR4 u sredistu (T1) i invazivnoj fronti (T2) sporadic¢nih tumora

debelog crijeva podijeljenih u podskupine s obzirom na prisutnost mikrosatelitnih nestabilnosti

MSI i EMAST.
Intenzitet ekspresije proteina TLR4

MSI/EMAST 0, n (%) 1, n (%) 2, n (%) 3, n (%) p
MSS/EMAST-S
T1 1(2,9) 4(11,4)  11(314) 19(543) 0,002+
T2 1(4,0) 15 (60,0) 7 (28,0) 2 (8,0)
MSS/EMAST-L
T1 2(11,1) 3 (16,7) 6 (33,3) 7 (38,9) 0,103
T2 0 (0,0) 9 (52,9) 4 (23,5) 4 (23,5)
MSS/EMAST-H
T1 0 (0,0) 3(18,8) 9 (56,3) 4 (25,0) 0,065
T2 1(9,1) 6 (54,5) 4 (36,4) 0 (0,0)
MSI-H/EMAST-H
T1 3(16,7) 6 (33,3) 6 (33,3) 3(16,7) 0,672
T2 4 (36,4) 3(27,3) 3(27,3) 1(9,1)

p-vrijednosti su izracunate Fisher egzaktnim testom *P <0.05, **P < 0.01
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Takoder, u svim podskupinama tumora uo¢ili smo slabu do umjereno pozitivnu ekspresiju
proteina TLR4 u tkivu pridruZzene normalne sluznice debelog crijeva neposredno uz tumor. Slika
24 prikazuje imunohistokemijsku reakciju na protein TLR4 u epitelnim stanicama stabilnih tumora
(MSS/EMAST-S) (Slika 24A) i tumora visokonestabilnin na MSI i EMAST (MSI-H/EMAST-H)
(Slika 24B).

Slika 24. Analiza ekspresije proteina TLR4 metodom imunohistokemije u uzorcima priruzene
normalne sluznice debelog crijeva neposredno uz tumor. Prikaz reprezentativnih rezova
pridruzene normalne sluznice debelog crijeva (A) stabilnih tumora (MSS/EMAST-S) i (B) tumora
visokonestabilnih na MSI i EMAST (MSI-H/EMAST-H). Smede obojenje oznacava protein TLR4,

plavo obojenje oznacava stanicne jezgre. Povecanje 200X.
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Ekspresiju proteina TLR4 analizirali smo i u pupovima tumora (ukoliko je bilo moguce). U
svim analiziranim tumorima, uocili smo negativhu do slabo pozitivnu imunohistokemijsku

reakciju na protein TLR4 u citoplazmi tumorskih stanica pupova (Slika 25.).
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Slika 25. Analiza ekspresije proteina TLR4 metodom imunohistokemije u pupovima tumora
sporadi¢nih karcinoma debelog crijeva. Na slici je prikazan reprezentativni rez tkiva invazivnog
ruba tumora. Strelice oznacavaju pupove tumorskih stanica. Smede obojenje oznacava protein

TLR4, plavo obojenje oznacava stanicne jezgre. Povecanje 200x.
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4.4.2 Analiza ekspresije proteina TLR4 u mucinoznim adenokarcinomima debelog
crijeva
Osim u razli¢itim segmentima tumora, ekspresiju proteina TLR4 analizirali smo i u tumorskim

stanicama histoloski razli¢itih komponenti mucinoznih adenokarcinoma debelog crijeva (Slika
26A.).

Analizom imunohistokemijskog bojenja dokazali smo smjestaj ekspresije proteina TLR4 u
citoplazmama i jezgrama tumorskih stanica u obje analizirane komponente tumora. Analizom
ekspresije proteina TLR4 u mucinoznoj komponenti tumora dokazali smo dominantno pozitivnu
ekspresiju proteina TLR4 u jezgrama, dok su citoplazme tumorskih stanica bile negativne (Slika
26B). S druge strane, u citoplazmi tumorskih stanica adenokarcinomske komponente uocili smo
slabo pozitivnu ekspresiju proteina TLR4, dok je u jezgrama prevladavala umjerena do jako

pozitivna reakcija (Slika 26C).

Slika 26. Analiza ekspresije proteina TLR4 metodom imunohistokemije u mucinoznim
adenokarcinomima debelog crijeva. (A) Prikaz ekspresije proteina TLR4 u histoloski razlicitim
komponentama tumora (povecanje 200x). Prikaz ekspresije proteina TLR4 u (B) mucinoznoj
komponenti i (C) adenokarcinomskoj komponenti tumora (povecanje 400x). Smede obojenje

oznacava protein TLR4, plavo obojenje oznacava stanicne jezgre.
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4.4.3 Analiza smjestaja proteina TLR4 u tumorskim stanicama karcinoma debelog

crijeva

Budu¢i da smo, uz o¢ekivanu ekspresiju proteina TLR4 u citoplazmi tumorskih stanica, u
vec¢ini analiziranih uzoraka tumora uocili i pozitivnu imunohistokemijsku reakciju u jezgrama

tumorskih stanica (Slika 27A), zeljeli smo detaljnije ispitati smjestaj proteina TLR4 u stanicama.

Smjestaj proteina TLR4 analizirali smo u trajnim linijama stanica karcinoma kolona ¢ovjeka
SW480 nakon stimulacije ligandom receptora TLR4, LPS-om. Imunocitokemijska analiza
netretirane kontrole (Slika 27B) pokazala je blago pozitivnu reakciju na protein TLR4 u citoplazmi
I na membrani tumorskih stanica. Nakon stimulacije LPS-om, u tumorskim smo stanicama uocili
pojacanu ekspresiju proteina TLR4 u jezgri, uz takoder jaci intenzitet ekspresije u citoplazmi

(Slika 27C).

Slika 27. Analiza smjestaja proteina TLR4 u citoplazmi i jezgri tumorskih stanica karcinoma
debelog crijeva. (A) Prikaz smjestaja proteina TLR4 u citoplazmi i jezgri tumorskih stanica
sporadicnog karcinoma debelog crijeva metodom imunohistokemije. Analiza smjestaja proteina
TLR4 u liniji stanica karcinoma kolona covjeka SW480 (B) prije tretmana LPS-om i (C) nakon
tretmana LPS-om metodom imunocitokemije. Strelice oznacavaju stanice s pozitivnim obojenjem
na protein TLR4 u jezgri i citoplazmi. Smede obojenje oznacava protein TLR4, plavo obojenje

oznacava stanicne jezgre. Poveéanje 1000x.
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4.4.4 Analiza ekspresije proteina TLR4 u stromi tumora sporadi¢nih karcinoma
debelog crijeva

S obzirom na to da je razina ekspresije MRNA gena TLR4 bila povec¢ana u tumorima s
nestabilnosti tipa MSI-H/EMAST-H, dok se razina proteina TLR4 nije razlikovala, Zeljeli smo ovu

nepodudarnost poblize analizirati.

U stromi invazivne fronte tumora s nestabilnosti tipa MSI-H/EMAST-H uoc¢ili smo povecanu
gusto¢u stanica s jakim intenzitetom ekspresije proteina TLR4 (Slika 28A), $to nismo vidjeli u
tumorima stabilnim na MSI i EMAST (Slika 28B). Imunohistokemijskom analizom proteina
CDX2, pokazali smo da stanice s visokom ekspresijom proteina TLR4 u stromi tumora ne

odgovaraju tumorskim stanicama (Slika 28C, D).
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Slika 28. Analiza ekspresije proteina TLR4 i CDX2 u invazivnoj fronti tumora sporadicnih
karcinoma debelog crijeva. Prikaz ekspresije proteina TLR4 i CDX2 u tumorskim stanicama |
stanicama strome (A, C) tumora visokonestabilnog na MSI i EMAST (MSI-H/EMAST-H) i (B, D)
stabilnog tumora (MSS/EMAST-S). Kvadratima je oznaceno podrucje u stromi tumora s
negativnom ekspresijom CDX2 i pojacanom ekspresijom proteina TLR4 u tumoru
visokonestabilnom na MSI i EMAST (MSI-H/EMAST-H). Povecanje 200x.
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Stoga smo na uzorcima serijskih rezova tkiva imunohistokemijskom metodom analizirali
razli¢ite populacije stanica za koje je poznato da pokazuju pojacanu ekspresiju TLR4. Analiza
biljega za tumoru-pridruzene makrofage fenotipa M1 (CD86) i fenotipa M2 (CD206) pokazala je
slabu do umjereno pozitivnu ekspresiju proteina TLR4 (Slika 29A) na stanicama CD206" u stromi
tumora (Slika 29B), dok su stanice CD86™ bile zastupljene u vrlo malom broju te na njima nismo
uocili ekspresiju proteina TLR4 (Slika 29C).

Nadalje, analizom imunohistokemijskog bojenja na biljeg plazma stanica (CD138) uocili smo
da je u stromi invazivne fronte tumora visokonestabilnih na MSI i EMAST (MSI-H/EMAST-H)
najveci udio ukupne ekspresije proteina TLR4 bio prisutan na stanicama Kkoje su, osim biljegom

CD138, i morfoloski odgovarale plazma stanicama (Slika 29D).
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Slika 29. Analiza ekspresije proteina TLR4 u stromi invazivne fronte visokonestabilnog tumora
(MSI-H/EMAST-H). Prikaz ekspresije proteina (A) TLR4, (B) CD206, (C) CD86 i (D) CD138

na stanicama u stromi tumora (povecanje 200x i 1000x).
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4.5. Analiza polimorfizma gena TLR4 u sporadi¢nim karcinomima debelog

crijeva

Kako bismo ispitali regulaciju aktivacije receptora TLR4 analizirali smo ucestalost
funkcionalnog polimorfizama gena TLR4 +896A/G koji dovodi do slabije aktivacije nizvodnog
prijenosa signala receptora TLR4. Ucestalost polimorfizma TLR4 +896A/G ispitali smo u skupini

250 oboljelih od sporadi¢nog karcinoma debelog crijeva te 250 nesrodnih zdravih kontrola.

U populaciji zdravih ispitanika 1 oboljelih od sporadicnog karcinoma kolona ucestalosti
opazenih genotipova polimorfizma TLR4 +896A/G bile su u skladu s Hardy-Weinberg

ravnotezom.

U naSem istraZivanju nije utvrdena statisti¢ki znacajna razlika u raspodjeli genotipova i alela
polimorfizma TLR4 +896A/G izmedu skupine zdravih ispitanika i skupine oboljelih od
sporadi¢nog karcinoma kolona. Takoder, u ispitivanom uzorku nismo utvrdili povezanost ovog
polimorfizama sa sklono$¢u obolijevanju od sporadicnog karcinoma kolona. Rezultati analize
ucestalosti genotipova i alela polimorfizma TLR4 +896A/G u populaciji zdravih i oboljelih
ispitanika te rezultati analize sklonosti obolijevanju od sporadi¢nog karcinoma kolona prikazani

su u Tablici 9.
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Tablica 9. Omjer vjerojatnosti za povecanu sklonost obolijevanju genotipova AG i GG i alela G
u odnosu na referentni genotip AA i alel A polimorfizma +896A/G gena TLR4 u zdravih ispitanika

i oboljelih od sporadicnog karcinoma debelog crijeva

TLR4 Zdravi Oboljeli
OR (95% CI) p

+896A/G N=250 (%) | N=250 (%)
Genotipovi
AA 211 (84,4) | 218(87,2) 1
AG 38 (15,2) 31(12,4) 1,266 (0,7630 — 2,085) | 0,6622
GG 1(0,4) 1(0,4) 1,033 (0,05415 — 16,62)
AA 211 (84,4) | 218(87,0) 1

0,4422
AG + GG 39 (15,6) 32 (12,8) 1,259 (0,7682 — 2,106)
Aleli
A 460 (92,0) | 467 (93,4) 1

0,4660
G 40 (8,0) 33(6,6) 1,231 (0,7650 — 1,955)

p-vrijednosti su izracunate Fisher egzaktnim testom

Analizu polimorfizma +896A/G proveli smo i u skupini oboljelih ispitanika ¢ije smo
sporadicne tumore debelog crijeva prethodno podijelili u podskupine prema prisutnosti
mikrosatelitnih nestabilnosti MSI 1 EMAST. Raspodjela 1 ucestalost genotipova 1 alela
polimorfizma +896A/G gena TLR4 prikazani su u Tablici 10.
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Tablica 10. Ucestalost genotipova i alela polimorfizma +896A/G gena TLR4 u oboljelih od
sporadicnih karcinoma kolona ¢iji tumori su podijeljeni u podskupine s obzirom na prisutnost

mikrosatelitnih nestabilnosti MSI i EMAST

Mikrosatelitna nestabilnost

TLR4 MSS/ MSS/ MSS/ MSI-H/ 0
+896A/G EMAST-S EMAST-L EMAST-H EMAST-H

N=161 (%) N=53 (%) N=16 (%) N=18 (%)
Genotipovi
AA 135 (83,9) 50 (94,3) 14 (87,5) 17 (94,4)
AG 25 (15,5) 3(5,7) 2 (12,5) 1(5,6) 0,540
GG 1(0,6) 0 (0,0) 0 (0,0) 0 (0,0)
Aleli
A 295 (91,6) 103 (97,2) 30 (93,8) 35 (97,2) 0177
G 27 (8,4) 3(2,8) 2 (6,3) 1(2,8)

p-vrijednosti su izracunate Fisher egzaktnim testom

Budu¢i da se ucestalosti genotipova 1 alela ispitivanog polimorfizma nisu znacajnije
razlikovale izmedu pojedinih podskupina oboljelih (Tablica 10), usporedili smo ucestalost
polimorfizma +896A/G izmedu skupine zdravih ispitanika te oboljelih ispitanika Cije smo
sporadi¢ne tumore kolona prethodno klasificirali kao EMAST-stabilne (EMAST-S) ukoliko nisu
pokazivali nestabilnost u niti jednom ispitivanom tetranukleotinom biljegu i EMAST-nestabilne
(EMAST-N) ukoliko je nestabilnost dokazana u jednom ili viSe tetra-nukleotidnih biljega. Analiza
ucestalosti genotipova i alela polimorfizma TLR4 +896A/G u populaciji zdravih ispitanika te
ispitanika oboljelih od EMAST-stabilnih i EMAST-nestabilnih sporadi¢nih tumora kolona

prikazana je u Tablici 11.

Analizom polimorfizma +896A/G nismo dokazali statisticki znacajnu razliku u raspodjeli

genotipova i alela ispitivanog polimorfizma izmedu skupine zdravih kontrola i skupine ispitanika
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oboljelih od EMAST-stabilnih sporadi¢nih karcinoma kolona. Takoder, nismo utvrdili povezanost
ovog polimorfizma, odnosno njegovih genotipova i alela, sa sklono$¢u obolijevanju od EMAST-

stabilnih karcinoma kolona.

U skupini ispitanika oboljelih od EMAST -nestabilnih sporadi¢nih karcinoma kolona nismo
dokazali znacajnu razliku u ucestalosti pojedinih genotipova ispitivanog polimorfizma u odnosu
na kontrolnu skupinu (p=0,102). U nasem uzorku oboljelih od EMAST-nestabilnih sporadi¢nih
karcinoma kolona nije bilo nosioca varijantnog homozigotnog genotipa GG, dok je u kontrolnoj
skupini i skupini oboljelih od EMAST-stabilnih karcinoma kolona zabiljezen po jedan nosioc.

Medutim, u odnosu na skupinu zdravih kontrola, u skupini oboljelih od EMAST-nestabilnih
sporadi¢nih karcinoma debelog crijeva dokazali smo znadajno manju ucestalost nosioca
genotipova AG+GG, odnosno nosioca varijantnog alela G povezanog sa slabijom aktivacijom
receptora TLR4 (p=0,037). Takoder, analiza je pokazala da nosioci varijantnog alela G imaju 2,5
puta manju vjerojatnost za razvoj EMAST-nestabilnih sporadi¢nih karcinoma debelog crijeva u

odnosu na nosioce divljeg tipa alela A (Tablica 11).
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Tablica 11. Omjer vjerojatnosti za poveéanu sklonost obolijevanju genotipova AG i GG i alela G u odnosu na referentni genotip AA i

alel A polimorfizma +896A/G gena TLR4 u zdravih ispitanika i oboljelih od EMAST-negativnog i EMAST-pozitivnog sporadicnog

karcinoma debelog crijeva

TLR4 Zdravi EMAST-S EMAST-N
OR (95% CI) p OR (95% CI) P
+896A/G N=250 (%) | N=161 (%) N=89 (%)
Genotipovi
AA 211 (84,4) | 135(83,9) 1 83 (95,4) 1
AG 38 (15,2) 25 (15,5) 0,972 (0,5695 — 1,668) 0.947 6 (6,9) 2,491 (1,020 — 5,745) 0,102
GG 1(0,4) 1(0,6) 0,639 (0,03354 - 10,32) 0 (0,0) 1,184 (0,047 — 29,368)
AA 211 (84,4) | 135(83,9) 1 83 (95,4) 1
AG+GG 39 (15,6) 26 (16,1) 0,959 (0,5701 —1,617) 0,890 6 (6,9) 2,557 (1,052 - 5,884) | 0,044*
Aleli
A 460 (92,0) | 295 (91,6) 1 172 (98,9) 1
G 40 (8,0) 27 (8,4) 0,950 (0,5796 — 1,571) 0,896 6 (3,4) 2,493 (1,080 — 5,569) | 0,037*

EMAST-S oznacava oboljele s EMAST-stabilnim tumorima; EMAST-N oznacava oboljele s EMAST-nestabilnim tumorima

p-vrijednosti su izracunate Fisher egzaktnim testom *P <0.05

94



4.6 Analiza ekspresije miR-375-3p u sporadi¢nim karcinomima debelog
crijeva

Kako bismo ispitali regulaciju ekspresije proteina TLR4, u ovom smo istraZivanju analizirali

razinu ekspresije negativnog regulatora gena TLR4, miR-375-3p.

U odnosu na normalnu sluznicu (p=0,552), u tkivu tumora smo uocili trend povezanosti
izmedu poviSene ekspresije MRNA gena TLR4 i smanjene ekspresije miR-375-3p (p=0,129), no

rezultat nije bio statisticki znacajan (Slika 30).

0.0020- ]
Normalna sluznica

. -~ Tumor
(]
0.0015-

TLR4 2°4Ct

0.0000 T

mir-375-5p 2°4¢t

Slika 30. Analiza korelacije izmedu ekspresije miR-375-3p i ekspresije specificne mRNA gena
TLR4 u tumoru i normalnoj sluznici debelog crijeva. Razina ekspresije mir-375-3p i specificne
mRNA gena TLR4 odredena je metodom kvantitativnog PCR-a u stvarnom vremenu. KruZici
oznacavaju vrijednosti ekspresije miR-375-3p i specificne mRNA gena TLR4 u uzorcima
tumorskog tkiva i normalne sluznice debelog crijeva. 24" oznacava ekspresiju ispitivanog gena

normaliziranog prema ekspresiji endogene kontrole miR-16-5p.
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Nadalje, ekspresiju miR-375-3p ispitali smo i u podskupinama tumora stratificiranim s
obzirom na mikrosatelitne nestabilnosti MSI i EMAST (Slika 31).

Uzorak iz srediSta tumora stabilnih na MSI i EMAST pokazivao je trend prema nizoj razini
ekspresije miR-375-3p u odnosu na pripadajuéu normalnu sluznicu debelog crijeva, medutim

razlika nije bila statisticki znacajna (p=0,088).

Nismo dokazali zna¢ajnu razliku u razini ekspresije miR-375-3p izmedu tumora i pridruZzene
normalne sluznice debelog crijeva u podskupini tumora s nestabilnosti tipa EMAST-H (p=0,428)
te tumorima visokonestabilnim na MSI i EMAST (MSI-H/EMAST-H) (p=0,823).
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Slika 31. Razina ekspresije miRNA miR-375-3p odredena metodom kvantitativnog PCR-a U
stvarnom vremenu u uzorcima sporadic¢nih tumora debelog crijeva podijeljenih u podskupine s
obzirom na prisutnost mikrosatelitnih nestabilnosti MSI i/ili EMAST. N, pridruzena normalna
sluznica udaljena 15 cm od ruba tumora, T, tumor. Prikazane su prosjecne vrijednosti ekspresije
za svaku podskupinu uzoraka. Naznacena je srednja vrijednost i srednja vrijednost standardne
pogreske svake skupine. 24" oznacava ekspresiju ispitivanog gena normaliziranog prema

ekspresiji endogene kontrole miR-16-5p. Statisticka analiza provedena je pomocu t-testa.
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5. RASPRAVA

Karcinom debelog crijeva, s obzirom na stalni porast njegove ucestalosti, predstavlja jedan od
vodecih zdravstvenih problema u zemljama razvijenog svijeta [291]. Tumorigeneza sporadi¢nog
karcinoma debelog crijeva zapocinje nakupljanjem mutacija u onkogenima i tumor supresorskim
genima, te u viSe od 85 % slucajeva prati stupnjeviti slijed preobrazbe normalne sluznice kolona
preko adenoma do zlo¢udnog invazivnog karcinoma, poznat kao put kromosomske nestabilnosti
[292]. U priblizno 15 % slucajeva karcinom debelog crijeva razvija se kao posljedica neispravnog
sustava popravka MMR te se takvi tumori odlikuju specificnim klini¢ko-patoloskim
karakteristikama, poput pojacane unutartumorske infiltracije limfocitima i bolje klinicke prognoze
s duljim prezivljenjem oboljelih [293]. S druge strane, sporadi¢ni karcinomi kolona koji pokazuju
drugi tip mikrosatelitne nestabilnosti - EMAST, pokazuju drugacija klinicko-patoloska svojstva,
te su povezani s brzim napredovanjem tumorske bolesti i krac¢im prezivljenjem u oboljelih [294].
S napretkom u razumijevanju unutartumorskog upalnog okolisa u karcinomu debelog crijeva,
pokazalo se da su tijek razvoja karcinoma s visokom ucestalosti mikrosatelitne nestabilnosti, ali i

prognoza u oboljelih, usko povezani s prirodom upalnog odgovora u tumoru [295].

Kroni¢na upala je dobro poznat ¢imbenik rizika za nastanak tumora. Novija su istrazivanja
pokazala povezanost izmedu kroni¢ne upale i signalnog puta receptora TLR u nastanku i
napredovanju zlocudnih tumora [296]. Receptor TLR4 jedan je od glavnih medijatora upale u
sluznici debelog crijeva, a pojacana ekspresija ovog receptora Cesto je prisutna u karcinomima
debelog crijeva [297]. Iako je pokazano da povecana aktivnost signalnog puta receptora TLR4
moze doprinijeti nastanku i napredovanju karcinoma debelog crijeva [298], vecina dosadasnjih
saznanja temeljena je na istrazivanjima karcinoma kolona nastalih kao posljedica upalnih bolesti
crijeva. Unatoc bioloskoj slicnosti sa sporadi¢nim karcinomom kolona, karcinomi kolona povezani

s upalnim bolestima crijeva dijele drugaciji genetski i upalni put nastanka i napredovanja [299].

Stoga smo u ovom doktorskom radu po prvi put istrazili i opisali ekspresiju i funkciju
receptora TLR4, kao i potencijalnu regulaciju aktivacije receptora TLR4 te ekspresije gena TLR4,
U podskupinama sporadi¢nih karcinoma kolona definiranim s obzirom na ucestalost
mikrosatelitnih nestabilnosti MSI 1/ili EMAST. Ukratko, naSi su rezultati pokazali razli¢itost
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ekspresije mRNA i proteina TLR4 ovisno o prisutnosti mikrosatelitnih nestabilnosti MSI i
EMAST, pri ¢emu ekspresija proteina TLR4 u tumoru obrnuto korelira s visokom ucestalosti
nestabilnosti MSI i EMAST. Dok je u stabilnim tumorima (MSS/EMAST-S) ekspresija mRNA i
proteina TLR4 bila znacajno viSa u srediS§tu tumora u odnosu na invazivnu frontu, u
visokonestabilnim tumorima (MSI-H/EMAST-H) smo taj rezultat vidjeli samo na razini mRNA,
ali ne i na razini proteina TLR4. Medutim, dokazali smo da je takva nepodudarnost u podskupini
visokonestabilnih tumora (MSI-H/EMAST-H) rezultat obilne unutartumorske infiltracije
limfocitima te da visoka ekspresija mMRNA i proteina TLR4 dominantno potjece od plazma stanica
u stromi invazivnog ruba tumora. U ovom istraZivanju pokazujemo da bi receptor TLR4 mogao
imati znacajniju ulogu u nastanku sporadi¢nih tumora debelog crijeva koji nastaju putem
kromosomske nestabilnosti, nego u tumorima visokonestabilnim na MSI i EMAST. Takoder,
moguce je da smanjena ekspresija TLR4 u tumorskim stanicama, uz povecanu ekspresiju TLR4 u
stromi tumora visokonestabilnih na MSI i EMAST, predstavlja dodatni mehanizam koji doprinosi

povoljnijoj prognozi u oboljelih od ovih zlo¢udnih tumora.

U naSem smo istrazivanju ispitivane uzorke tumora podijelili u ¢etiri podskupine s obzirom
na prisutnost mikrosatelitne nestabilnosti tipa MSI i mikrosatelitne nestabilnosti tipa EMAST u
tumoru. Najzastupljenija je bila podskupina tumora stabilnih na MSI i EMAST (MSS/EMAST-S,
63,3 %) te podskupina tumora niskonestabilnih na EMAST (MSS/EMAST-L, 21,2 %). lako je
nestabilnost tipa EMAST u karcinomu debelog crijeva prvi put opisana u povezanosti s MSI-L
tumorima [294], u nasoj analizi grupu oboljelih s MSI-L tumorima ¢inilo je svega 1,6 % ukupnog
ispitivanog uzorka uzorka pri ¢emu pretpostavljamo da su u naSem istraZivanju nestabilnosti u ova
Cetiri uzorka vjerojatno rezultat spontane tumorigeneze u mikrosatelitnim ponavljanjima.
Medutim, treba uzeti u obzir da istraZzivanja ukazuju na slabiju osjetljivost dinukleotidnih biljega
u detekciji nestabilnosti tipa MSI [300] i da bi analiza panela od tri mononukleotidna biljega mogla
znacajno utjecati na detekciju ove skupine tumora [301]. Stoga smatramo da bi niska ucestalost
tumora s MSI-L u naSem istrazivanju takoder mogla biti rezultat nedovoljne osjetljivosti
analiziranih mikrosatelitnih biljega te da bismo upotrebom §ireg panela mononukleotidnih biljega

identificirali ve¢i broj tumora s MSI-L. S obzirom na to da je pokazana vaznost analize
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mononukleotidnih biljega u analizi tumora s MSI-L [301], moguce je da ovaj tip nestabilnosti

predstavlja prijelazni fenotip izmedu stabilnih tumora i tumora s MSI-H.

S druge strane, naSi su rezultati pokazali prisutnost visoke ucestalosti nestabilnosti tipa
EMAST u svim tumorima s MSI-H. lako se do nedavno smatralo da tumori koji pokazuju visoke
ucestalosti nestabilnosti tipa MSI i tipa EMAST predstavljaju zasebne molekularne podskupine
karcinoma debelog crijeva [294], rezultati novijih istrazivanja, uklju¢ujudi i naSe, upucuju na to
da se nestabilnost tipa MSI-H vrlo rijetko pojavljuje zasebno te vec¢inom korelira s visokom
ucestaloscu nestabilnosti tipa EMAST [302].

U naSem istrazivanju, ucestalost nestabilnosti tipa MSI-H/EMAST-H dokazana je u 7,2 %, a
ucestalost nestabilnosti samo tipa EMAST-H tipa nestabilnosti u 6,4 % tumora, §to je u skladu s
najnovijim istrazivanjem provedenim na vise od 1000 oboljelih od sporadi¢nog karcinoma debelog
crijeva u kojemu je ucestalost mikrosatelitnih nestabilnosti MSI i EMAST bila znacajno manja u
odnosu na ranija istrazivanja [303]. Prethodno je pokazano da su tetranukleotidna mikrosatelitna
ponavljanja podloznija nakupljanju spontanih mutacija u odnosu na kra¢a ponavljanja [304], zbog
cega nekoliko istrazivanja ukazuje na to da bi nestabilnost tipa EMAST mogla biti pokazatel;
spontane mutageneze [294]. Biogeneza nestabilnosti tipa EMAST u tumorima povezana je s
drugacijim mehanizmom nastanka u odnosu na MSI-H, a ukljucuje reverzibilnu promjenu
smjeStaja proteina MSH3 iz jezgre u citoplazmu te posljedicni gubitak njegove funkcije u
popravku duzih ponavljanja. Stoga smatramo da bi sam fenotip EMAST-H mogao prethoditi
nastanku nestabilnosti u mono- i dinukleotidnim ponavljanjima, s obzirom na to da nasi rezultati
pokazuju kako je u MSI-H tumorima prisutno potpuno preklapanje oba tipa nestabilnosti. Podaci
o ucestalosti mikrosatelitnih nestabilnosti MSI-H i EMAST-H u karcinomima debelog crijeva
mikrosatelitnih biljega. Osim toga, nekoliko istrazivanja pokazuje da na ucestalost nestabilnosti u

specificnim mikrosatelitnim ponavljanjima moze utjecati i podrijetlo ispitanika [305-307].

U posljednjih deset godina postalo je jasnije da se razlike u klinickom ishodu karcinoma
debelog crijeva mogu samo djelomi¢no objasniti razlikama u biologiji tumora te da karcinom
kolona predstavlja vrlo heterogenu bolest koja ¢esto pokazuje svojstva razliitih puteva razvoja.

Stoga sve veci broj istrazivanja potice analizu molekularnih podskupina tumora i njihovu primjenu
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u predvidanju prognoze i planiranju lije¢enja oboljelih od karcinoma kolona. Klasifikacija koja
obuhvaca Cetiri podskupine karcinoma kolona, nazvana klasifikacija CMS (od engl. Consensus
molecular subtype), nastala je analizom ekspresijskih profila tumora i trenutno predstavlja jednu
od najdetaljnije opisanih molekularnih klasifikacija karcinoma debelog crijeva [308]. U kontekstu
ove klasifikacije, karcinomi debelog crijeva s mikrosatelitnom nestabilnosti tipa MSI, pove¢anom
stopom mutacija te pojacanom unutartumorskom infiltracijom limfocitima T pripadaju skupinu
CMS1, dok karcinomi kolona s mikrosatelitnom nestabilnosti tipa EMAST nisu uvrsteni u ovu
klasifikaciju [294]. Medutim, na$i rezultati pokazuju podskupinu tumora s preklapanjem
mikrosatelitnih nestabilnosti MSI i EMAST, kao i postojanje tumora s nestabilnosti tipa EMAST-
L. lako neki autori opisuju tumore s nestabilnosti tipa EMAST-L kao stabilne, nedavno istrazivanje
pokazuje povezanost izmedu tumora s EMAST-L i losije prognoze u oboljelih od karcinoma
debelog crijeva [301]. Uz to, visoka zastupljenost tumora s nestabilnosti tipa EMAST-L u naSoj
ispitivanoj populaciji upucuje na to da bi detaljnija karakterizacija tumora s ovim tipom

nestabilnosti mogla imati vazan klini¢ki znacaj.

U naSem je istrazivanju podskupina tumora visokonestabilnih na MSI i EMAST (MSI-
H/EMAST-H), u odnosu na sve druge podskupine, bila u korelaciji s tumorima veéim od 5 cm,
smjeStajem u desnom kolonu, poveéanom prisutnosti mucinozne komponente, te vecom
prisutnosti obilnog unutartumorskog infiltrata, $to je u suglasju s rezultatima drugih istrazivanja
[309]. Visoka imunogeni¢nost tumora s mikrosatelitnom nestabilnosti tipa MSI-H danas
predstavlja temelj u terapiji ovih karcinoma. Stovise, novije istraZivanje pokazuje da su sporadi¢ni
karcinomi debelog crijeva koji pokazuju visoku ucestalost oba tipa mikrosatelitne nestabilnosti
(MSI-H i EMAST) povezani sa znacajno duljim prezivljenjem [309]. Do sada nije poznato postoji
11 veza izmedu nestabilnosti tipa EMAST 1 imunogeni¢nosti tumora, no moguce je da istovremena
prisutnost nestabilnosti u mono-, di- i tetranukleotidima dovodi do povecane stope mutacija,

rezultirajuci pojaCanom sintezom neoantigena koji snazno poti¢u imunosni odgovor.

Izrazena unutartumorska heterogenost predstavlja jedan od glavnih izazova u podrucju
personalizirane onkologije. Nedavna istrazivanja temeljena na sekvenciranju viSe razlicitih
segmenata tumora debelog crijeva pokazuju da svaki tumor u prosjeku posjeduje 75 razlicitih

mutacija, od Cega je svega 15 mutacija kljuénih za nastanak karcinoma kolona [310].
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Unutartumorska heterogenost povezana je s metastaziranjem i rezistencijom na terapiju u oboljelih
od karcinoma debelog crijeva [311]. Tako je u slu¢aju gena KRAS neophodno analizirati prisutnost
somatske mutacije u razli¢itim segmentima tumora, kako bi se predvidjela rezistencija na anti-
EGFR terapiju u oboljelih [311]. S obzirom na prognosticki i terapijski znacaj mikrosatelitne
nestabilnosti tipa MSI-H te potencijalnu primjenu nestabilnosti tipa EMAST u prognozi i praéenju
oboljelih od sporadi¢nog karcinoma kolona, u nasem smo istrazivanju, upotrebom metode
mikrodisekcije tumorskog tkiva, zeljeli ispitati prisutnost mikrosatelitnih nestabilnosti MSI i
EMAST u viSe razli¢itih segmenata tumora i tumoru pridruzene normalne sluznice. Nasi su
rezultati pokazali da su oba tipa mikrosatelitne nestabilnosti prisutna u svim segmentima
visokonestabilnih tumora, ukljucujuéi srediste i invazivnu frontu tumora. Osim toga, u naS§em smo
istrazivanju po prvi puta analizirali profil mikrosatelitnih nestabilnosti MSI 1 EMAST u stanicama
pridruzene normalne sluznice udaljene do 15 c¢cm od ruba tumora te histoloski promijenjene
sluznice debelog crijeva neposredno uz rub tumora. Naime, ¢esto se zbog nedostatka uzoraka
normalne sluznice debelog crijeva zdravih pojedinaca, kao zdrava kontrola u analizi tumora Koristi
pridruzena normalna sluznica udaljena do 15 cm od ruba tumora. Medutim, novija istrazivanja
ukazuju na sli¢nosti u ekspresijskom profilu izmedu pridruzene normalne sluznice i samog tumora
[312], stoga se postavlja pitanje predstavlja li uzorak tumoru pridruzene normale primjerenu
kontrolu u analizi tumora. Nasi su rezultati pokazali da mikrosatelitne nestabilnosti MSI i EMAST
nisu prisutne u tkivu tumoru pridruZene normalne sluznice debelog crijeva, a nismo ih dokazali
niti u histoloski promijenjenim normalnim stanicama neposredno uz sam rub tumora. Ovi rezultati
potvrduju da su mikrosatelitne nestabilnosti MSI i EMAST u sporadi¢nim tumorima debelog
crijeva iskljucivo svojstvene tumorskim stanicama. Izgled stanica normalne sluznice u samom
rubu tumora ukazuje na to da je u njima doslo do histoloSke promjene, no moguce je da nasa
metoda nije pokazala dovoljnu osjetljivost za takve promjene. Nadalje, analizom mikrodisekcija
dokazali smo prisutnost heterogenosti u obrascu mikrosatelitne nestabilnosti tipa MSI koja se
oCitovala razlikama u veli€ini 1 broju mikrosatelitnih alela identificiranih u razli¢itim segmentima
tumora, dok isto nismo uocili u analizi mikrosatelitne nestabilnosti tipa EMAST. lako rezultati
ranijih istraZivanja takoder opisuju nakupljanje novih mikrosatelitnih alela u razli¢itim uzorcima
tumora s nestabilnosti tipa MSI [313], u njima je analiza provedena na manjem broju razli¢itih

uzoraka tumorskog tkiva za koje nije definirano iz kojeg segmenta tumora su uzorkovani. U naSem
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je istrazivanju po prvi put mikrosatelitna nestabilnost opisana u samom rubu tumora gdje smo
dokazali heterogenost u odnosu na tkivo sredista i invazivne fronte tumora. Svi ovi rezultati
upucuju na postojanje supklonova stanica s razli¢itim promjenama u MSI-nestabilnim

mikrosatelitnim lokusima ili s razli¢itim profilom mikrosatelitske nestabilnosti tipa MSI.

Mucinozni adenokarcinomi jedinstvena su histoloSka varijanta adenokarcinoma debelog
crijeva karakterizirana s vise od 10 % stanica s unutarstani¢nim mucinom te obilnom
izvanstanicnom mucinoznom komponentom koja moze zahvacati vise od 50 % volumena tumora.
Poznato je da ovi karcinomi pokazuju razlicit profil mutacija u odnosu na klasi¢ne adenokarcinome
debelog crijeva te su ucestalije povezani s nestabilnosti tipa MSI-H [314]. S obzirom na to da smo
u ovom istrazivanju imali uzorke mucinoznih adenokarcinoma s jasno ograni¢enom mucinoznom
I adenokarcinomskom komponentom, zanimalo nas je postoje li razlike u distribuciji i
heterogenosti mikrosatelitnih nestabilnosti MSI i EMAST izmedu ovih histoloski razli¢itih
segmenata tumora. Analizom mikrodisekcija nismo dokazali razlike u prisutnosti i obrascu
mikrosatelitnih nestabilnosti MSI 1 EMAST izmedu razli¢itih komponenti tumora $to ukazuje na
to da mucinozna diferencijacija nije povezana s prisutnosti mikrosatelitnih nestabilnosti tipa MSI
i EMAST. Osim toga, klju¢nu ulogu u razvoju mucinoznih adenokarcinoma ima disregulacija
signalnog puta EGFR, najvecim dijelom uslijed mutacija u genima BRAF i KRAS, §to za posljedicu
ima slabiji odgovor na anti-EGFR terapiju u oboljelih s mucinoznim adenokarcinomima debelog
crijeva [315]. Stoga smatramo da bi valjalo ispitati prisutnost mutacija u histoloski razli¢itim
segmentima mucinoznih adenokarcinoma kako bi utvrdili postoji li razlika u njihovoj distribuciji,

kao i utjecaj na diferencijaciju ovih tumora.

Uz nestabilnost genoma, upalni odgovor u tumoru ima klju¢nu ulogu u razvoju i napredovanju
sporadi¢nih karcinoma debelog crijeva. Medutim, lokalni imunosni odgovor, 0sobito u invazivnoj
fronti tumora, povezan je s duljim prezivljenjem u oboljelih od karcinoma debelog crijeva[316]. S
obzirom na to da je upala u sluznici kolona primarno povezana s pojatanom aktivacijom receptora
TLR4 na stanicama epitela, u ovom istrazivanju je razina ekspresije mRNA gena TLR4 ispitana u
uzorcima pridruzene normalne sluznice udaljene 15 cm od ruba tumora te u uzorcima iz sredista i
invazivne fronte tumora sporadi¢nih karcinoma debelog crijeva. Nasi rezultati pokazali su da je

razina ekspresije specificne mRNA gena TLR4 bila znacajno visa u srediStu tumora u odnosu na

102



pridruzenu normalnu sluznicu udaljenu 15 cm od ruba tumora, dok izmedu tkiva sredi$ta i tkiva
invazivne fronte tumora nije bilo razlike. Sussman i suradnici su, koriste¢i metode in silico, takoder
pokazali povisenu ekspresiju mRNA gena TLR4 u sporadi¢nim tumorima debelog crijeva [309].
Za razliku od njih, mi smo u ovom istrazivanju ekspresiju mRNA TLR4 ispitali izravno u tkivima
dva razliCita segmenta tumora te smatramo da nasi rezultati prikazuju objektivniju sliku ekspresije

MRNA TLR4 u sporadi¢nim tumorima debelog crijeva.

S obzirom na to da mi u ovom radu po prvi puta usporedujemo podskupine sporadi¢nih
karcinoma kolona, dokazali smo da je u stabilnim tumorima razina mRNA gena TLR4 bila
znacajno viSa u tumorskim tkivima srediSta i invazivne fronte tumora u odnosu na normalnu
sluznicu. U odnosu na stabilne tumore, tumori s nestabilnosti tipa EMAST-H (MSS/EMAST-H)
nisu pokazivali razliku u razini ekpresije MRNA TLR4 izmedu normalne sluznice i tumorskih
tkiva. S druge strane, ekspresija mMRNA TLR4 u tkivu normalne sluznice ovih tumora bila je visa
u odnosu na ekspresiju u normalnoj sluznici stabilnih tumora. lako je pokazano da je IL-6 jedan
od glavnih pokretaca za nastanak nestabilnosti tipa EMAST-H u karcinomima kolona[309], nema
mnogo podataka o povezanosti ovog tipa nestabilnosti s klju¢nim aktivatorima lu¢enja IL-6, poput
signalnog puta receptora TLR4. Nasi rezultati po prvi put pokazuju povezanost izmedu
nestabilnosti tipa EMAST-H i ekspresije mMRNA TLR4, sugeriraju¢i da bi pojacan proupalni
odgovor u udaljenoj normalnoj sluznici debelog crijeva mogao imati vaznu ulogu u patogenezi
karcinoma kolona s nestabilnosti EMAST-H. Sli¢an porast ekspresije mRNA TLR4 uocili smo i u
normalnoj sluznici visokonestabilnih tumora (MSI-H/EMAST-H), ali nije bio zna¢ajan. U odnosu
na sve ostale podskupine tumora, u ovim je tumorima razina mMRNA TLR4 u tkivu invazivne fronte
tumora bila znacajno vi$a nego u sredistu tumora i pridruzenoj normalnoj sluznici. Do sada je, na
manjem broju uzoraka te primjenom metoda in silico i ex vivo, pokazana smanjena ekspresija
MRNA TLR4 u tumorima debelog crijeva s nestabilnosti tipa MSI-H u odnosu na stabilne tumore
[297]. Takoder, Scarpa i suradnici su na uzorku od 63 oboljela od karcinoma kolona pokazali da
je smanjena razina ekspresie mRNA TLR4 u izravnoj korelaciji s hipermetilacijom gena
MLH1[317]. S obzirom na to da su u naSem radu svi tumori s MSI-H ujedno pokazivali i visoku

ucestalost nestabilnosti tipa EMAST (EMAST-H), tesko ih je usporediti s rezultatima drugih
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istrazivanja. Medutim, u sredi$tu tumora visokonestabilnih na MSI-H/EMAST-H uocili smo nesto

nizu ekspresiju mRNA TLR4 u odnosu na stabilne tumore.

Jedan od nedostataka analize ekspresije mRNA u tumorskim tkivima je to §to dobiveni rezultat
proizlazi iz heterogenog unutartumorskog mikrookolisa koji osim tumorskih stanica, obuhvaca i
stanice strome. Razlika u ekspresiji izmedu pojedinih komponenti tumora osobito je vazna u
kontekstu karcinoma kolona, budu¢i da signali koji poti¢u rast 1 invaziju tumora mogu potjecati
od tumorskih stanica, kao i od stanica strome. Kako bismo potvrdili razlike dobivene u
ekspresijskom profilu mRNA gena TLR4, u ovom smo istrazivanju odredili i razinu proteina TLR4
u tkivu pridruZzene normalne sluznice te tkivima sredi$ta tumora i invazivne fronte tumora u
podskupinama tumora. Budu¢i da TLR4 mozZe biti eksprimiran i na tumorskim i na imunosnim
stanicama, razinu proteina TLR4 odredili smo imunohistokemijski, pri ¢emu smo mogli analizirati

ekspresiju TLR4 u tumorskim stanicama, kao i njegov smjestaj u stanici.

Suprotno istrazivanju Paarnio i suradnika [318], u naSem sSmo istrazivanju pokazali negativnu
i relativno slabu ekspresiju proteina TLR4 u stanicama epitela pridruzene normalne sluznice
udaljene 15 cm od ruba tumora. S obzirom na to da u istrazivanju Paarnia i suradnika nije navedeno
radi li se o uzorcima udaljene ili histoloski normalne sluznice smjestene neposredno uz rub tumora,
tesko je rezultate usporediti s rezultatima naseg istrazivanja. Poznato je da ekspresija proteina
TLR4 u normalnoj sluznici kolona podlijeZe strogim mehanizmima regulacije, ukljucujuéi i
metilaciju gena TLR4 [319]. Budu¢i da je takva regulacija neophodna kako bi se sprijecila
kontinuirana aktivacija TLR4 od strane komenzalnih mikroorganizama, smatramo da su nasi
rezultati u skladu s o¢ekivanim. Vecina tumora u nasem istrazivanju pokazala je umjerenu i jaku
ekspresiju proteina TLR4, §to je u suglasju s dosada$njim istrazivanjima [224, 320]. No, za razliku
od drugih autora [321], mi smo pokazali da je povecana ekspresija proteina TLR4 u tumoru bila
znacajno povezana sa smjestajem tumora u lijevom kolonu, te da nije znac¢ajno povezana sa dobi

i spolom oboljelih.

Imunohistokemijskom analizom pokazali smo smjestaj proteina TLR4 u citoplazmi i jezgri
tumorskih stanica vecine analiziranih tumora. Budué¢i da ovo opazanje nije bilo u skladu s
o¢ekivanim smjeStajem proteina TLR4, ispitali smo ga in vitro te potvrdili da stimulacija linije

stanica karcinoma kolona ¢ovjeka LPS-om, uz pojacanu ekspresiju proteina TLR4 u citoplazmi,
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rezultira i njegovom ekspresijom u jezgri. lako je internalizacija membranskog kompleksa TLR4-
LPS normalan odgovor stanica na aktivaciju receptora, nema mnogo podataka o smjestaju i
potencijalnoj funkciji ovog receptora u jezgri. Do sada je nuklearni smjestaj proteina TLR4
pokazan u stanicama karcinoma gusterace [322] i fibroblasta roznice ¢ovjeka [323], dok je u
stanicama glioblastoma pokazano da nuklearni protein TLR4 poti¢e ekspresiju gena UNG (od engl.
uracil DNA glycosylase), FEN1 (od engl. flap structure-specific endonuclease 1) i rekombinaze
RADS51, koji su ukljuéeni u popravak DNA [324]. Budu¢i da navedeni rezultati imaju snazne
implikacije u razumijevanju karcinoma kolona s disfunkcijom MMR sustava za popravak DNA,
smatramo da naSe istrazivanje predstavlja ¢vrsti temelj za daljnje ispitivanje uloge nuklearnog

TLR4 u stanicama karcinoma kolona.

Imunohistokemijskom analizom adenokarcinoma s mucinoznom komponentom utvrdili smo
da postoji razlika u distribuciji proteina TLR4 u ovim tumorima. Naime, u odnosu na tumorske
stanice adenokarcinomske komponente u kojima je TLR4 pokazivao slab do umjeren intenzitet
ekspresije u jezgri i citoplazmi, u tumorskim stanicama s obilnom mucinoznom komponentom
ekspresija proteina TLR4 bila je prisutna samo u jezgrama uz citoplazmu negativnu na ispitivani
protein. Premda dosadasnja istrazivanja ukazuju na povezanost mucinoznih adenokarcinoma
debelog crijeva s negativnom ekspresijom TLR4, mi smo u ovom radu po prvi put pokazali da je
takva negativna ekspresija specificno prisutna u mucinoznoj komponenti ovih tumora. U
istrazivanju Sodhi i suradnika pokazano je kako utiSavanje gena TLR4 u trajnoj liniji stanica epitela
crijeva rezultira pojacanom produkcijom mucina [325]. S obzirom na to da nasi rezultati podupiru
njihovo istraZivanje, moZemo pretpostaviti da bi, ina¢e homeostatska funkcija receptora TLR4,

potencijalno mogla imati ulogu u patogenezi mucinoznih adenokarcinoma.

lako smo mi, kao 1 drugi autori, pokazali da vecina sporadi¢nih tumora debelog crijeva
pokazuje relativno visoku ekspresija proteina TLR4 [224], dokazali smo da je umjerena do jaka
razina proteina TLR4 dominantno prisutna u stabilnim tumorima, dok je u tumorskim stanicama
visokonestabilnih tumora (MSI-H/EMAST-H) protein TLR4 bio znacajno slabije eksprimiran
(p=0,014). Smanjena razina proteina TLR4 u visokonestabilnim tumorima (MSI-H/EMAST-H)
donekle se moZze objasniti istraZzivanjem Scarpe i suradnika koji pokazuju da je smanjena ekspresija

gena i proteina TLR4 rezultat gubitka funkcije gena MLH1 [317]. Medutim, u nasem su
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istraZivanju svi tumori s nestabilnosti tipa MSI-H ujedno pokazivali i nestabilnost tipa EMAST-
H, $to ukazuje na to da smanjena ekspresija proteina TLR4 mozZe biti rezultat disfunkcije proteina
MLH1, ali i drugih proteina sustava MMR. Takoder, u ovom smo radu po prvi put pokazali da
stabilni tumori pokazuju pad ekspresije proteina TLR4 od srediSta prema invazivnom rubu tumora,
dok je u visokonestabilnim tumorima (MSI-H/EMAST-H) slabija ekspresija proteina TLR4 u
srediStu tumora bila podjednako odrzana i u invazivnoj fronti tumora. Paarnio i suradnici takoder
pokazuju smanjenu ekspresiju proteina TLR4 u invazivnoj fronti u odnosu na srediSte tumora,
sugeriraju¢i povezanost s metastaziranjem tumora i lo§ijim prezivljenjem u oboljelih od karcinoma
debelog crijeva [326]. Medutim, njihovi uzorci nisu bili analizirani na nestabilnosti tipa MSI i tipa
EMAST. Nasi rezultati ukazuju na to da bi povecana ekspresija proteina TLR4 mogla imati ulogu

u nastanku u stabilnih tumora, §to otvara mogucnosti za daljnja istrazivanja.

Invazivna fronta tumora debelog crijeva predstavlja dinamican proces dediferencijacije
tumorskih stanica, poznat kao EMT, ali 1 klju¢no podrucje interakcije imunosnih i tumorskih
stanica [326]. Istrazivanja upuCuju na to da upravo ravnoteza izmedu protumorskih i
protutumorskih utjecaja u invazivnoj fronti tumora kolona potencijalno ima odluc¢ujucu ulogu u
napredovanju tumora i klini¢kom ishodu bolesti [327]. U odnosu na podskupinu stabilnih tumora,
u tumorima visokonestabilnim na MSI i EMAST (MSI-H/EMAST-H) uodili smo pojacanu
ekspresiju proteina TLR4 u stromi invazivnog ruba tumora. Ovaj rezultat ukazuje na to da je
poviSena razina ekspresije mRNA TLR4 u tkivu invazivnog ruba tumora s MSI-H/EMAST-H
zapravo odraz pojacane gustoée na protein TLR4 pozitivnih stanica u stromi tumora.
Imunohistokemijskom analizom smo pokazali da je ekspresija proteina TLR4 slabog do srednjeg
intenziteta prisutna u makrofazima fenotipa M2, dok je visoka ekspresija proteina TLR4 dokazana
u plazma stanicama. Cammarota i suradnici u svojem istrazivanju sugeriraju da visoka ekspresija
proteina TLR4 u stromi tumora predstavlja potencijalni prognosticki pokazatelj napredovanja
tumora [328]. Medutim, rezultati naseg istrazivanja pokazuju da bi u visokonestabilnim tumorima
(MSI-H/EMAST-H), pojacana gustota plazma stanica pozitivnih na protein TLR4 mogla
ukazivati na specifi¢ni protutumorski imunosni odgovor. Unato¢ brojnim dokazima koji ukazuju
na vaznost unutartumorskih CD8" limfocita T u karcinomima kolona, zadnjih se nekoliko godina

pocinje prepoznavati uloga i prognosti¢ki znac¢aj unutartumorskih plazma stanica [329]. Neki su
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autori pokazali prognosti¢ki znacaj pojacane infiltracije CD8" limfocitima T ukoliko je udruzena
s pove¢anom gusto¢om plazma stanica i limfocita B [330]. Receptor TLR4 ima vaznu ulogu u
aktivaciji i sazrijevanju limfocita B te proizvodnji protutijela od strane plazma stanica [331]. S
obzirom na to da je prethodno pokazano kako su sporadi¢ni tumori debelog -crijeva
visokonestabilni na MSI i EMAST povezani sa znacajno povoljnijom prognozom u oboljelih
[309], mozemo ocekivati da bi poja¢ana infiltracija plazma stanicama pozitivnih na protein TLR4

mogla doprinijeti boljoj prognozi i duljem prezivljenju oboljelih od ovih zlo¢udnih tumora.

Osim razinom ekspresije, aktivacija receptora TLR4 moze, biti uvjetovana i polimorfizmom
u genu TLR4. Tako neka istrazivanja pokazuju da je polimorfizam A896G povezan s povecanim
rizikom za obolijevanje od gastrointestinalnih tumora [288] rezultati naseg istrazivanja, kao i
rezultati Proenca i suradnika [332], ne ukazuju na statisticki znacajnu povezanost ovog
polimorfizma s obolijevanjem od sporadicnog karcinoma debelog crijeva. Nase istrazivanje
pokazalo je povecanu ucestalost varijantnog alela (G), povezanog sa slabijom aktivacijom
receptora TLR4, u zdravih ispitanika u odnosu na oboljele od EMAST-nestabilnih tumora. S
obzirom na to da se EMAST-nestabilni tumori povezuju s upalom, ovakav rezultat ide u prilog toj
hipotezi te bi alel G polimorfizma A896G gena TLR4 mogao imati zastitnu ulogu u obolijevanju
od EMAST-nestabilnih sporadi¢nih karcinoma debelog crijeva. Osim toga, u ovom smo
istrazivanju imali vrlo nisku prisutnost homozigota GG te smatramo da bi bilo dobro prosiriti ovo
istrazivanje i ispitati utjecaj ovog polimorfizma na ve¢em broju ispitanika oboljelih od sporadi¢nog

karcinoma debelog crijeva.

Mikro RNA miR-375-3p uglavnom ima tumor-supresorsku ulogu u karcinomima kolona
[333], a pokazano je da putem izravne regulacije ekspresije gena TLR4 moze djelovati i na
regulaciju upale u sluznici debelog crijeva. U naSim uzorcima tumorskih tkiva nismo dokazali
znacajnu korelaciju izmedu ekspresije miR-375-3p i gena TLR4, iako je u tumorskim tkivima
uocen trend pada ekspresije gena TLR4 s porastom ekspresije miR-375-3p. Buduéi da se u ovom
istrazivanju ekspresijski profil gena i proteina TLR4 razlikovao u podskupinama tumora, uz
najznacajniju razliku u stabilnim tumorima, Zeljeli smo ispitati da li je takva razlika rezultat
utjecaja miR-375-3p u tumoru. U podskupinama visokonestabilnih tumora (MSS/EMAST-H i
MSI-H/EMAST-H) razina ekspresije miR-375-3p bila je podjednaka, dok smo u stabilnim
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tumorima uocili pad ekspresije miR-375-3p u tumorskom tkivu u odnosu na tumoru pridruzenu
normalnu sluznicu debelog crijeva. Dobiveni rezultat ukazuje na to da je u stabilnim tumorima i
tumorima s visokom ucestalosti nestabilnosti tipa EMAST i tipa MSI ekspresija gena i proteina
TLR4 regulirana razli¢itim mehanizmima, pri ¢emu bi ova mikroRNA mogla biti ukljuc¢ena u

regulaciju ekspresije gena i proteina TLR4 u stabilnim tumorima.

U ovom smo radu pokazali razlike u ekspresijskom profilu gena i proteina TLR4 u
sporadi¢nim karcinomima debelog crijeva podijeljenim u podskupine s obzirom na ucestalost
mikrosatelitnih nestabilnosti MSI i EMAST. Ekspresija gena i proteina TLR4 bila je veca u
stabilnim tumorima u odnosu na visokonestabilne (MSI-H/EMAST-H). Pojacana ekspresija
proteina TLR4 stabilnih tumora bila je ve¢a u sredistu tumora u odnosu na invazivnu frontu,
ukazuju¢i na mogucu ulogu TLR4 u njihovom nastanku. S druge strane, u tumorskim stanicama
visokonestabilnih sporadi¢nih karcinoma debelog crijeva (MSI-H/EMAST-H) prisutna je
podjednaka ekspresija proteina TLR4 u srediStu i invazivnoj fronti tumora. Medutim, u ovim je
karcinomima protein TLR4 pojac¢ano eksprimiran u stanicama strome tumora, posebice plazma

stanicama, $to ukazuje na mogucéu ulogu TLR4 u imunosnom odgovoru na tumor.
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6. ZAKLJUCCI

Na temelju dobivenih rezultata mozemo zakljuciti sljedece:

o Medu sporadi¢nim karcinomima debelog crijeva najzastupljenije su Cetiri podskupine
tumora: stabilni tumori (MSS/EMAST-S; 63,6 %), tumori niskonestabilni na EMAST
(MSS/EMAST-L,; 21,2 %), tumori visokonestabilni na EMAST (MSS/EMAST-H; 6,4 %)
i tumori visokonestabilni na MSI i EMAST (MSI-H/EMAST-H; 7,2 %).

o U sporadi¢nim karcinomima debelog crijeva, mikrosatelitna nestabilnost tipa EMAST-H

javlja se zasebno te u kombinaciji s nestabilnosti tipa MSI-H.

o Tumori visokonestabilni na MSI i EMAST (MSI-H/EMAST-H) imali su znacajno veci
promjer tumora (p=0,021), veéu ucestalost u desnom kolonu (p=<0,001), ucestaliju
prisutnost mucinozne komponente (p=<0,001) kao i obilniji unutartumorski limfocitni

infiltrat u odnosu na druge podskupine tumora (p=<0,001).

o Mikrosatelitne nestabilnosti MSI i EMAST prisutne su u svim segmentima tumora
sporadi¢nih karcinoma debelog crijeva, ukljucujuéi rubove tumora (R), srediste (T1) 1

invazivnu frontu tumora (T2) te su iskljuc¢ivo svojstvene tumorskim stanicama.

o Nestabilnost tipa MSI pokazuje varijacije u profilu nestabilnih alela medu razli¢itim
segmentima tumora, $to ukazuje na postojanje supklonova stanica s razli¢itim promjenama

u mikrosatelitnim ponavljanjima.

o Nema razlike u distribuciji 1 obrascu mikrosatelitnih nestabilnosti MSI i EMAST izmedu
tkiva mucinozne i tkiva adenokarcinomske komponente tumora.

o U stabilnim tumorima (MSS/EMAST-S) prisutna je pojacana ekspresija mRNA i proteina
TLR4 u srediStu tumora (T1) u odnosu na pripadajué¢u normalnu sluznicu debelog crijeva
(N).

o Pojacana ekspresija proteina TLR4 u tumorskim stanicama srediSta (T1) stabilnih tumora
te pad ekspresije u invazivnoj fronti (T2) upucéuje na ulogu proteina TLR4 u nastanku ovih

tumora.
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U tumorima visokonestabilnim na MSI i EMAST (MSI-H/EMAST-H) pokazali smo
povecanu ekspresiju mRNA TLR4 u invazivnoj fronti tumora (T2) u odnosu na pridruzenu

normalnu sluznicu (N) i srediste tumora (T1) (p=0,028; p=0,018).

U podskupini visokonestabilnih tumora (MSI-H/EMAST-H) pokazali smo podjednaku
ekspresiju proteina TLR4 u srediStu (T1) i invazivnoj fronti tumora (T2) koja je bila
znacajno niza u odnosu na stabilne tumore (MSS/EMAST-S) (p=0,014).

Pojacana ekspresija MRNA TLR4 u invazivnoj fronti visokonestabilnih tumora (MSI-
H/EMAST-H) pokazatelj je pojacane ekspresije proteina TLR4 u stanicama strome tumora,

osobito u plazma stanicama.

Varijantni alel G polimorfizma A896G u genu TLR4, povezan sa slabijom aktivacijom
prijenosa signala putem receptora TLR4, ucestaliji je u zdravih ispitanika te moze imati
zastitnu ulogu u obolijevanju od EMAST-nestabilnih sporadi¢nih karcinoma debelog

crijeva.

Trend smanjenja ekspresije miR-375-3p u tkivu tumora (T) u odnosu na pridruzenu
normalnu sluznicu debelog crijeva (N) ukazuje na moguéu ulogu ove miRNA u regulaciji
ekspresije proteina TLR4 u stabilnim tumorima (MSS/EMAST-S).
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8. SAZETAK

Ucestalost karcinoma debelog crijeva u stalnom je porastu zbog Cega se ova bolest smatra
jednim od vodecih zdravstvenih problema u svijetu. Oko 80 % karcinoma debelog crijeva javlja
se u sporadicnom obliku te u veéini slucajeva prati stupnjeviti proces nakupljanja genetskih
promjena u onkogenima, tumor supresorskim genima i genima za popravak DNA, tijekom kojeg
iz dobro¢udnog adenoma nastaje zlo¢udni invazivni karcinom.

Jedan od glavnih puteva koji dovode do pojacanog nakupljanja genetskih promjena u
sporadi¢nom karcinomu debelog crijeva je mikrosatelitna nestabilnost. Ona nastaje kao posljedica
gubitka funkcije gena i proteina za popravak krivo sparenih baza, odnosno sustava MMR, te
nakupljanja pogreSaka duZz genoma, a najce$¢e u mikrosatelitnim ponavljanjima. Ovisno o
promijenjenoj komponenti sustava MMR, opisana su dva tipa mikrosatelitne nestabilnosti.
Mikrosatelitna nestabilost tipa MSI odgovorna je za razvoj 10 do 15 % sporadi¢nih karcinoma
debelog crijeva, a naj¢esce nastaje uslijed epigenetske inaktivacije gena MLHL1 i gubitka njegove
funkcije. Ovaj tip nestabilnosti, uslijed povecane stope mutacija, moze rezultirati sintezom
osteCenih peptida koji poticu snazan imunosni odgovor. Karcinomi debelog crijeva
visokonestabilni na MSI (MSI-H) povezani su sa povoljnijom prognozom u oboljelih u odnosu na
stabilne karcinome te se smatra da upravo pojaCana aktivacija imunosnog odgovora utjece na
prognozu kod oboljelih. U sporadi¢nim karcinomima debelog crijeva dokazan je i drugi tip
mikrosatelitne nestabilnosti, nazvan EMAST, koji se za razliku od nestabilnosti tipa MSI, javlja
znatno ucestalije te je povezan s napredovanjem tumorske bolesti 1 kra¢im preZivljenjem u
oboljelih. Iako je etiologija nestabilnosti tipa EMAST joS$ uvijek nedovoljno razja$njena, pokazano
je da proupalni imunosni okoli§ u tumoru ima ulogu u nastanku ovog tipa nestabilnosti.

Upala u sluznici debelog crijeva najéesce nastaje kao posljedica dugotrajnog i nekontroliranog
imunosnog odgovora na disbiozu i povecan broj patogenih bakterija. Receptor TLR4 je klju¢ni
aktivator upalnog odgovora u sluznici debelog crijeva te je Cesto pojacano eksprimiran u
karcinomima debelog crijeva. Pojacana aktivacija receptora TLR4 povezana je s razvojem i
napredovanjem karcinoma kolona, no do sada je najbolje opisana u karcinomima koji nastaju kao

posljedica upalne bolesti crijeva. Poznato je da u normalnoj sluznici receptor TLR4 podlijeze vrlo
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preciznoj regulaciji, medutim, regulacija ekspresije i aktivacije receptora TLR4 u sporadi¢nim
karcinomima debelog crijeva nije dovoljno istrazena.

Glavni cilj naseg istrazivanja bio je ispitati ulogu receptora TLR4 u sporadi¢nim karcinomima
debelog crijeva podijeljenim u podskupine s obzirom na prisutnost mikrosatelitnih nestabilnosti
MSI i EMAST. Osim toga, u navedenim podskupinama sporadi¢nih karcinoma debelog crijeva
istraZzena je i regulacija receptora TLR4 putem polimorfizma A896G, ¢iji je varijantni alel G
povezan sa slabijom aktivacijom receptora TLR4, te miR-375-3p za koju je pokazano da negativno
regulira ekspresiju proteina TLRA4.

Analizom ucestalosti mikrosatelitnih nestabilnosti MSI 1 EMAST dobili smo cetiri
podskupine sporadi¢nih karcinoma debelog crijeva (MSS/EMAST-S, MSS/EMAST-L,
MSS/EMAST-H, i MSI-H/EMAST-H). U podskupini stabilnih tumora dokazana je pojacana
ekspresija mRNA i proteina TLR4 u srediStu i invazivnoj fronti tumora u odnosu na pripadajucu
normalnu sluznicu kolona. U istoj podskupini tumora uo¢en je pad ekspresije miR-375-3p u
tumoru u odnosu na pridruzenu normalnu sluznicu debelog crijeva $to bi moglo ukazivati da ova
miRNA ima utjecaj na regulaciju proteina TLR4 u ovim tumorima. U stabilnim smo tumorima
dokazali znacajno viSu ekspresiju proteina TLR4 u sredistu tumora u odnosu na invazivnu frontu
tumora §to moze ukazivati na ulogu proteina TLR4 u nastanku ovih tumora. U visokonestabilnim
tumorima (MSI-H/EMAST-H) dokazana je znacajno veca ekspresija mRNA TLR4 u invazivnoj
fronti u odnosu na srediSte tumora, medutim tu razliku nismo dokazali na razini proteina TLRA4.
Ova nepodudarnost u razini ekspresije mRNA i proteina objasnjena je analizom strome
visokonestabilnih tumora (MSI-H/EMAST-H) gdje je pokazano da je povecana ekspresija mRNA
gena TLR4 u invazivnoj fronti tumora najvjerojatnije rezultat visoke ekspresije proteina TLR4 u
plazma stanicama. Takoder, pokazali smo da je alel G polimorfizma A896G, povezan sa slabijom
aktivacijom receptora TLR4, ucestaliji u zdravih ispitanika te moze imati potencijalno zastitnu
ulogu u obolijevanju od EMAST -nestabilnih sporadi¢nih karcinoma debelog crijeva.

Rezultati ovog rada ukazuju da povecana ekspresija receptora TLR4 ima ulogu u razvoju
stabilnih sporadi¢nih karcinoma debelog crijeva. Takoder, u visokonestabilnim tumorima (MSI-
H/EMAST-H) smanjena bi ekspresija proteina TLR4 u tumoru, uz pojacanu ekspresiju u plazma
stanicama strome, mogla predstavljati dodatni mehanizam povezan s povoljnijom prognozom u

oboljelih od ovih zlo¢udnih tumora.
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9. SUMMARY

Increasing incidence of colorectal cancer (CRC) represents one of the main health problems
worldwide. Majority of sporadic CRC cases (80%) occurs as a consequence of mutation
accumulation in oncogenes, tumor supressor genes and genes involved in DNA repair, which
eventually leads to the transformation of benign adenoma towards invasive carcinoma.

One of the major pathways that leads to accumulation of mutations in sporadic CRC is
microsatellite instability (MSI). MSI develops due to the loss of function in DNA mismatch repair
(MMR) genes and proteins leading to a progressive accumulation of mutations across the genome,
mostly in microsatellite regions. Two types of microsatellite instability are described depending
on which component of MMR s defective. Microsatellite instability, abbreviated MSI, is involved
in 10 to 15% of sporadic CRCs, and mostly occurs due to epigenetic inactivation of MLH1 gene.
Hypermutation that occurs at genomic microsatellites leads to the generation of defective peptides
which can stimulate robust antitumor immune response of the host. Patients with MSI-H CRCs
have been associated with more favourable prognosis compared to those with stable CRCs, which
is considered to be the result of enhanced activation of antitumor immune response. Another form
of microsatellite instability, named EMAST, has also been observed in sporadic CRCs. Unlike
MSI, EMAST has a significantly higher prevalence in sporadic CRCs and has been associated with
the tumor progression and worse prognosis in CRC patients. Although the etiology of EMAST is
still elusive, studies suggest that tumor proinflammatory microenvironment plays a significant role
in EMAST development.

Inflammation of the colonic mucosa mostly occurs due to prolonged and dysregulated immune
response towards perturbations of the gut microbiota (dysbiosis) and the increase in number of
pathogenic bacteria in colon. TLR4 receptor is the main inducer of inflammatory response in colon
mucosa, and its overexpression is a common feature of CRCs. Increased activation of TLR4 has
been associated with development and progression of CRC, however, majority of these results
come from the CRCs associated with inflammatory bowel disease. Even though it is well
established that TLR4 expression and activation are precisely regulated in normal colonic mucosa,

its regulation in CRCs still remains elusive.
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The main goal of our research was to elucidate the role of TLR4 receptor in sporadic CRCs
stratified into subtypes according to the presence of MSI and EMAST instability in tumor. We
also wanted to investigate the regulation of TLR4 receptor by analyzing the polymorphism A896G,
whose variant alele G is associated with aberrant activation of TLR4 signaling, together with miR-
375-3p which has been suggested as a negative regulator of TLR4 protein expression.

Sporadic CRCs were divided into four subtypes according to the frequency of MSI and
EMAST instability present in tumor (MSS/EMAST-S, MSS/EMAST-L, MSS/EMAST-H, and
MSI-H/EMAST-H). In stable tumors, higher TLR4 mRNA and protein expression have been
observed in tumor centre and invasive tumor front in comparison to the matched normal tissues.
In the same tumor subtype we observed decrease in miR-375-3p expression in tumor tissue in
comparison to the matched normal tissue, which suggests the potential role of this miRNA in the
regulation of TLR4 protein expression in these tumors. Stable tumors showed significantly higher
expression of TLR4 protein in the tumor center than at the invasive tumor front suggesting a
potential role of TLR4 in initiation of sporadic CRC tumorigenesis. In the MSI-H/EMAST-H
subtype we saw significantly higher expression of TLR4 mRNA in the invasive tumor front than
in tumor centre, however this result was absent at the protein level. This discrepancy was explained
with the analysis of the tumor stroma of MSI-H/EMAST-H tumors where we showed that
increased TLR4 mRNA most likely results from the high levels of TLR4 protein expression in the
plasma cells. In addition, we showed that the variant alel G in the polymorphism A896G, which is
associated with decreased activation of TLR4 signaling, is more frequent in the group of healthy
individuals and has a potential protective role in the susceptibility to the EMAST-unstable sporadic
CRCs.

Results of our study suggest that the overexpression of TLR4 receptor might be involved in
development of microsatellite stable CRCs. Furthermore, decreased TLR4 expression in MSI-
H/EMAST-H tumors, combined with the higher stromal TLR4 expression, might suggest

additional mechanism associated with the favorable prognosis in these patients.
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