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1.UvOD
1.1 Kolorektalni karcinom

Kolorektalni karcinom (CRC) je po pojavnosti drugi zlocudni tumor u svijetu. 2020.
zabiljezeno je 1,9 milijuna novih slu¢ajeva, dok je broj smrtnih slu¢ajeva iznosio 1,1 milijun.
Prema posljednjim podatcima registra za rak za 2020. u Republici Hrvatskoj je od CRC-a
oboljelo ukupno 3396 osoba, od cega 60 % ¢ine muskarci. Prosje¢na dob oboljelih iznosila je
70 godina. Prema podatcima o mortalitetu, godi$nje od CRC-a umire oko 2100 osoba, od toga

oko 60 % su muskarci (https://www.hzjz.hr/).

Zloc¢udni tumor debeloga crijeva heterogena je bolest koja nastaje kao rezultat genetskih
i okoli$nih ¢imbenika. Karcinogeneza CRC-a vrlo je kompleksan proces koji obuhvaca
mutacije vise razli¢itih gena te epigenetske modifikacije koje potom dovode do transformacije
epitelnih stanica kolona u agresivne i invazivne adenokarcinome (Verbanac i sur., 2021).
Unato¢ napretku kirurgije, kemoterapije i radioterapije, imunoterapije te antitumorske ciljane
terapije, petogodi$nje prezivljenje pacijenata s CRC-om je i dalje nisko (Tan i sur., 2022).
Potencijalno rjesenje trenutno nezadovoljavajucega odgovora na ciljanu antitumorsku terapiju,
lezi u razvoju personalizirane medicine. Personalizirani pristup u lijeCenju pacijenata s CRC-
om postaje neizostavan dio u€inkovite strategije koja bi se doticala, ne samo tumorskih stanica,
ve¢ i tumorskoga mikrookolisa (Verbanac i sur., 2021). Klju¢ni korak u razvoju personalizirane
medicine jest identifikacija 1 validacija specifi¢nih tumorskih biljega. Buduéi da su nedavna
istrazivanja potvrdila veliku ulogu c-MYC (engl. Cellular Myelocytomatosis) gena u procesu
karcinogeneze, smatra se novim potencijalnim biljegom za ranu dijagnozu CRC-a. Stovise,
povecana ekspresija gena korelira s losijom prognozom oboljelih (Tan i sur., 2022), a prema
Elbadawy i sur. (2019) gen c-MYC predstavlja novu potencijalnu metu antitumorskih lijekova

za lije¢enje CRC-a.


https://www.hzjz.hr/

1.2 Etiologija CRC-a

CRC se moze razviti sporadi¢no ili pak moze biti nasljedan, u sklopu sindroma
obiteljske nasljedne polipoze kolona (FAP, engl. Familial Adenomatosusu Polyposis) ili kao
nasljedni nepolipozni karcinom crijeva (HNPCC, engl. Hereditary Non-polyposis Colorectal
Cancer) (Badzek i sur., 2012). Sporadi¢ni oblik CRC-a u vecini je slucajeva dijagnosticiran u
starijih od 50 godina te je rezultat sinergije genetskih i1 okoliSnih ¢imbenika te stila Zivota
(Lotfollahzadeh i sur., 2022). Incidencija CRC-a povecava se s dobi te se nakon 40.-te godine

udvostrucuje u svakom narednom desetljec¢u (Kasuba, 2019).

Uzrok nastanka CRC-a u 70 % pacijenata predstavljaju sporadi¢ne mutacije, najcesce
prisutne unutar sljedec¢ih gena: APC (engl. Adenomatous Polyposis Coli), KRAS (engl. Kirsten
Rat Sarcoma Virus), TP53 (engl. Tumour Protein 53) te DCC (engl. Deleted in Colorectal
Cancers) (Verbanac i sur., 2021). U 10 % oboljelih uzrok CRC-a iskljucivo je nasljedne naravi
(Lotfollahzadeh i sur., 2022). Razna oboljenja, posebice upalne bolesti crijeva (Chronova
bolest, ulcerozni kolitis), diabetes mellitus, akromegalija ili dugotrajna terapija
imunosupresivima povecavaju rizik za razvoj CRC-a (Lotfollahzadeh i sur., 2022). Reaktivni
kisikovi spojevi te slobodni radikali koji su prisutni u veé¢im koli¢inama u oboljelih od upalnih
bolesti crijeva predstavljaju uzrok ostecenja deoksiribonukleinske kiseline (DNA, engl.
Deoxyribonucleic Acid) epitelnih stanica (Yashiro, 2014). Rezultati epidemioloskih studija,
potvrdili su &vrstu povezanost okolignih ¢imbenika te stila Zivota s razvojem CRC-a. Cimbenici
koji povecavaju rizik za razvoj karcinoma su pretilost, konzumacija crvenoga te preradenoga
mesa, pusenje cigareta te konzumacija alkohola (Lotfollahzadeh i sur., 2022). S druge strane,
prehrana bogata vlaknima i cjelovitim Zitaricama, unos kalcija te mlije¢nih proizvoda, dodatci
prehrani poput vitamina D i C smanjuju rizik za razvoj CRC-a (Banjari, 2018). Polusatna
dnevna tjelesna aktivnost smanjuje rizik za razvoj CRC-a za 11 % (Banjari, 2018). Buduci da
je u tumorskom tkivu CRC-a uocena pojacana ekspresija upalnoga izoenzima ciklooksigenaze-
2 (COX-2, engl. Cyclooxygenase 2), redovita terapija nesteroidnim protuupalnim lijekovima
(NSAID, engl. Non-steroidal Anti-inflamatory Drugs) takoder smanjuje rizik za razvoj CRC-a
(Sheng i sur., 2020).



1.3 Karcinogeneza CRC-a

Transformacija epitelnih stanica kolona prvotno u adenom, a potom i u invazivni
karcinom, rezultat je nakupljanja somatskih i/ili germinativnih mutacija (Lotfollahzadeh i sur.,
2022). Karcinom kolona moze nastati kao rezultat kromosomske nestabilnosti (CIN, engl.
Chromosomal Instability), epigenetskih promjena poput metilatorskog fenotipa CpG otoka
(CIMP, engl. CpG Island Methylator Phenotype) te mikrosatelitske nestabilnosti (MSI, engl.
Microsatellite Instability) (Tariq i Ghias, 2016).

Mutacija tumorskoga supresorskog gena APC smatra se poc¢etnom to¢kom u procesu
karcionogeneze. Glavna funkcija gena APC jest negativna regulacija Wnt (engl. Wing-less-
type) signalnoga puta (Abramovié¢, 2022). Djeluje na nacin da ulazi u interakciju s 3-kateninom
smjestenog u citoplazmi te uzrokuje njegovu fosforilaciju, ubikvitinizaciju te proteoliticku
degradaciju (Abramovi¢ , 2022). Wnt signalni put aktivira se vezanjem 20-ak razli¢itih liganada
na membranski receptor Frizzled. Aktivacija Wnt signalnoga puta potic¢e inhibiciju enzima
GSK3-B (engl. Glycogen Synthase Kinase-3 f) koji €ini sastavni dio multiproteinskoga
kompleksa odgovornoga za potpomaganje degradacije PB-katenina putem ubikvitinsko-
proteasomskoga sustava (Badzek i sur., 2012). Povecava se koncentracija [B-katenina u
citolazami te isti migrira u jezgru gdje stvara kompleks s transkripcijskim ¢imbenikom
TCF4/LEF (engl. T Cell Factor 4/Lymphoid Enhanced Factor) (Badzek i sur., 2012). Aktivira
se proces transkripcije gena koji su ukljueni u proces stani¢ne proliferacije, stani¢noga
prezivljavanja te metastaziranja poput gena c-MYC, ciklina D1, Frizzled te MMP-7 (engl.
Matrix Metalloproteinase 7) (Badzek i sur., 2012) (Slika 1.).
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Slika 1. Aktivacija transkripcije gena ukljucenih u proces karcinogeneze putem signalnoga

Wnt puta (preuzeto i prilagodeno prema Elbadawy i sur., (2019) uz dopustenje izdavaca).

Aktiviraju¢e mutacije onkogena KRAS takoder predstavljaju rani dogadaj u procesu
karcinogeneze te se najéesée pojavljuju nakon prelaska aberantne kripte crijevnoga zljezdanog
epitela u adenom (Badzek i sur., 2012). Mutacije gena RAS (engl. Rat Sarcoma Virus)
detektirane su u 50 % sporadi¢nih karcinoma crijeva te se smatraju klinicki najrelevantnijim
promjenama (Lotfollahzadeh i sur., 2022). Uzrokuju promjene u signalizaciji putem RAS-RAF-
MAPK kaskade §to u konacnici dovodi do nekontrolirane stani¢ne proliferacije te rezistencije
promijenjenih stanica na antitumorsku terapiju. Aktivnost onkogena K-RAS, putem PI3K/PKB
signalnoga puta, povezana je s inhibicijom programirane stani¢ne smrti (apoptoza) te gubitkom

funkcije tumor-supresorskoga proteina p53 (Badzek i sur., 2012).



Mutacijom tumor-supresorskih gena SMAD4 (engl. Suppressor of Mothers Against
Decapentaplegic 4) i TP53 adenom prelazi u karcinom (Badzek i sur., 2012). Uloga tumor-
supresorskih gena jest prepoznavanje oStecene DNA molekule te zaustavljanje ciklusa
replikacije sve dok se ne izvr$i popravak. Ako popravak DNA nije moguci, pokrece se proces

apoptoze (Brki¢ i Grgi¢, 2006).

Osim mutacija gena, ulogu u karcinogenezi imaju i epigenetske promjene poput
hipermetilacije promotorskih regija DNA te acetilacija, metilacija i fosforilacija histona
(Badzek 1 sur., 2012). Hipermetilacija CpG otoka u podrucju promotorskih regija moze
potaknuti, ali i utiSati ekspresiju odredenih gena, poput BRAF (engl. B-rapidly Accelerated
Fibrosarcoma) i MLH1 (engl. DNA Misatch Repair Protein 1) (Lotfollahzadeh i sur., 2022).
BRAF mutacije nalaze su u gotovo 10 % oboljelih od CRC-a, a dovode do hiperproliferacije
stanica te inhibicije apoptoze (Kasuba, 2019). Mikrosatelitska nestabilnost nastaje kao rezultat
mutacije nekoga od gena odgovornog za popravak DNA, a karakteriziraju je ponavljajuci
sljedovi nukleotida diljem genoma (Badzek i sur., 2012). Inaktivacija gena MMR (engl.
Mismatch Repair) uklju¢enih u mehanizme popravka DNA, poput MSH2 (engl. DNA Mismatch
repair Protein 2), MLH1 i PMS2 (engl. Mismatch Repair Endonuclease PMS2), povezuje se s
nastankom HNPCC sindroma (BadZek i sur., 2012).

U tumorskom tkivu karcinoma kolona, otkrivena je pojacana ekspresija upalnoga
izoenzima COX-2 (Badzek i sur., 2012). Stovise, COX-2 te njezin produkt prostaglandin E2,
povezuju se s pojavnoscu, progresijom te prognozom CRC-a (Sheng i sur., 2020). Enzim COX-
2 smatra se potencijalnim biljegom za dijagnozu CRC-a (Negi i sur., 2019). Sama sinteza
enzima aktivirana je sinergijom nuklearnoga faktora kapa-B i interferona y, interleukina-1p,
interleukina-6 1 NF-IL6 (engl. Nuclear Factor Interleukin 6), NFAT (engl. Nuclear Factor of
Activated T Cells), PPRE (engl. Peroxisome Proliferator Response Element) te egzogenih
karcinogena, a ¢iji se regulacijski elementi nalaze unutar promotorske regije gena (Badzek 1
sur., 2012). Regulacija sinteze COX-2 odvija se putem Wnt signalnog puta te MAPK kaskadom
K-RAS sustava (Badzek i sur., 2012). Svojom ciklooksigenaznom te peroksidaznom aktivnoséu
razgraduje arahidonsku kiselinu na prostaglandine. Aktivni oblici prostanglandina te
tromboksan A2, vezanjem za odgovarajuce receptore, autokrino i parakrino poticu stani¢no

preZivljavanje, proliferaciju stanica te proces angiogeneze (BadZek i sur., 2012).



1.4 c-MYC

Gen c-MYC smjesten je na kromosomu 8, 8q24.21. Sastoji se od 3 eksona (Tomaskovi¢
2010). Pripada obitelji MYC (engl. Myelocytomatosis) regulatornih gena te proto-onkogena Kkoji
kodiraju nuklearne transkripcijske ¢imbenike (Elbadawy i sur., 2019). Prvotno je identificiran
gen v-MYC (engl. Viral Myelocytomatosis) kao proto-onkogen virusa pti¢jega mijelocitoma
(Cvoriséec i Cepelak, ured., 2009). S obzirom da je analog otkrivenom virusnom proto-
onkogenu te identificiran u stanicama, nazvan je c-MYC (c-celularni) (Tomaskovi¢, 2010). Gen
c-MYC kodira transkripcijski faktor nuzan za regulaciju ekspresije mnogih gena ukljucenih u
procese stanicnoga ciklusa, replikacije DNA i rasta stanice te apoptoze (Kafka, 2017). Zbog
navedenoga, ekspresija gena c-MYC fizioloski je povecana tijekom embrionalnoga razvoja
(Elbadawy i sur., 2019).

Prema Elbadawy i sur. (2019) protein Myc graden je od:

e N-terminalne domene (NTD, engl. N-terminal Domain) unutar koje se nalaze domene
MBI i MBII odgovorne za aktivaciju transkripcije,

e centralne domene (domene MBIII i MBIV, slijed vaZan za poloZaj u stani¢noj jezgri
NLS (engl. Nuclear Localization Signal)),

e C-terminalne domene (CTD, engl. C-terminal Domain) unutar koje se nalazi
“uzvojnica-omca-uzvojnica” leucinski zatvara¢ (bHLHzip, engl. Basic Helix- loop-
helix Leucine Zipper) neophodan za proces dimerizacije s MYC-u pridruZzenim
proteinom X (MAX, engl. MYC associated protein X) (Slika 2.).
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Slika 2. Struktura obitelji MYC proteina (A) i struktura c-MYC proteina (B) (preuzeto i
prilagodeno prema Elbadawy i sur., (2019) uz dopustenje izdavaca).

U maligno promijenjenim stanicama, regulacija ekspresije gena c-MYC poremecena je
§to za posljedicu ima pojaCanu ekspresiju koja rezultira genskom nestabilnoséu,
nekontroliranom angiogenezom te proliferacijom stanica, nastankom metastaza i

izbjegavanjem apoptoze (Elbadawy i sur., 2019).

Kao jedan od kljuénih onkogena u procesu nastanka CRC-a, gen c-MYC putem nekoliko
mehanizama inhibira proces apoptoze stanica. Odgovoran je za supresiju miRNA-124 (engl.
Micro Ribonucleic Acid-124) bitne za promociju apoptoze. Takoder, putem gena SNHG15
(engl. Small Nucleolar RNA Host Gene 15) inducira sintezu dugolan¢ane nekodiraju¢e RNA
(engl. Ribonucleic Acid) odgovornu za promociju inducirajué¢ega faktora apoptoze (AIF, engl.
Apoptosis-inducing Factor) sto uzrokuje stvaranje reaktivnih kisikovih spojeva te posljedi¢no
nastajanje oksidacijskoga stresa. U prisustvu slobodnih kisikovih spojeva, smanjena je
koncentracija Zeljeza $§to dovodi do stimulacije prolil-hidroksilaze (PHD, engl. Prolyl
Hydroxylase) te posljedi¢no stimulacije hipoksijom induciranoga ¢imbenika (HIF-la, engl.
Hypoxia-inducible Factor-1 alpha) koji interferira u procesu apoptoze. Cijepanjem poli ADP

riboza-polimeraze te kaspaze-3 izravno utjece na proces apoptoze (Tan i sur., 2022).



Nekontrolirana ekspresija gena c-MYC za sobom povlaci pojacanu ekspresiju ili pak
supresiju nekoliko gena te povecava rizik za nastajanje sekundarnih mutacija te u konacnici
tumora (Elbadawy i sur., 2019). Gen ¢c-MYC regulira brojne signalne putove ukljucene u
stani¢ni rast i1 proliferaciju tumorskih stanica. Odgovoran je za regulaciju gena koji sudjeluju u
aktivaciji stani¢nog ciklusa (CDC25A, CDK4, ciklina D2 i dr.), ali i gena koji sudjeluju u
njegovom zaustavljanju (P15, P21, P27 i dr.). Genski produkt c-MYC gena ima sposobnost
vezanja i inhibicije transkripcijskoga faktora Sp1 §to rezultira smanjenom transkripcijom gena
vezanih za zaustavljanje stani¢noga rasta (Rasi¢, 2017). Aktivacijom Hox proteina, gen c-MYC
ukljucen je u proces nastanka metastaza (Tan i sur., 2022). Prema Elbadawy i sur. (2019)
identifikacija selektivnih inhibitora gena c-MYC klju¢na je za razvoj novoga lijeka koji ¢e

pridonijeti u¢inkovitoj i manje toksi¢noj terapiji CRC-a.

1.5 Dijagnostika CRC-a

smrti medu malignim bolestima. Pojava prvih znakova bolesti veze se s ve¢ kasnijim stadijem
bolesti. LijeCenje karcinoma dijagnosticiranoga u kasnijem stadiju kompliciranije je te manje
ucinkovito. S ciljem otkrivanja raka u Sto ranijem stadiju bolesti Sto ¢e rezultirati lakSem
lijeCenju te boljom kvalitetom Zivota oboljelih, odlukom Vlade Republike Hrvatske krajem
2007. godine usvojen je Nacionalni program prevencije i ranog otkrivanja kolorektalnoga
karcinoma (https://www.hzjz.hr/). Nacionalni program predviden je za osobe od 50-te do 74-te
navrSene godine te se provodi svake dvije godine. Sastoji se od analize uzroka stolice na okultno
(skriveno) krvarenje. Pozitivan nalaz upucuje pacijenta na kolonoskopiju s ciljem otkrivanja
uzroka krvarenja unutar gastrointestinalnoga trakta. Ukoliko se tijekom kolonoskopije uoci
polipozna ili druga sumnjiva tvorba, kroz endoskop se uzorkuje dio tkiva za daljnju
patohistoloSku analizu (biopsija). Prisutne polipe moguce je i1 u potpunosti ukloniti
(https://www.hzjz.hr/). Kolonoskopija s polipektomijom smatra se zlatnim standardom
dijagnostike 1 sekundarne prevencije te smanjuje ucestalost mortalitet 30 - 40 % u rizi¢noj
populaciji (Badzek i sur., 2012). Nedostatci biopsije su invazivnost i rizi¢nost te teSka
ponovljivost. Histoloska analiza uzorka tkiva uzorkovanoga postupkom biopsije daje uvid u
molekularno zbivanje unutar jednoga dijela tkiva u odredenom vremenu. Postupak
kolonoskopije neugodan je za pacijente, a u rijetkim sluc¢ajevima i bolan (Mazouji i sur., 2021).
Zbog navedenoga, biopsijom je tesko pratiti uspjesnost terapije te tijeka bolesti. Tekuca biopsija

(engl. Liquid Biopsy), kao neinvazivna, ponovljiva te vrlo pristupacna metoda, predstavlja
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inovativno rjeSenje na podrucju dijagnostike, lijeCenja te pracenja tijeka malignih bolesti
(Perisa i sur., 2017). Kako bi tekuca biopsija postala sastavni dio klini¢ke prakse, potrebno je
identificirati i1 validirati potencijalne biljege za identificiranje CRC-a te njegovo razlikovanje

od adenoma (stadij O kolorektalnoga karcinoma, pre-CRC).

1.6 Tekuéa biopsija

Tekuca biopsija predstavlja minimalno invazivnu te lako ponovljivu metodu kojom se
iz bioloskoga materijala (krvi, urina, sline i dr.) izoliraju cirkuliraju¢e tumorske stanice (CTC,
engl. Circulating Tumour Cells), slobodna cirkuliraju¢a DNA (cfDNA, engl. Cell-free DNA),
egzosomi ili miRNA (Peri$a i sur., 2017). Veéina solidnih tumora te metastaza putem razlicitih
mehanizama otpustaju specificne tumorske elemente u sistemsku cirkulaciju (Hanzek, 2019).
Otpusteni elementi sadrze genska, RNA i proteinska obiljeZja tumorskih stanica te omogucéuju
uvid u molekularna zbivanja unutar tumorskih stanica (Bari$i¢, 2017). Metoda tekuce biopsije
primjenjiva je u predoperativnoj predikciji prezivljenja pacijenata sa zlo¢udnim tumorom, za
praéenje tijeka bolesti i progresije bolesti, kao i za pracenje odgovora na terapiju ili ranog
povratka bolesti (PeriSa, 2017). Takoder, koncept tekuce biopsije pronalazi svoju ulogu u ranoj

dijagnostici tumora (Barisi¢, 2019).

CTC intaktne su tumorske stanice koje se nalaze u perifernoj cirkulaciji kao stanice
odvojene od primarnoga sijela tumora ili iz metastaza (Hanzek, 2019). Njihovo prisustvo u
perifernoj cirkulaciji znak je progresije vecine epitelnih tumora, ukljucuju¢i CRC (RedZovi¢ i
sur., 2015) Nakon izolacije, CTC mogu se dalje profilirati analizom unutarstani¢nih proteina te
DNA i RNA molekula (Hanzek, 2019). Brojna su istrazivanja potvrdila korelaciju izmedu broja
CTC-a i ukupnoga prezivljenja bolesnika te razdoblja bez progresije bolesti (PFS, engl.
Progression Free-survival). Kod oboljelih od CRC-a, CTC se mogu koristiti i za pracenje te
odredivanje terapijske ucinkovitosti (Redzovi¢ i sur., 2015). U perifernoj krvi osoba s
metastatskim karcinomom nalazi se 1 - 10 CTC-a po 10 ml krvi. CTC-i se mogu u cirkulaciji
nalaziti pojedina¢no ili u obliku klastera. Klasteri, za razliku od pojedina¢nih CTC-a, imaju
veci potencijal za stvaranje metastaza, no njihov poluZzivot u cirkulaciji je kra¢i. Ve¢ina CTC-
au cirkulaciji ulazi u proces stani¢ne smrti sto je najcesce posljedica fizickoga 1 oksidacijskoga
stresa te nedostatka faktora rasta i citokina. Ukoliko prezive u cirkulaciji, procesom

ekstravazacije, CTC-i izlaze iz cirkulacije u okolno tkivo ili pak ostaju zaglavljene u



kapilarama. Nakon $to jednom napuste cirkulaciju, CTC-i poc¢inju se dijeliti i kolonizirati tkivo
(Micalizzi i sur., 2017).

Trenutno se, za otkrivanje i analizu CTC-a, koriste brojne inovativne tehnologije poput
CellSearch™ sustava, CTC-mikroc¢ipova, uredaja za filtraciju, metode proto¢ne citometrije te

sustava automatizirane mikroskopije (Barisi¢, 2019).

Cirkuliraju¢a DNA se oslobada u perifernu cirkulaciju iz oSte¢enih stanica putem
razli¢itih mehanizama, primjerice apoptozom i nekrozom. Karakterizira ju kratki poluzivot u
plazmi te se kod zdravih osoba nalazi u koncentracijama od 0 do 35 ng/ml. Tijekom malignoga
procesa, koncentracija cfDNA je povecana te vrijednosti iznose od 0 do 1000 ng/ml (Dujmovic,
2014). Osim u malignim bolestima, povecanje cfDNA karakteristicno je za upalna 1 traumatska

stanja te stanja nakon transplantacije (Mfizes i sur., 2022).

CfDNA podrijetlom iz tumorske stanice naziva se cirkulirajua tumorska DNA
(cftDNA, engl. Cell-free Circulating Tumour DNA), a ¢ine ju fragmenti veli¢ine od 120 do 200
pb (Hanzek, 2019). Cini udio od 0,01 do 90 % ukupne cfDNA. Veéa koncentracija cftDNA
nalazi se u bolesnika s tezim stadijem bolesti te s prisutnim udaljenim metastazama (Barisic,
2019). Analiza cftDNA omogucuje uvid u genska 1 epigenska svojstva genomske DNA u
promijenjenim stanicama (Bari$i¢, 2019). U klini¢koj praksi, cftDNA se moze koristiti kao
biljeg za stratifikaciju bolesnika, pomo¢ pri odabiru odgovarajuce terapije, pracenje ucinka te

rezistencije na terapiju kod bolesnika s CRC-om (Hanzek, 2019).

Egzosomi su mikrovezikule promjera od 3 do 200 nm koje u svojoj unutrasnjosti sadrze
proteine, nukleinske kiseline, lipide te razliite metabolite (Slika 3.). Proteini mogu biti
smjeSteni na membrani (tetraspanini, antigen prezentiraju¢e molekule, glikoproteini te
adhezivne molekule) ili pak unutar lumena mikrovezikule (proteini citoskeleta, proteini
toplinskog Soka, fuzijski proteini, faktori rasta te citokini). Egzosomi sadrze lipidne molekule
(kolesterol, ceramid, sfingomijelin, gangliozid, fosfatidilinozitol, fosfatidilserin,
fosfatidilkolin) te nukleinske kiseline (mRNA, miRNA, nekodiraju¢a RNA i DNA) (Dilsiz,
2021). Glavna fizioloska funkcija egzosoma u krvi jest medustani¢na komunikacija te transport
molekula izmedu udaljenih stanica (Peri$a i sur., 2017). Karakterizira ih sposobnost prijenosa
razli¢itih unutarstani¢nih molekula poput DNA, mRNA, miRNA te proteina. Tijekom

malignoga procesa odgovorni su za poticanje proliferacije stanice, procesa angiogeneze te
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stvaranja metastaza (PeriSa 1 sur., 2017). Egzosomi otpusteni iz tumorskih stanica sadrze
proteine t¢ RNA molekule pomocéu kojih je moguce ustanoviti molekulski profil tumora.
Njihova izolacija te analiza unutrasnjega sadrzaja moze biti korisna pri dijagnozi, predikciji te

prognozi onkoloskih bolesti (Barisi¢, 2019).

Slika 3. Struktura i sadrzaj egzosoma (preuzeto i prilagodeno prema Dilsiz, (2021) uz

dopustenje izdavaca).

MIRNA nekodirajué¢e su kratke, dvolancane RNA molekule ¢ija je glavna uloga
regulacija ekspresije gena (Hanzek, 2019). Tijekom malignoga procesa, ekspresija miRNA je
promijenjena te specifiéna za odredenu vrstu karcinoma. Amplifikacije ili delecije gena koji
kodiraju za miRNA, uz deregulaciju transkripcijskih ¢imbenika te prisustvo epigenetskih
promjena, dovode do povecanja ekspresije onkogenih miRNA te smanjenja ekspresije
tumorskih supresorskih miRNA. Deregulacija miRNA povezana je s nastankom rezistencije na

antitumorsku terapiju, a smatra se i potencijalnim biljegom za maligna oboljenja.
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Trenutno, karcinoembrijski antigen (CEA, engl. Carcinoemryonic Antigen) te
karbohidratni antigen 19-9 (CA 19-9, engl. Carbohydrate Antigen 19-9) najces¢i su biljezi koji
se odreduju u krvi pacijenata s CRC-om. Zbog njihove nedovoljne specifi¢nosti i osjetljivosti
nisu preporuceni za probir i rano otkrivanje maligne bolesti. Meta mnogih istrazivanja koji za
cilj imaju pronalazak tumorskog biljega korisnoga za probir, ranu dijagnozu, prognozu,
pracenje odgovora na antitumorsku terapiju te detekciju recidiva postali su specifi¢ni dijelovi
tumorskoga genoma (Verbanac i sur., 2021). Rezultati provedenih istrazivanja potvrdili su
ukljucenost gena c-MYC u proces karcinogeneze CRC-a. Gen c-MYC odgovoran je za
regulaciju signalnih putova uklju€enih u rast i proliferaciju tumorskih stanica (Elbadawy i sur.,
2019). Budu¢i da je tijekom malignoga procesa njegova ekspresija povecana, smatra se

potencijalnim biljegom za ranu dijagnozu CRC-a.
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2. OBRAZLOZENJE TEME

CRC drugi je najc¢es¢i uzrok smrti od maligne bolesti u oba spola (Mazouji i sur., 2021).
Unato¢ velikom broju oboljelih 1 umrlih od ove zlo¢udne bolesti, u idu¢im desetljecima,
predvida se rast incidencije i mortaliteta na globalnoj razini (Hossain i sur., 2022). Ukoliko se
bolest dijagnosticira u ranijem stadiju, vjerojatnost za izljecenje i prezivljenje je visoka. Zlatni
standard u dijagnostici CRC-a jest kolonoskopija tijekom koje se, ukoliko je potrebno, radi
biopsija. Trenutno, klini¢ka istrazivanja usmjerena su prema pronalasku nove alternativne
metode koja ¢e uspjeSno zamijeniti biopsiju. Tekuca biopsija, u kombinaciji s metodama nove
generacije sekvenciranja, predstavlja inovativno rjesenje na podru¢ju dijagnostike malignih
bolesti. Nedavna istrazivanja pokazuju obeéavajuce rezultate u klinickoj primjeni u bolesnika
s CRC-om (Mazouiji i sur., 2021). Kako bi se tekuca biopsija mogla koristiti u klini¢koj praksi,
potrebno je odrediti te validirati potencijalne biljege koji ¢e se koristiti za ranu dijagnozu, odabir
terapije, prac¢enje uspjesnosti terapije, prognozu bolesti te detekciju recidiva. Prema Verbanac
1 sur. (2021) identifikacija specificnih tumorskih biljega i primjena personalizirane medicine
predstavlja buduénost lijeCenja malignih bolesti. Budu¢i da gen c-MYC igra vaznu ulogu u
procesu karcinogeneze, smatra se potencijalnim biljegom za ranu dijagnozu CRC-a. Kako bi se
ispitao dijagnosticki potencijal gena c-MYC, u ovom se istrazivanju provodila usporedba
ekspresije gena c-MYC iz RNA izolirane iz tkiva u bolesnika s pre-CRC-om te bolesnika s
potvrdenim CRC-om. Na temelju razlike u ekspresiji moguce je odrediti vrijednost gena c-MYC
kao potencijalnog biljega za rano dijagnosticiranje CRC-a. Takoder, cilj rada bio je ispitati
potencijal gena c-MYC kao biljega za rano otkrivanje CRC-a primjenom tekuce biopsije.
Rezultate dobivene teku¢om biopsijom bilo je potrebno usporediti s rezultatima biopsije
(Verbanac i sur., 2021) stoga je zadatak istrazivanja obuhvacao usporedbu ekspresije c-MYC
gena iz RNA izolirane iz egzosoma u bolesnika s CRC-om te tkiva bolesnika s pre-CRC-om i
CRC-om.
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3. MATERIJALI | METODE

3.1 Uzorkovanje krvi i priprema uzorka za izolaciju egzosoma

Pacijentima s potvrdenim CRC-om, stru¢no osposobljeni djelatnici KBC Sestre
milosrdnice, uzorkovali su punu krv u BD Vacutainer® Venous Blood Collection Tube (kat.br.

367525) epruvete s EDTA antikoagulansom, volumena 10 mL.

Za analizu su potrebne dvije epruvete oznacene brojevima 1. i 2. prema redoslijedu
vadenja krvi. Do transporta Se uzorci pune krvi cuvaju na +4 °C te dostavljaju do mjesta radiliSta
na ledu. Centrifugiraju se $to kra¢em roku na 1900 g tijekom 10 minuta pri 4 °C (najbolje unutar
60 minuta kako bi se izbjegla hemoliza in vitro) u prethodno rashladenoj centrifugi s njisu¢im
vjedrima (engl. Swinging-bucket Rotor). Dobivena plazma alikvotira se u sterilnu epruvetu s
koni¢nim dnom od 15 mL pritom pazec¢i da se ne zahvati srednji sloj obogacen stanicama jer se
unutar leukocita nalazi genomska DNA te miRNA. Ukoliko je uzorak plazme u smrznutom
obliku, potrebno ga je otopiti na ledu ili na + 4 °C te promijesati na vrtloZznoj mjesalici s ciljem
homogeniziranja uzorka. Uzorak plazme centrifugira se na 3000 g tijekom 15 minuta pri
temperaturi od +4 °C kako bi se uklonio sav stani¢ni materijal, fragmenti trombocita te
apoptotska tjeleSca. Dobiveni supernatant se potom alikvotira u epruvete od 2 mL koje ne
sadrze RNaze. Prije postupka izolacije egzosoma uzorci se pohranjuju na +4 °C unutar 24 h

dok je za dugoroc¢no Cuvanje uzoraka potrebno osigurati temperaturu od -20 °C.

3.2 lzolacija egzosoma QIAGEN metodom

Za izolaciju egzosoma koristena je QIAGEN metoda. Navedena metoda predstavlja
brzu metodu za izolaciju te procis¢avanje egzosoma iz uzorka seruma ili plazme. Tijekom
postupka izolacije koristen je mMiIRCURY Exosome Serum/Plasma Kit (Qiagen, Njemacka, kat.
br. 76603).

Materijali u kompletu miRCURY Exosome Serum/Plasma Kit:
e Precipitation Buffer A, 10 mL
e Resuspension Buffer, 10 mL
e Thrombin (liofiliziran), 200 U
e Thrombin Buffer, 500 uL
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Dodatni koristeni materijali i oprema:
e pipete i nastavci bez RNaze
e epruvete (s konicnim dnom) volumena 15 mL
e epruvete volumena 2 mL bez RNaze
e mikrocentrifuga za epruvete volumena 2 mL za centrifugiranje na 20 °C
e Vrtlozna mjesalica

e zamrzival

e led

KoriStene reagense potrebno je Cuvati dalje od izvora svjetla pri temperaturi od 2 °C do
8 °C. Liofilizirani se trombin otapa u 400 uL odgovarajucega pufera te nakon jednominutnoga
stajanja na sobnoj temperaturi lagano promijesa i alikvotira. Alikvoti se ¢uvaju na temperaturi
od -20 °C te se zbog stabilnosti reagensa ne ponavlja postupak odmrzavanja te ponovnoga

smrzavanja.

Volumen od 600 pL plazme pomocu pipete ispipetira se u epruvete od 2 ml. Nakon
dodatka 6 pL trombina epruveta se promijesa na vrtloznoj mjesalici te inkubira 5 min. na sobnoj
temperaturi. Nakon inkubacije uzorak se plazme centrifugira na 10 000 g tijekom 10 min. pri
temperaturi od 20 °C. 0,5 mL dobivenoga supernatanta prenosi se u novu epruvetu volumena
od 2 mL te se nakon dodatka 200 uL odgovarajuceg pufera za precipitaciju (0,4 volumena)
promijeSa na vrtloZznoj mjesalici tijekom 5 sekundi (duZe mijeSanje moze uzrokovati pojavu
pjene). Slijedi inkubacija uzorka na +4 °C minimalno 60 minuta. Nakon provedene inkubacije
uzorak se centrifugira na 500 g tijekom 5 minuta pri temperaturi od 20 °C, supernatant se odlije,
a u dobivenom talogu nalaze se egzosomi. Kako bi se uklonio i preostali supernatant, uzorak se
kratko centrifugira. U epruvetu s talogom dodaje se 270 uL pufera za resuspendiranje te
promijeSa na vrtloznoj mjeSalici kako bi se resuspendirali egzosomi. Konacni volumen
egzosoma iznosi oko 300 pL. Uzorak izoliranih egzosoma moguce je pohraniti na 2 - 8 °C do
2 danate na-20 °C (-65 °C) tijekom duljega razdoblja. Postupak izolacije RNA izvodi se odmah
nakon postupka izolacije egzosoma kako bi se izbjegla razgradnja RNA molekule prisutnim
RNazama.
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3.3 Izolacija ukupne RNA iz egzosoma

Za izolaciju RNA iz egzosoma kori$ten je komercijalno dostupan komplet miRNAeasy
Serum/Plasma Advanced Kit (Qiagen, Njemacka, kat. br. 217204).

Materijali u kompletu miRNAeasy Serum/Plasma Advanced Kit:
e 50 RNeasy® UCP MinElute® Spin Columns
e 50 Collection Tubes (1,5 mL)
e 20 Collection Tubes (2 mL)
e Buffer RPL, 20 mL
e Buffer RPP, 8 mL
e Buffer RWT, 15 mL
e Buffer RPE, 1 mL

e voda bez RNaze, 10 mL

Ostali potrebni materijali i oprema:
e 100 % izopropanol
e 80 % etanol
e sterilni nastavci bez RNaze
e epruvete (1,5mL ili 2 mL)
e mikrocentrifuga
e vrtloZzna mjeSalica

e jednokratne rukavice

Izolacija ukupne RNA vrsi se iz 200 pL egzosoma. Prije pocetka postupka izolacije
RNA pripremaju se radne otopine pufera RWT i RPE dodatkom apsolutnoga etanola. Svi koraci
izolacije provode se na sobnoj temperaturi (sve pufere je potrebno ekvilibrirati na sobnu

temperaturu).

200 pL uzorka izoliranih egzosoma prenese se u epruvetu volumena 2 mL u koju se
potom dodaje 60 pL pufera RPL. Zatvorena epruveta promijeSa se na vrtloznoj mjesalici
najmanje 5 sekundi te inkubira 3 minute. Nakon dodavanja 20 puL pufera RPP ponovno se

promijeSa na vrtloznoj mjesalici 20 sekundi te inkubira 3 minute. Potpunim mijeSanjem
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epruveta postize se separacija faza. Slijedi centrifugiranje na 12000 g tijekom 3 minute na
sobnoj temperaturi nakon kojeg bi supernatant trebao biti bistar i bezbojan. Dobiveni
supernatant (~230 pL za 200 pL uzorka) prenosi se u novu epruvetu zajedno s izopropanolom
te promijeSa na vrtloznoj mjesalici. U idu¢em koraku, cijeli se uzorak prenosi u RNeasy UCP
MinElute kolonu, zatvara poklopac te centrifugira 15 sekundi na 8000 g. Budu¢i da je RNA
vezana za kolonu, tekuéina ispod kolone se baca. Zatim se otpipetira 700 pL pufera RWT na
RNeasy UCP MinElute spin kolonu, zatvori poklopac te centrifugira 15 s na 8000 g. Tekué¢ina
ispod kolone ponovno se baca. U istu epruvetu za sakupljanje dodaje se 500 uL pufera RPE na
RNeasy UCP MinElute spin kolonu te ponavlja postupak centrifugiranja. Tekuéinu ispod
kolone potrebno je baciti. Kako bi se membrana kolone oprala, u epruvetu za skupljanje dodaje
se 500 uL 80 % etanola te zatvorenu kolonu centrifugira 2 minute na 8000 g (10,000 rpm). U
se idu¢em koraku paZljivo odvaja RNeasy UCP MinElute spin kolona od epruvete za
sakupljanje s ciljem sprje¢avanja zagadenja kolone etanolom. RNeasy UCP MinElute spin
kolonu se postavlja na novu epruvetu za sakupljanje od 2 mL te otvorenu centrifugira na punoj
brzini 5 minuta s ciljem suSenja membrane buduci da etanol moze interferirati u daljnjim
analizama (primjerice u metodi lan¢ane reakcije polimeraze, PCR, engl. Polymerase Chain
Reaction). Budu¢i da su kolone otvorene, oSteCenje poklopaca izbjegava se postavljanjem
kolona s jednim mjestom razmaka izmedu te okretanjem poklopaca u smjeru suprotnom od
smjera rotacije rotora. Epruveta sa sakupljanje nije potrebna te se baca. RNeasy UCP MinElute
spin kolona postavlja se u novu epruvetu za sakupljanje te dodaje 20 pL vode bez RNaze
izravno na srediS$nji dio membrane nakon cega slijedi inkubacija 60 sekundi. Nakon inkubacije,
zatvorena se epruveta centrifugira 60 sekundi na maksimalnoj brzini kako bi se RNA molekula
eluirala s membrane. S obzirom da je mrtvi volumen RNeasy UCP MinElute spin kolone 2 pL,
konac¢ni volumen eluata iznosi 18 pL. Tako proc¢iS¢ena ukupna RNA stabilna je i do godinu

dana na —30 °C do —15 °C ili 90 °C do —65 °C u vodi bez RNaza.

3.4 lzolacija ukupne RNA iz tkiva uronjenoga u parafin

Svjeze kirurski odstranjeno tkivo fiksira se u 4 - 10 %-tnom neutralnom formalinu te
nakon provedenoga procesa ispire i dehidrira. Kao medij za uklapanje koristi se parafin niske
temperature taljenja. Za postupak izolacije ukupne RNA iz tkiva fiksiranih formalinom te
uklopljenih u parafin koristi se RNeasy FFPE komplet. RNeasy FFPE kompletom moguce je
izolirati molekule RNA dulje od 70 nukleotida. RNA izolirana iz FFPE (engl. Formalin-fixed,

Paraffin-embedded) tkiva manje je molekularne mase u odnosu na RNA izoliranu iz svjezih ili
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smrznutih tkiva. Razlog tome lezi u fragmentaciji i kemijskoj modifikaciji RNA uzrokovanoj

formaldehidom.

Materijali u RNeasy FFPE kompletu:
e RNeasy MinElute Spin kolone
e epruvetice za sakupljanje, 1,5 mL
e epruvetice za sakupljanje, 2 mL
e pufer RBC (sadrzi gvanidinske soli)
e pufer PKD
e proteinaza K
e DNaza hez RNaza
e voda bez RNaza (za upotrebu s DNazom bez RNaza)
e DNaza Booster Buffer
e pufer RPE (koncentrat)**

e Vvoda bez RNaza

Dodatni potrebni materijali i oprema:
e sterilni nastavci za pipete, bez RNaza
e epruvetice, 1,5 mL
e epruvetice, 2 mL
e mikrocentrifuga (s rotorom za epruvetice volumena 2 mL)
e vrtloZzna mjeSalica
e 100 %-tni etanol
e deparafiniziraju¢a otopina
e rukavice
e termoblok (pozeljno dva komada)

e ledomat

Postupak izolacije RNA iz uzorka tkiva provodi se na sobnoj temperaturi. [z svjeZih
rezova FFPE tkiva parafin se uklanja deparafiniziraju¢om otopinom. Uzorak se inkubira u
puferu optimalnom za lizu stanica koji sadrzi proteinazu K (omogucava digestiju proteina i
oslobadanje RNA iz tkiva). Kratka inkubacija na visokoj temperaturi smanjuje vezanje

nukleinskih kiselina za formalin $to u konacnici rezultira ve¢im prinosom i kvalitetom RNA.
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Veca kvaliteta te koli¢ina izolirane RNA vazna je za daljnje analize RNA poput gPCR-a (engl.
Quantitative PCR). Uzorak se tretira DNazom kako bi se razgradila genomska DNA te se
dodaje RBC pufer i alkohol (etanol) koji omogucuje precipitaciju nukleinskih kiselina. Za
postupak ispiranja koristi se voda za ispiranje bez RNaza (voda tretirana sa histidinskim

specifi¢nim alkiliraju¢im agensom dietilpirokarbonatom (DEPC) koji inaktivira RNaze).

Protokol izolacije RNA iz FFPE tkiva:

Rezovi tkiva debljine od 5 do 20 um postavljaju se u sterilne epruvetice od 1,5 mL
(*ukoliko se radi o 1 ili 2 reza tkiva) ili 2 mL (**za viSe od 2 reza tkiva). Dodaje se 160 pL* ili
320 puL** deparafinizirajuce otopine, promijesa na vrtloznoj mjesalici 10 sekundi te kratko
centrifugira. Potom se inkubira na 56° C 3 minute i ohladi na sobnu temperaturu. Ukoliko je
volumen dodane deparafinizirajuée otopine nedovoljan, smjesa ¢e nakon hladenja poprimiti
vostani ili ¢vrsti oblik. Ako se to dogodi, potrebno je dodati dodatni volumen deparafinizirajuce
otopine te ponoviti inkubaciju. U idu¢em koraku dodaje se 150 pL* ili 240 uL** PKD pufera,
promijesa na vrtloznoj mjesalici te centrifugira 1 minutu na 11 000 g (10 000 rpm). U donju,
Cistu fazu, ispipetira se 10 pL proteinaze K te lagano promijesa provla¢enjem otopine kroz
nastavak pipete. Uzorak se inkubira 60 minuta 56 °C (uz lagano mijeSanje) te potom 15 minuta
na 80° C (dulja inkubacija na 80 °C moze rezultirati veCom fragmentacijom RNA, ali 1 nizim
Ct vrijednostima u gPCR-u). Donju, bezbojnu fazu, prenese se u novu epruveticu, inkubira na
ledu 3 minute te centrifugira 15 minuta na 20 000 g (13 500 rpm). Dobiveni supernatant prenese
se u novu epruveticu, pazeci pritom da se ne dodiruje talog koji sadrzi netopive ostatke tkiva 1
DNA. Potom se dodaje 1/10 ukupnog volumena (oko 16 pL* ili 25 ulL** DNaza booster pufera)
1 10 pL otopljenoga i odmrznutoga alikvota DNaze, lagano promijeSa okretanjem epruvetice te
kratko centrifugira. Uzorak se inkubira 15 minuta na sobnoj temperaturi. Nakon inkubacije
dodaje se 320 uL* ili 500 uL** pufera RBC, dobro promijesa na vrtloZznoj mjesalici te doda
720 pL* ili 1200** uL 100 %-tnog etanola. Uzorak se promijesSa na vrtloznoj mjesalici. U
sljedec¢em koraku, 700 puL uzorka prenosi se na RNeasy MinElute spin kolonu koja je stavljena
na epruveticu za sakupljanje od 2 mL. Poklopac se njezno zatvori te centrifugira 30 sekundi na
vise od 8 000 g (vise od 10 000 rpm). Otopina koja ostane u epruveticu za sakupljanje se baca,
a epruvetica se koristi za sljedeci korak. Postupak se ponavlja dok se cijeli volumen uzorka ne
iskoristi. Potom se dodaje 500 uLL RPE pufera na kolonu (prije prvog koristenja RPE pufera,
potrebno je dodati 4 volumena etanola (96 - 100 %)), lagano se zatvori ¢ep te centrifugira 30
sekundi na vise od 8 000 g (vise od 10 000 rpm). Otopina koja ostane u epruvetici za sakupljanje
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se baca, a epruvetica se Koristi za sljede¢i korak. Ponovno se dodaje 500 uL. RPE pufera na
kolonu, zatvori se Cep te centrifugira 30 sekundi na vise od 8 000 g (vise od 10 000 rpm).
Epruvetica za sakupljanje se baca zajedno s otopinom koja u njoj ostane nakon centrifugiranja.
Kolona se pazljivo prenese u Cistu epruveticu od 2 mL, otvori Cep kolone (centrifugiranje s
otvorenim ¢epom omogucava da se etanol ne prenosi u daljnje korake i da ne interferira s
kasnijom analizom RNA) te centrifugira na maksimalnoj brzini 5 minuta. Budu¢i da su kolone
otvorene, ostecenje poklopaca izbjegava se postavljanjem kolona s jednim mjestom razmaka
izmedu te okretanjem poklopaca u smjeru suprotnom od smjera rotacije rotora. U posljednjem
koraku, kolona se prebaci u ¢istu epruveticu od 1,5 mL te doda 14 - 30 puL (20 puL) vode bez

RNaza. Nakon zatvaranja ¢epa, uzorak se centrifugira 60 sekundi na maksimalnoj brzini.

3.5 Odredivanje koncentracije i kvalitete RNA molekule

Izolacija ukupne RNA predstavlja prvi korak u analizi genske ekspresije. Za uspjesno
provodenje daljnjih postupaka, potrebno je osigurati nedegradirani kalup RNA visoke ¢istoce
bez ostataka proteina, soli, boje ili fenola. Cisto¢a se RNA referira prisutnost drugih molekula
u izolatu. Budué¢i da molekula RNA apsorbira svjetlost u ultraljubicastom podruéju uz
maksimalnu apsorpciju pri valnoj duljini od 260 nm, uobi¢ajeno se koristi spektrofotometrijska
metoda za odredivanje koncentracije i oneci¢enje uzorka proteinima (A260/A280) te solima
(A260/A230). Kada je rije¢ o niskim koncentracijama te malim molekulama RNA
spektrofotometrijsko mjerenje, zbog nedovoljne pouzdanosti, nije metoda izbora za procjenu
koncentracije i integriteta molekule RNA. U ovom radu, koncentracija RNA izolirane iz tkiva
odredivala se pomo¢u mikrovolumnog spektrofotometra DS-11 (Denovix, SAD). No, s ciljem
dobivanja pouzdanih rezultata kvalitete te integriteta molekula RNA izolirane iz tkiva koristila
se metoda kapilarne elektroforeze na uredaju Bioanalyzer 2100 uz pomo¢ kompleta RNA 6000
pico total RNA Kit (Agilent,SAD).
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Materijali u kompletu RNA 6000 Pico Kit (Agilent, SAD)

25 RNA Pico ¢ipova

3 Electrode Cleaners

(plavi) RNA 6000 Pico koncentrat boje 18

(zeleni) RNA 6000 Pico Marker (4 epruvete)

(bijeli) RNA 6000 Pico Conditioning Solution

(crveni) RNA 6000 Pico Gel Matrix (2 epruvete)

(zuti) RNA 6000 Pico Standard (1 epruveta, 10x koncentrat)
4 filtera

epruvete za mijeSanje boje 1 gela

igla

Dodatni potrebni materijali i oprema:

najmanje 30 minuta dok se elektrode analizatora Bioanalyzer 2100 ispiru vodom bez RNaza.
Takoder, provodi se proces denaturacije RNA grijanjem 2 minute pri 70 °C te hladenjem na
ledu do koristenja. Cipovi se pune na nadin da se u njih doda 9 pL mjesavine gela i boje te
rasporedi pomocu igle za nanoSenje. U jazice Cipa se doda po 1 uL Conditioning Solution,
markera, standarda te uzorka. Cip se promijesa na vrtloZnoj mjesalici 60 sekundi na 2400 rpm

te postavi na nosac Cipa na uredaju Bioanalyzer 2100. Za pracenje analize se Koristi program

voda, bez RNaza

pipete (10 uL 1 1000 pL) s odgovaraju¢im nastavcima
epruvete 0,5 mL bez RNaza

mikrocentrifuga

termoblok za zagrijavanje

vrtloZzna mjesalica

Prije samog pocetka analize reagensi se odmrznu i temperiraju na sobnoj temperaturi

Eukaryote Total RNA Pico Series Assay.
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3.6 Metoda reverzne transkripcije

Kvantifikacija jednolancéane mRNA molekulu pomo¢u PCR-a u stvarnom vremenu
obuhvaca reverznu transkripciju izolirane RNA kako bi se prevela u komplementarnu DNA
(cDNA). Odgovoran enzim za generiranje komplementarne DNA molekule jest reverzna

transkriptaza (RT).

Za postupak reverzne transkripcije koriSten je komercijalno dostupan RevertAid First
Strand cDNA Synthesis komplet (Thermo Fisher Scientific, SAD) na uredaju GeneAmp PCR
System 9700 (Applied Biosystems, SAD).

Materijali u RevertAid First Strand cDNA Synthesis kompletu:
e RevertAid RT enzim
e RiboLock RNase Inhibitor
e 5x Reaction Buffer koji sadrzi: 250 mM Tris-HCL (pH 8,3), 250 mM KCL, 20 mM
MgCl, te 50 mM DTT
e dNTP Mix, 10 mM
e Oligo(dT)1g Primer, 100 uM
e Random Hexamer Primer, 10 uM

e voda bez nukleaza

Dodatni potrebni materijali i oprema:
e Dpipete s odgovaraju¢im nastavcima
e mikrocentrifuga
e Vvrtlozna mjesalica

e epruvete bez RNaza (0,2 mLi1,5mL)

Uzorci izolirane RNA zajedno s potrebnim reagensima temperiraju se na sobnoj
temperaturi desetak minuta. Za to vrijeme, pripreme se epruvete volumena 0,2 mL i oznace
brojevima, a u posebnoj sterilnoj epruveti od 1,5 mL pripremi se reakcijska smjesa prema

navedenom protokolu (Tablica 1.).
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Tablica 1. Protokol za izradu reakcijske smjese za reverznu transkripciju.

Oligo(dT)1s Primer 1uL
Random Hexamer Primer 1uL
Reaction Buffer 4 uL
RiboLock RNase Inhibitor 1uL
RevertAid RT enzim 1uL
dNTP Mix 2 uL
Ukupno 10 uLL

Svjeza pripremljena reakcijska smjesa se potom promijeSa na vrtloZznoj mjesalici te

Tablica 2. Uvjeti reverzne transkripcije.

kratko centrifugira. U pripremljene sterilne epruvete volumena 0,2 mL dodaje se 10 pL
reakcijske smjese te 10 uL. vodene otopine RNA. Epruvete se zatvore te posloZze na nosaé koji
se postavi na uredaj GeneAmp PCR System 9700 (Applied Biosystems, SAD). Program na

uredaju odabire se na temelju prethodno definiranih uvjeta reverzne transkripcije (tablica 2.)

Korak Temperatura/°C Trajanje/mm:ss
Inkubacija 25 5:00
Sinteza komplementarnog 42 60:00
lanca
Prekid reakcije 70 5:00
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3.7 Tagman ® metoda q-PCR-a

Nakon provedene reakcije reverzne transkripcije, dobivena cDNA Koristi se kao kalup
za umnazanje te kvantifikaciju ekspresije gena c-MYC. Usporedno, odreduje se ekspresija

referentnoga gena koji kodira gliceraldehid 3-fosfat dehidrogenazu (GAPDH).

Kvantitativni PCR, gPCR ili PCR u stvarnom vremenu (engl. Real-time PCR)
omogucava mjerenje koli¢ine nastaloga PCR produkta u stvarnom vremenu pomocu
fluorescentno obiljezenih 1 hidroliziraju¢ih Tagman® sondi koje su komplementarne
jednolanc¢anoj DNA molekuli. Po kemijskom sastavu TagMan® sonde su oligonukleotidi koji
su na 5'-kraju obiljezeni fluorescentnom bojom, a na 3'-kraju prigusivaéem. Na temelju principa
FRET-a (engl. Fluorescence Energy Resonance Transfer) te 5'-egzonukleazne aktivnosti Tag-
polimeraze (izolirane iz termofilne bakterije Thermus aquaticus) omoguéeno je mjerenje
koli¢ine nastaloga PCR produkta. Nakon $to se reakcijska smjesa osvijetli svjetlos¢u koju stvara
mjerni instrument, tu svjetlost na TagMan sondi apsorbira fluorescentna boja te istu emitira u
obliku zragenja vece valne duljine. U slucaju da je TagMan sonda kompletna, prigusiva¢ koji
se nalazi u blizini apsorbirat ¢e emitirano zracenje $to ¢e za posljedicu imati nemogucnost
detekcije fluorescentnoga signala. Kada se TagMan® sonda veze na jednolan¢anu molekulu
DNA, tijekom sinteze novog lanca do¢i ¢e do njezine razgradnje te detekcije fluorescentnoga
signala jer se fluorescentna boja i prigusiva¢ vise ne nalaze u blizini. Koli¢ina nastaloga

fluorescentnoga signala izravno je proporcionalna koli¢ini nastalog PCR produkta.

Lancana reakcija polimeraze u stvarnom vremenu izvodila se na analizatoru 7500 Real
Time PCR System koriste¢i TagMan Universal MasterMix koji sadrzi:
o AmpliTag Gold® DNA Polymerase, UP (Ultra Pure)
o Uracil-N glycosylase (UNG)
e dNTPs with dUTP
e ROXT™ Passive Reference

e Optimized buffer components
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Takoder, koriSten je TagMan Gene Expression Assay (Applied Biosystems SAD) koji sadrzi:
e Hs03929097 g1 za GAPDH
e Hs00153408 m1 za c-MYC

Nakon provedene reakcije reverzne transkripcije, u epruvetu koja sadrzi 5 pL cDNA
dodaje se 22,5 uLL dH20. Plocica za kvantitativni PCR sadrzi 96 jazica u koje se dodaje otopina
MasterMix-a, TagMan Gene Expression Assays te razrijedeni ¢cDNA uzorak. KoriSteni
volumeni nalaze se u tablici 3. Program se na uredaju 7500 Real Time PCR System odabire na

temelju prethodno definiranih uvjeta reakcije (tablica 4.)

Tablica 3. Komponente qPCR s odgovaraju¢im volumenima.

TagMan® Universal PCR Master Mix 5uL
TagMan® Gene Expression Assay 0,5 uL
Razrijedena otopina cDNA 4,5 uL
Ukupno 55uL

Tablica 4. Uvjeti gPCR-a.

UNG PCR (40 ciklusa)
inkubacija | Aktivacija DNA
polimeraze Denaturacija Stvaranje
cDNA lanca
Temperatura 50 °C 95°C 95°C 60 °C
Vrijeme (mm:ss) 02:00 10:00 00:15 01:00
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3.8 Statisticka obrada podataka

KoriSteni test za statistiCku obradu podataka jest dvostrani Mann Whitney U test u
programu GraphPad Prism 6.0 (GraphPad Software Inc., SAD). Rezultati su prikazani u obliku
medijana, interkvartilnog raspona te intervala pouzdanosti za obje grupe ispitanika. P<0,05

smatra se statisticki znacajnom vrijednoscu.
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4. REZULATI | RASPRAVA

4.1 Ekspresija gena c-MYC iz RNA izolirane iz tkiva pacijenata s pre-CRC-om te

potvrdenim CRC-om

U istrazivanju je sudjelovalo ukupno 46 ispitanika. Uzorci tkiva koji su se koristili u
istrazivanju uzorkovani su od pacijenata s pre-CRC stadijem te pacijenata s potvrdenim CRC-

om iz KBC Sestre Milosrdnice. Sudjelovalo je 33 ispitanika s pre-CRC stadijem te 13 ispitanika

oboljelih od CRC-a. Spol ispitanika naveden je u tablici 5.

Tablica 5. Spol ispitanika kod kojih je mjerena ekspresija gena c-MYC iz RNA izolirane iz

tkiva.

Broj (%) ispitanika

Muskarci Zene Ukupno

pre-CRC 20 (60,6) 13 (39,4) 33 (71,7)
CRC 7 (53,8) 6 (46,2) 13 (28,3)
Ukupno 27 (58,7) 19 (41,3) 46 (100)

4.1.1 Analiza koncentracije, kvalitete i integriteta RNA molekule

Nakon provedene izolacije, koncentracija dobivene RNA odredivala se pomocu
mikrovolumnog spektrofotometra DS-11 (DeNovix, SAD). Dobivene vrijednosti koncentracija

izoliranih RNA molekula navedene su u tablici 6.
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Tablica 6. Vrijednosti koncentracija izolirane RNA molekule

Koncentracija RNA (ng/ uL)

Raspon (min. - max.) Medijan
pre-CRC 85,52 - 1882,46 670,43
CRC 187,22 - 1022,90 580,31

Budu¢i da molekulu RNA Kkarakterizira izrazita osjetljivost na razgradnju sve prisutnim
RNazama, u uzorku se izolirana RNA moze nalaziti u fragmentiranom obliku. S ciljem
provjeravanja kvalitete izolirane RNA molekule, metodom kapilarne elektroforeze na uredaju
Bioanalyzer 2100 koriste¢i RNA 6000 Pico Total RNA kit (Agilent, SAD), odredena je razina
integriteta RNA (RIN engl. RNA Integrity Number).

[FL] 14 RMA

10

0

T T T T T T
25 200 500 1000 2000 4000 [nt]

Slika 4. Elektroferogram RNA izolirane iz uzoraka FFPE tkiva br. 14.

Izmjerene vrijednosti razine integriteta RNA izolirane u bolesnika s pre-CRC-om
nalazile su se u rasponu od 1 do 2,6 (medijan je iznosio 2,3). Vrijednosti razine integriteta RNA
izolirane u bolesnika s potvrdenim CRC-om nalazile su se u rasponu od 1 do 2,6 s medijanom
2,25. Kod RNA izolirane iz FFPE tkiva ocekuje se niska vrijednost razine integriteta zbog

degradacije RNA tijekom postupka fiksacije FFPE tkiva te skladiStenja uzorka. Stoga, za
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procjenu integriteta uzorka, uz RIN, odreden je postotak fragmenata RNA veli¢ine od 200
nukleotida (engl. DV200) te postotak fragmenata RNA veli¢ine do 200 nukleotida. Na
elektroferogramu RNA izolirane iz uzoraka FFPE tkiva br. 14 prisutan je vr$ak izmedu 25 i 200
nukleotida S§to upucuje na prisutnost degradirane RNA molekule (Slika 4.). Vrijednosti
spomenutih indeksa za procjenu integriteta molekule RNA za obje skupine ispitanika nalaze se
u tablici 7.

Tablica 7. Vrijednosti indeksa za procjenu integriteta molekule RNA.

RIN RNA < 200 nt (%) DV200 (%)
Raspon | Medijan | Raspon | Medijan | Raspon | Medijan
(min. - (min. - (min. -
max.) max.) max.)
pre-CRC 1,0-26 2,30 14 - 96 39,0 4 - 86 61,0
CRC 1,0-26 2,25 28-90 53,5 10-72 46,5
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4.1.2 Analiza ekspresije gena c-MYC

Nakon odredivanja koncentracije i integriteta izolirane RNA uslijedio je proces reverzne
transkripcije te odredivanja ekspresije gena c-MYC i referentnoga gena GAPDH metodom
gPCR-a uz primjenu TagMan sonde na uredaju 7500 Real Time PCR System. Prag C: (engl.
Cycle Treshold) oznacava ciklus u kojem intenzitet fluorescencije prelazi pozadinsku
fluorescenciju. Budu¢i da je ekspresija gena GAPDH nepromijenjena u svim stanicama
organizma bez obzira na uvjete u stanici (engl. Housekeeping Gene), analiza ekspresije gena c-
MYC dobivena je usporedbom dobivenih C; vrijednosti uz normalizaciju prema referentnom
genu GAPDH. Na amplifikacijskoj krivulji za ekspresiju ciljnog gena (c-MYC) te referentnoga

gena (GADPH) vidljivo je uspje$no umnazanje gena od interesa (Slika 5.).

Amplification Plot
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Slika 5. Amplifikacijska krivulja za ekspresiju c-MYC te referentnog gena GAPDH
dobivena na uredaju 7300 Real Time PCR System.
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4.1.3 Usporedba ekspresije gena c-MYC u bolesnika s pre-CRC i CRC stadijem

Rezultati ekspresije gena c-MYC u bolesnika s pre-CRC-om te potvrdenim CRC-om
izraZeni su pomocu vrijednosti 272 (Slika 6.). Vrijednost 22 ukazuje koliko je puta vise
eksprimiran gen od interesa u odnosu na referentni gen. Eksponent -Act oznacava negativnu
vrijednost razlike izmedu ekspresije ciljnoga gena c-MYC i referentnoga gena GAPDH.
Medijan vrijednosti 22 holesnika s pre-CRC stadijem iznosio je 0,003874 s interkvartilnim
rasponom od 0,003226 do 0,005655. Srednja vrijednost 22 iznosila je 0,004752 sa
standardnom odstupanjem od 0,002111. 95 %-tni interval pouzdanosti iznosio je 0,004004-
0,005501. Nasuprot tome, medijan vrijednosti 22 bolesnika s potvrdenim CRC-om iznosio je
0,003001 s interkvartilnim rasponom od 0,001929 do 0,005368 dok je srednja vrijednost 24!
iznosila 0,004106 sa standardnom odstupanjem od 0,003204. 95 %-tni interval pouzdanosti
iznosio je od 0,002170 do 0,006042. Usporedbom rezultata vrijednosti 22 u bolesnika s pre-
CRC stadijem te potvrdenim CRC-om pomoc¢u Mann Whitney U test statistike izracunata je p-
vrijednost koja je iznosila 0,1353. Budu¢i da je dobivena p-vrijednost veca od razine
znacajnosti testa (p > 0,05) moze se zakljuciti kako ne postoji statisticki znacajna razlika izmedu

ekspresije gena c-MYC u bolesnika s pre-CRC stadijem te potvrdenim CRC-om.
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Slika 6. Ekspresija gena c-MYC u bolesnika s pre-CRC-om te potvrdenim CRC-om

izrazena kao 274,
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4.2 Ekspresija gena c-MYC iz RNA izolirane iz egzosoma bolesnika s potvrdenim CRC-
om

U istrazivanju je sudjelovalo ukupno 18 ispitanika. Uzorci tkiva koji su se koristili u
istrazivanju uzorkovani su od pacijenata s potvrdenim CRC-om iz KBC Sestre Milosrdnice. Iz
uzoraka pune krvi s EDTA antikoagulansom izolirana je RNA iz egzosoma. Koncentracija
izolirane RNA odredivala se pomo¢u mikrovolumnog spektrofotometra DS-11 (DeNovix,
SAD) te je uslijedilo odredivanje transkripata gena c-MYC i referentnoga gena GAPDH
metodom qPCR-a uz primjenu TagMan sonde na uredaju 7500 Real Time PCR System.

4.2.1 Analiza koncentracije RNA molekule

Nakon provedene izolacije RNA iz egzosoma, koncentracija dobivene RNA molekule
odredivala se pomo¢u mikrovolumnog spektrofotometra DS-11 (DeNovix, SAD) mjerenjem
apsorbancije na 260 nm. Minimalna koncentracija RNA izolirana iz egzosoma bolesnika s
potvrdenim CRC-om iznosila je 2,438 ng/ uL, dok je maksimalna koncentracija iznosila 38,080
ng/ uL (medijan koncentracije iznosio je 9,921 ng/ uL). 95 %-tni interval pouzdanosti nalazio
se u rasponu od 7,716 ng/ uL do 15,510 ng/ pL.

4.2.2 Analiza ekspresije gena c-MYC

Nakon odredivanja koncentracije RNA uslijedio je proces reverzne transkripcije i
odredivanja ekspresije gena c-MYC te referentnoga gena GAPDH metodom gPCR-a uz
primjenu TagMan sonde na uredaju 7500 Real Time PCR System. Na amplifikacijskoj krivulji
za ekspresiju ciljnoga gena (c-MYC) te referentnoga gena (GAPDH) vidljivo je neuspjesno
umnazanje gena od interesa i referentnog gena (Slika 7.) Nepravilni te mali signali na
amplifikacijskoj krivulji ne prelaze baznu liniju te su vjerojatno rezultat pozadinske
fluorescencije. Potencijalni uzroci neuspjesnog umnazanja c-MYC i GAPDH mogu biti niske
koncentracija RNA izolirane iz egzosoma, prisutnost degradirane RNA molekule u uzorku ili
visoki udio miRNA u ukupnoj izoliranoj RNA molekuli. Budu¢i da nije detektirana ekspresija
ciljnog gena c-MYC u uzorku RNA izolirane iz egzosoma bolesnika s potvrdenim CRC-om,
nije bilo moguce provesti usporedbu ekspresije gena c-MYC iz RNA izolirane iz egzosoma u

bolesnika s CRC-om te tkiva bolesnika s pre-CRC-om i CRC-om.
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Slika 7. Amplifikacijska krivulja za ekspresiju gena c-MYC te referentnoga gena
GAPDH dobivena na uredaju 7300 Real Time PCR System.

4.3 Rasprava

Kolorektalni karcinom zbog visoke incidencije i stope smrtnosti predstavlja znacajan
javnozdravstveni problem. Ukoliko se pacijentu postavi dijagnoza CRC-a u ranijem stadiju,
vjerojatnost za 5-godisnjim prezivljenjem iznosi i do 97 %. Karcinogeneza CRC-a kompleksan
je proces u kojem pojacana ekspresija gena c-MYC igra vaznu ulogu utje¢uci na signalne puteve
poput Wnt i Notch (Tan i sur., 2022). U studiji koju su proveli Wang i sur. (2017) na 470
pacijenata oboljelih od CRC-a, uocena je statisticki znacajna razlika u ekspresiji gena c-MYC u
tkivu zahvac¢enim karcinomom u odnosu na nezahvaceno (normalno) tkivo. Stupanj ekspresije
gena c-MYC pozitivno je korelirao sa staro$¢u, dubinom invazije, stupnjem prosirenosti (prema
TNM Klasifikaciji) i zahvaéenosti limfnih ¢vorova. U provedenom istrazivanju, Hu i sur. (2021)
dokazali su da postoji korelacija izmedu stadija CRC-a i razine ekspresije gena c-MYC. Stovise,
utvrdili su da je ekspresija gena c-MYC relativno povecéana u kasnijem stadiju u odnosu na raniji
stadij CRC-a.

Kako bi se ispitao potencijal gena c-MYC u postavljanju rane dijagnoze CRC-a, bilo je
potrebno usporediti ekspresiju gena c-MYC u bolesnika sa stadijem karcinoma ,,in situ*“

(adenom) te u bolesnika s potvrdenim invazivnim CRC-om. U provedenom istraZivanju
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sudjelovale su dvije grupe ispitanika: 33 ispitanika s pre-CRC-om te 13 ispitanika s potvrdenim
CRC-om. Budu¢i da fragmentirana RNA moze kompromitirati konacne rezultate istrazivanja,
odredivanje kvalitete i razine integriteta RNA smatra se neizostavnim korakom prije daljnje
analize. U proslosti, kvaliteta i integritet molekule RNA procjenjivali su se primjenom gel
elektroforeze na agaroznom gelu te vizualnim o¢itavanjem veli¢ine 28S i 18S vrpci ribosomskih
RNA nakon bojanja etidijevim bromidom. Zbog velikog utjecaja ljudskoga faktora na
interpretaciju rezultata te nemogucnosti interlaboratorijske usporedbe, postojala je potreba za
pronalaskom novoga nacina procjene (Schroeder i sur., 2006). Danas se zlatnim standardom za
procjenu integriteta RNA smatra odredivanje RIN vrijednosti. ,,Agilent Technologies "
predstavili su uredaj Bioanalyzer 2100 koji omoguéuje automatsko odredivanje RIN vrijednosti
metodom kapilarne elektroforeze. Za klasifikaciju integriteta RNA, uredaj Bioanalyzer 2100
koristi omjernu skalu od 1 (potpuno degradirana RNA) do 10 (cjelovita molekula RNA)
(Schroeder i sur., 2006). U istrazivanju, izmjerene vrijednosti razine integriteta RNA izolirane
iz FFPE tkiva bolesnika s pre-CRC-om nalazile su se u rasponu od 1 do 2,6 (medijan je iznosio
2,3) dok su se vrijednosti razine integriteta RNA izolirane iz FFPE tkiva bolesnika s potvrdenim
CRC-om nalazile u rasponu od 1 do 2,6 s medijanom 2,25. Za RNA izoliranu iz uzorka FFPE
tkiva, vrijednosti razine integriteta RNA ocekivano su niske zbog degradacije RNA molekule
tijekom procesa fiksacije FFPE tkiva te skladistenja uzorka. Stoga, za procjenu kvalitete
izolirane RNA iz FFPE tkiva koristila se DVV200 vrijednost (https://www.novogene.com/).
Izmjerene DV200 vrijednosti za RNA izoliranu iz FFPE tkiva bolesnika s pre-CRC-om nalazile
su se u rasponu od 4 % do 86 % s medijanom 61 %, dok su se DV200 vrijednosti RNA izolirane
iz FFPE tkiva bolesnika s potvrdenim CRC-om nalazile u rasponu od 10 % do 72 % s
medijanom 46,5 %. Takoder, uz vrijednost DV200 odreden je i postotak RNA molekula manjih
od 200 nukleotida. Rezultati ekspresije gena c-MYC u bolesnika s pre-CRC stadijem te
potvrdenim CRC-om izraZeni su pomoéu vrijednosti 24, Medijan vrijednosti 22 bolesnika
pre-CRC stadijem iznosio je 0,003874 s interkvartilnim rasponom od 0,003226 do 0,005655 te
95 %-tnim intervalom pouzdanosti od 0,004004 do 0,005501. Nasuprot tome, medijan
vrijednosti 2 bolesnika s potvrdenim CRC-om iznosio je 0,003001 s interkvartilnim
rasponom od 0,001929 do 0,005368 te 95 %-tnim intervalom pouzdanosti od 0,002170 do
0,006042. Na temelju usporedbe p-vrijednosti izra¢unate putem Mann Whitney test statistike,
provedeno istrazivanje ukazuje kako ne postoji statisticki znacajna razlika izmedu ekspresije
gena c-MYC u bolesnika s pre-CRC-om te potvrdenim CRC-om. Isti su zakljuak donijeli
Moradifard i sur. (2021) na temelju istrazivanja u kojem je sudjelovalo 55 ispitanika oboljelih
od razlicitih stadija CRC-a. Ekspresija gena c-MYC u bolesnika s CRC-om tema je velikog
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broja znanstvenih istrazivanja. Osim §to se ispituje dijagnosticki potencijal gena c-MYC, brojna
istrazivanja usmjerena su na potencijalni prognostic¢ki te terapijski znacaj u oboljelih od
CRC-a (Tan i sur., 2022).

Prisutnost te horizontalni prijenos mRNA unutar egzosoma do ciljnih stanica objasnjen
je 2007. godine zahvaljuju¢i Valadiju i suradnicima. Molekula mRNA koja nosi uputu za
sintezu proteinskih produkata onkogenih ili tumorskih supresorskih gena biva prenesena putem
egzosoma do drugih stanica uzrokujuéi promjenu fenotipa ili StoviSe, malignu transformaciju
stanica. Zbog navedenoga, mMRNA unutar egzosoma smatra se potencijalnim biljegom za
predikciju karcinoma (Meng i sur., 2017) Cilj tekuce biopsije jest detekcija tumorskih biljega
iz lako dostupnih bioloskih uzoraka. Iako je krv zbog svoje lake dostupnosti uzorak izbora za
brojna klinicka istraZivanja, izolacija mRNA iz leukocita nailazi na brojne izazove. Prisutnost
u vrlo niskoj koncentraciji te visoka osjetljivost na razgradnju RNazama otezava postupak
izolacije MRNA te kvantifikacije ekspresije gena od interesa. Takoder, prisutnost retikulocita
u krvi ispitanika moze utjecati na analizu genske ekspresije buduci da sadrze mRNA molekule
odgovorne za translaciju globinskih lanaca (https://www.thermofisher.com). U provedenom
istrazivanju nije detektirana ekspresija ciljnoga (c-MYC) te referentnog gena (GAPDH) iz RNA
izolirane iz egzosoma te stoga nije bilo moguce provesti daljnju usporedbu s dobivenom
ekspresijom gena c-MYC iz RNA izolirane iz tkiva bolesnika s pre-CRC-om te potvrdenim
CRC-om. Potencijalni uzrok neuspjesne detekcije gena c-MYC te GAPDH moze biti niska
koncentracija izolirane RNA iz egzosoma, degradiranost RNA molekule ili visoki udio miRNA

molekula u ukupnoj izoliranoj RNA molekuli.
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5. ZAKLJUCAK

Na temelju provedenoga istrazivanja te dobivenih rezultata moze se zakljuciti sljedece:

e razlika izmedu ekspresije gena c-MYC u ispitanika s pre-CRC-om te potvrdenim CRC-

om nije statisti¢ki znac¢ajna (p > 0,05);

e nije dokazana MRNA gena c-MYC u ukupnoj RNA izoliranoj iz egzosoma ispitanika s
potvrdenim CRC-om najvjerojatnije zbog degradacije molekule RNA ili niskoga udjela
MRNA u ukupnoj izoliranoj RNA;

e nije dokazan potencijal gena c-MYC kao biljega za rano otkrivanje CRC-a primjenom

metode tekuce biopsije.
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6. POPIS KRATICA | SIMBOLA

AIF - inducirajuci faktor apoptoze (engl. Apoptosis-induced Factor)

APC - adenomatozna polipoza debelog crijeva (engl. Adenomatous Polyposis Coli)

bHLHzip - leucinski zatvara¢ s motivom “uzvojnica-omc¢a-uzvojnica” (engl. Basic Helix- loop-
helix Leucine Zipper)

BRAF - stani¢na signalna molekula (engl. B - Rapidly Accelerated Fibrosarcoma)

CA 19-9 - karbohidratni antigen 19-9 (engl. Carbohydrate Antigen 19-9)

Cdc25A - enzim odgovoran za defosforilaciju (engl. Cell Division Cycle 25 A)

CDK4 - ciklin ovisna kinaza 4 (engl. Cyclin-dependent Kinase 4)

cDNA - komplementarna DNA (engl. Complementary DNA)

CEA - karcinoembrionski antigen (engl. Carcinoemryonic Antigen)

cfDNA - slobodna cirkuliraju¢a DNA (engl. Cell-free DNA)

cftDNA - slobodna cirkuliraju¢a tumorska DNA (engl. Cell-free Circulating Tumour DNA)
CIMP - fenotip metilacije regije DNA bogate CpG sekvencama (engl. CpG Island Methylator
Phenotype)

CIN - kromosomska nestabilnost (engl. Chromosomal Instability)

c-MYC - stani¢ni MYC (engl. Cellular Myelocytomatosis)

COX-2 - ciklooksigenaza 2 (engl. Cyclooxygenase 2)

CRC - kolorektalni karcinom (engl. Colorectal Cancer)

Ct - razina detekcije (engl. Treshold Cycle)

CTC - cirkuliraju¢e tumorske stanice (engl. Circulating Tumour Cells)

CTD - C-terminalna domena (engl. C-terminal domain)

DCC - gen koji nedostaje u karcinomu kolona (engl. Deleted in Colorectal Cancers)

DNA - deoksiribponukleinska kiselina (engl. Deoxyribonucleic Acid)

FAP - obiteljska adenomatozna polipoza (engl. Familial Adenomatous Polyposis)

FFPE - fiksirano formalinom te uklopljeno u parafin (engl. Formalin-fixed, Paraffin-embedded)
GAPDH - gliceraldehid 3-fosfat dehidrogenaza (engl. Glyceraldehyde 3-phosphate
Dehydrogenase)

GIT - gastrointestinalni trakt

GSK3p - kinaza glikogen sintaze 3 (engl. Glycogen Synthase Kinase 35)

HIF-1a - ¢cimbenik potaknut hipoksijom (engl. Hypoxia-Inducible Factor- 1 alpha)

HNPCC - nasljedni nepolipozni kolorektalni karcinom (engl. Hereditary Non-polyposis

Colorectal Cancer)
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KRAS - Kirstenov virus Stakorskog sarkoma (engl. Kirsten Rat Sarcoma Virus)

MAPK - enzim koji sudjeluje u regulaciji stani¢nog dijeljenja (engl. Mitogen-Activated Protein
Kinase)

MAX - MYC pridruzeni protein X (engl. MYC Associated Protein X)

MB - domena koje utjecu na transkripcijsku i biolosku aktivnost c-MYC gena (engl. MYC box)
miRNA - mikro ribonukleinska kiselina (engl. Micro Ribonucleic Acid)

MLH1 - protein za popravak neuskladenosti DNA MLH1 (engl. DNA Misatch Repair Protein
1)

MMP-7 - Matriks metaloproteinaza 7 (engl. Matrix Metalloproteinase 7)

MMR - geni zaduZeni za kontrolu replikacije DNA (engl. Mismatch Repair)

MSH?2 - protein za popravak neuskladenosti DNA MSH2 (engl. DNA Mismatch Repair Protein
2)

MSI - mikrosatelitska nestabilnost (engl. Microsatellite Instability)

MY C - mijelocitomatoza (engl. Myelocytomatosis)

NFAT - transkripcijski ¢imbenik (engl. Nuclear Factor of Activated T Cells)

NF-1L6 - transkripcijski ¢cimbenik (engl. Nuclear Factor Interleukin 6)

NLS - nuklearna lokalizacijska sekvenca (engl. Nuclear Localization Signal)

NSAID - nesteroidni protuupalni lijekovi (engl. Non-steroidal Anti-inflamatory Drugs)

NTD - N-terminalna domena (engl. N-terminal Domain)

p15 - stani¢na signalna molekula (engl. Protein 15)

p21 - stani¢na signalna molekula (engl. Protein 21)

p27 - stani¢na signalna molekula (engl. Protein 27)

pb - par baza

PCR - lancana reakcija polimeraze (engl. Polymerase Chain Reaction)

PFS - razdoblje bez progresije bolesti (engl. Progression Free- survival)

PHD - prolil hidroksilaza (engl. Prolyl Hydroxylase)

PI3K - enzim koji sudjeluje u regulaciji stani¢nog ciklusa (engl. Phosphoinositol 3-Kinase)
PKB - parotein kinaza B, regulira funkciju drugih proteina fosforilacijom (engl. Protein Kinase
B)

PMS2 - endonukleaza za popravak neuskladenosti PMS2 (engl. Mismatch Repair
Endonuclease PMS2)

PPRE - specificna DNA sekvenca unutar promotorske regije (engl. Peroxisome Proliferator
Response Element)

gPCR - kvantitativni PCR (engl. Quantitative PCR)
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RAF - stani¢na signalna molekula ( engl. Rapidly Accelerated Fibrosarcoma)

RAS - virus Stakorskog sarkoma (engl. Rat Sarcoma Virus)

RIN - razina integriteta RNA (engl. RNA Integrity Number)

RNA - ribonukleinska kiselina (engl. Ribonucleic Acid)

RT - reverzna transkriptaza (engl. Reverse Transcriptase)

SMAD4 - stani¢ni signalni proteinski sustav (engl. Suppressor of Mothers Against
Decapentaplegic 4)

SNHG15 - gen koji kodira za nekodiraju¢u dugolan¢anu RNA (engl. Small Nucleolar RNA Host
gene 15)

TCF4/LEF - grupa ¢imbenika prijenosa signala (engl. T Cell Factor 4/ILmphoid Enhanced
Factor)

TP53 - tumorski supresorski protein 53 (engl. Tumor Protein 53)

v-MYC - virusni MYC (engl. Viral Myelocytomatosis)

WNT - stani¢ni signalni put (engl. Wingless Related Integration Sites)
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8. SAZETAK/SUMMARY

8.1 Sazetak

Kolorektalni karcinom (CRC) zbog visoke incidencije i stope smrtnosti predstavlja
znaCajan javnozdravstveni problem. Klju¢ni korak u borbi protiv ove maligne bolesti
podrazumijeva rano postavljanje dijagnoze. Trenutno su mnoga istraZivanja usmjerena na
ispitivanje metode tekuce biopsije kao inovativnoga rjeSenja na podru¢ju dijagnostike malignih
bolesti. S ciljem uvodenja tekuce biopsije u klinicku praksu, javlja se potreba za odredivanjem
te validacijom potencijalnih biljega za ranu dijagnozu, odabir terapije, pra¢enje uspjesnosti
terapije, prognozu bolesti te ranu detekciju recidiva. U ovom radu ispitivao se dijagnosticki
potencijal gena c-MYC usporedbom ekspresije gena c-MYC iz RNA izolirane iz tkiva u
bolesnika s adenomom (pre-CRC) te bolesnika s CRC-om. U istrazivanju je sudjelovalo 46
ispitanika od kojih je 33 ispitanika s pre-CRC-om te 13 ispitanika s potvrdenim CRC-om.
Rezultati analize nisu potvrdili potencijal gena c-MYC kao biljega za rano otkrivanje CRC-a
budu¢i da nije postojala statisticki znacajna razlika izmedu ekspresije gena c-MYC kod
pacijenata s pre-CRC-om te potvrdenim CRC-om (p > 0,05). Istovremeno, u istrazivanju se
ispitivao potencijal gena c-MYC kao biljega za rano otkrivanje CRC-a primjenom metode
tekuce biopsije kod 18 pacijenata s potvrdenim CRC-om. U uzorcima RNA izoliranih iz
egzosoma nije detektirana ekspresija ni ciljnoga (c-MYC) niti referentnog gena (GAPDH) te
stoga nije bilo moguce provesti daljnju usporedbu s rezultatima ekspresije gena c-MYC iz RNA
izolirane iz tkiva bolesnika s pre-CRC-om te potvrdenim CRC-om. Neuspjesna detekcija c-
MYC te GAPDH gena moze biti posljedica niske koncentracije RNA izolirane iz egzosoma,

degradiranosti RNA molekule ili visokog udjela miRNA molekula u ukupnoj izoliranoj RNA.
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8.2 Summary

Colorectal cancer (CRC) is a significant public health problem due to its high incidence
and mortality rate. A key step in the fight against this malignant disease involves early
diagnosis. Currently, many studies are focused on testing the method of liquid biopsy as an
innovative solution in the field of diagnosis of malignant diseases. With the aim of introducing
liquid biopsy into clinical practice, there is a need to determine and validate potential markers
for early diagnosis, therapy selection, therapy success monitoring, disease prognosis and early
recurrence detection. In this work, the diagnostic potential of the c-MYC gene was examined
by comparing the expression of the c-MYC gene in RNA isolated from a tissue of patients with
adenoma (pre-CRC) and patients with confirmed CRC. 46 subjects participated in the study, of
which 33 subjects had pre-CRC and 13 subjects had confirmed CRC. The results of the analysis
did not confirm the potential of the c-MYC gene as a marker for the early detection of CRC,
since there was no statistically significant difference between the expression of the c-MYC gene
of subjects with pre-CRC and confirmed CRC (p > 0.05). At the same time, the research
examined the potential of the c-MYC gene as a marker for early detection of CRC using the
liquid biopsy method of 18 subjects with confirmed CRC. Neither the target (c-MYC) nor the
reference gene (GAPDH) expression was detected in RNA samples isolated from exosomes,
and therefore it was not possible to carry out a further comparison with the results of c-MYC
gene expression out of RNA isolated from the tissue of patients with pre-CRC and confirmed
CRC. Unsuccessful detection of c-MYC and GAPDH genes may be due to low concentration
of RNA isolated from exosomes, degradation of RNA molecules or a high proportion of

miRNA molecules out of total isolated RNA.
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SUMMARY
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