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Proteomic and molecular analysis in colorectal 
cancer: validation of the biomarkers desmin, SET 
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1.1.1 Colorectal cancer development 
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1.1.2 Anatomy of the bowel wall 
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                          NOTE:   
   This figure is included on page 3  
 of the print copy of the thesis held in  
   the University of Adelaide Library.
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1.1.3 Staging 
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                         NOTE:   
  This figure is included on page 4  
of the print copy of the thesis held in  
  the University of Adelaide Library.
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1.2 The Genetic Basis of CRC 
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1.2.1 Familial Adenomatous Polyposis (FAP) 
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1.2.2 Hereditary nonpolyposis colorectal cancer (HNPCC) or Lynch 
Syndrome 
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1.2.3 MUTYH associated adenomatous polyposis (MAP) 
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1.2.4 Peutz-Jeghers syndrome   
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1.2.5 Juvenile polyposis 
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1.2.6 Hyperplastic-serrated polyposis syndrome 
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1.2.7 Sporadic CRC 
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1.3 Diet and lifestyle 
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1.4 Wnt signalling 
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1.4.1 Canonical Wnt signalling 

*���������<����������������������� �������	�	����������� ���������������
����������� 
������������������
����� ���� �	���	�+� 1�� ���� �
������ �
� <��� ����������� �� �������� ��� ��������� 
�� �� �������� ������������
������,�� ���������� �
� �,���� ������������� ���������� ����� "��*$�� �������� ������������ ��� "����$��
��������� ��������� -������2��� "�!B2��$� ���� ������� -���������� "*B���$+32�*B���� ����������������
������������������3:��������������������
����!B2��������������������������������������3����������27�����
�������22���������(���+33�&����������������������
���
���������������8
�,�����������&�*�������	
��G	����
	
�G	���������� ���� ������������ 
�� ���� ����������� "���+� :$+33� �!B2� �� ��� ����(�� ��� �������� ������ ����
������(�� �	����� ����� ����	������� ���� ���������� ���������� �������� ��� ���� ������������������ �
� ����
�	
�������+� ����(���� �
� �!B2� �� ��� ���	������ 
�� ����� 
	�� ���� �,���� ���������� �
� ����� ���	������� ���
	�-��.�+� 1�� ����	������ ������� �� ������,� ��� 
������ ����������� �,�����!B2���� ���� ���� ������ �������+�
'����<���
������� ��� �����������/0�:A4� ���������������,������ ��� ����	����� ��� �������
��������� ���
��������������+� 1�� ��� ���	���� �����������	��������
�����������������������.����������� ����������� ����
������������� �
��!B2��� 
�����,��+��!B2��� ��� ��.�	��
��� ��� ��������������� ��������� ����.���� ��� ���
���	�	����������������������������������������������	���	��"���+�4$+�&�������������
��������������!B2�
�� ������,� ���� 
���� ���.�� ��� ���	��� ��� ���������� �� �������� ��(����� �	�� ��� ���� ����
������ �
� <���
����������+�34��&�������������	�����
������
������������������,��3:������������	��������	
	����
���������58
������	���
���*+34��



���

�
<������ ���� ������������ ������,�� ��*� ���� �,��� 
���� �� ���

���� ����� ����.�� �!B2� �� ��� �����
�������
�����������������������+��!B2�������������������������*������,��+�&��������������������
��,���
��
�!B2� �� ��� ���������� 
��� ���� ���
�����+� 1�� ���� ��������� �
� <��� �������� ���� ������������ ������,� ���
�����������������,����������������������+���,�������������������������������
�����.��������
����������
������(�����G	������������������������������
�/0�:A4+37�3;���������������������������������(�����
��,���
��(��
�����
���(���3=�	���������������������+�
�
C���� ���� ����(���� �
� �!B2� �� ��� ����
����� �� �������� ���
�������� ���	�	������ ��� ���� ����������� ����
������������� ��� �����	���	�+� 1�� �����	���	���������������������� ���������������� ��8����(����+��� ��������
������������������
��������5���
	��������*8��������� ���������(������������:���������������������������
��
������
�������&*�A/?����������������
������+�&���&*�A/?��
��������������������
�
�	����������Q�&*����
/?���� &*�2� ���� &*�3�� ���� �
� .����� �������� �� ����8��
������ ���	�� 
�,� "#%�$� ����� 
����� �5�� ��� ��
��G	����������
���������+:��C�������������������
�<����������������(��(������*0*�����	����8������������
����������,����������"*CT�$�����08���������������,�������������������7�"%%�7$��������������+�1������
�
�������
�����������
���������������������������
�&*�A/?����������������������
�����
������
��������
�����
���������������������������������������������	�������&*����/?����&*�2�����&*�3+:��:2�C����
�	��������
�����������������	���������������������������������������������+���
�
�
�



� ��

�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
����#���	
�$�����������������	%�������	
����
��
����$�����������<��������,�������	����<������������������������� ��������
������������ ������,� ��� 
������ ���������� �
� ��*��!B2���� �,��� ���� ����+� *B�� ������������������������� �������� ����
�������� 
��� ���������������� 
�� �!B2� �+� &���� �������� �� �������� 
��� 
������� ��� ���� �8
�,� �������� �� &����� ���	������ ���
	
�G	��������������������������
����������������+��
�
�



���

�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
����&������'��
��$���������������?,�������	����<���
�������������������������,�
������
���������/0�:A4+� ��������
�<���
������ ��� ���� ����	��������
����� ��� �������
�����.����� ��� ��������������������	����������
������������������ ���������.��
������������������������������������
��!B2���
�����,��+��!B2�����������������
����������������������������������	�������������
���	�	��������������������������
�������������������	���	��.������������������������������������8����(����+��
�
�
�
�
�
�
�
�



� �2

1.4.2 APC Mutations in CRC 
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1.4.3 � catenin mutations in CRC 
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1.5 CRC statistics and therapy 

1.5.1 Australian statistics  
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1.5.2 Treatment 
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1.5.3 Surgery relapse rates 
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1.6 Disseminated tumour cells 
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1.7 Current CRC Biomarkers 
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1.7.1 Biomarker discovery work performed previously in the laboratory 
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1.7.2 The Effects of Inflammatory Bowel Disease and Benign Tumours 
on CRC Biomarker Discovery 
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1.8 Current detection methods for CRC 
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1.9 Better therapy 

1.9.1 Current therapy  
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1.9.2 Targeted therapies 
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1.10 Detection of differentially expressed proteins in CRC 
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1.10.2   2D DIGE and CRC 
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1.10.3   Laser microdissection  
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1.11 Aims  

1.11.1 Biomarker discovery 
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1.11.2 Biomarker verification  
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1.12 Hypotheses  
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1.12.1 Expected outcomes 

&������������/%������1�?���	���.�����������������������������
������
�����������������������������
�	��	�� ���� ������� ����	�� ��������� ������
������� �	�
��� �
� ��

����������� �,�������� ��������+��� ������
�	�
����
����������
�	������
����������������,���������
���������1�?���	���.����
���������
���
	������
��������+� 1�� ������ ��� ���������� ���� ���������� �
� ���� ������� ��������� ��� 
�����-����� ������ ��(��� �
�
�,���������.����
��(���
������������������������
�����������������	��	�8�����������	��+�&���	��
	�������
�
���� ������� ��������� ��� 
�����-���� �
� ��������� �������� �

������ ���� ���-� �
� �������� ��������� ���� ����
��(��(�������
�����������������*0*��������������.����
����������+��



� �=

�
�
�
�
�
�

2  Materials and Methods 
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2.2 Solutions 
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2.3 Methods 

2.4 Specimen collection 

?������ �����(��� 
��� ���� ����������� �
� ����������� ����	�� �������� 
���� ��������� 	���������� �����������
�	������ .��� �����(��� 
���� ���� @	���� ?����
���� #�������I�� ������	������� ?������ �
� #	���� 0��������
*��������� "��������� �==2A:=$+� 1�
������ �������� .��� �
������� 
���� ���� ��������� ��(��(��+� ������ �
�
�	��	�� ���� ��������	����� 
���� ���� ������ ��� ����	��.��� �
������� ��������� �
���� ���� ����(��� �
� ����
����	��
������������������������������������(�����������������������
����������������������G	�����������+��
�

2.5 Laser microdissection (LMD) 

2.5.1 Tissue preparation for LMD 
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2.5.2 LMD 
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2.5.3 Diff Quick staining 
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2.6 2D Difference gel electrophoresis (2D DIGE) 

2.6.1 Cy Dye DIGE labelling   
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2.7 2 DE 

2.7.1 1st dimensional IEF 

&.�8����������������������������.������������	�����������
�������������?������������������������������
%������� #���
��-� ;�843�=84��*� "�?� ����������$� ";�$+�  ���
���� ��
������ �������� ������ �
� �	��	�8

������� �������� .���� ��,��� .���� :��μ�� �
� ���� ��
������ ��������� ��������+� 1?�� ������������ 
	

��� .���

��������������������������
�����(��	����
�3:��μ�+�!�������.������

����������������3�����#�2R7�5/�

1�������������� �������.��������!�����*�(�����	��� "�?�#���������$+�0�����������.��� ���������	�� �(���

������	���������1��������������"�?�#���������$����:��F����°*������������-+�1����������.��������(���


������

���������������

����.�������������
����������	������+�!�������������
�
������������"�����,��������
2����,�2���$������������.��������������.������.������������(���������

�������������+�1����������.����
�������
��-� ��� ������

���������������.��������!�����*�(�����	���"�?�#���������$+� 1����������� 
��	�����
.������
������
��������,��������;������F����	���������
��	�����������������������
���.+��

2.7.2 Isoelectric focusing 
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2.8 2nd dimension SDS PAGE 
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2.8.1 Imaging and analysis 
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2.8.2 Preparative gels 
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2.8.3 Silver staining (MS compatible) 
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2.9 LC MS/MS 

2.9.1 Trypsin digestion 
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2.9.2 HPLC linear ion trap MS 
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2.10 CK8 Phosphopeptide enrichment and MALDI TOF/TOF 

2.10.1 CK8 sample preparation  
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2.10.2 Trypsin digestion 

�����������.�������������������������
��.����������:���μ���
�:���%�������	��
����
������
���
�(��

���	����� 
����.��� 
�� 3��� μ�� �
� :�� �%� ������	�� 
����
�����A2�L� �*5� 
��� 
�
����� ���	���� ��� ��

�����������.�����
���+�&���:���%�������	��
����
�����A2�L�*�5�.������.���� ���������	����� ����

������	���.���������+������������.�������	�-�.��������μ���
��*5��������	
�����
���
�
��������	�������

�������������	��+�&����*5�.�������(����������������������.���������������(��		��������
	���
�������

���	���+� ���� ������� .���� ����������� .���� ��� μ�� �
� &������� ����� ��� ��� ��Aμ�� ��� :� �%� ������	��


����
���������� ���	
����� ��� ����� ��������	��� 
��� 2�����	���+� &��������������� �
� :��%�������	��

����
�����A��L��*5�.��������� ��������������� �����(�������������������
���L��*5��������������

.�������	
��������27N*��(�������+�&���,�������������������
�����������������������μ���
��L�
�����������

.�������������������������������	
���������������������.�����
����
���
�
��������	���+�!�������.����


���
���������
	������,�������G	���.�������(�����������������������
������������������������	
������:��μ��

�
�:�L��*5A�L�
�����������.������������������	
���������	
���������������������.�����
����
���
�
�����
���	���+�!�������.����������
	���������,����� ��G	���.��������� ����� ���� 
����� ������������������ �	
�+�
C����	�������������������
����L��*5�.�������������������������������.������	
���������������������
.����� 
���� 
��� 
�
����� ���	���+� !������� .���� ������
	���� ���� �,����� ��G	��� .��� ������ ����� ���� 
�����
������� ����������� �	
�+� &��� �������� �,������� .���� ���	���� ��� �����,�������� :� ��� 	����� (��		��
������
	������+��



� 3�

�

2.10.3 Phosphopeptide enrichment and MALDI TOF/TOF 
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2.11 1DE and western blotting  

2.11.1 Sample preparation and 1DE 
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2.11.2 Western blotting 
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2.12 Immunofluorescence 

2.12.1 Frozen tissue preparation 
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2.12.2 Paraffin embedded tissue preparation  
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2.12.3 Staining procedure 
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2.13 Real-time RT-PCR 

2.13.1 Sample preparation  

���� 05�� �,���������� 2�� μ� ����8��������� .���� �	�� 
���� �������� ������ �
� �	��	�8������� ����	�� ����

�	�(������������������������������	�������G	�����������+����������	�����������������.��������������.����7�L�

�����������������������8�:°*+�!�������
����������������
������������������������������.�����G	���
������

��� ���� ��������	����
� ���� ��������+�������� ����	���������.������������� ��� ���� ��������� ��	�-�	�������

���������	����
�&���	�8&�-�C*&� "&��������$+��	�(������� ����	��.���������� ���:���μ�� �
�&���0�������

"!����$�����05��.����,����������������������������	
���	���I����������+�05������������.�������-���

�� �����	����� ���� ���������������+� !������� ����� ���� ���� ���.� ��������� �;!� ���� �;!� 
����� .����
�,��	���� 
���� 
	������ ��������+� 05�� .��� G	����
���� ��� �4�� ��� 	����� ���� 5�������� 5�8�����
!�����������������"5��������&�������������<������������?$+��
�

2.13.2 RNA check gel 
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2.13.3  Reverse Transcription 
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2.13.4 Real-time PCR  
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2.13.4.1 Opticon 2 PCR protocol 
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2.13.5 Expression ratio calculations 
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2.14 siRNA transfection 
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2.15 RT2 Profiler PCR Arrays 
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2.16 Flow cytometry 
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3  Identification of CRC biomarkers 
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3.1 Introduction 

1�� ������ ��� ������� ���������.���� ���������� �
	������� ���*0*�� ���������� ��������� �
��������� �������
�	��	�8������� ����	�� ��������.��� �������� �	�+� &��� �	������ �
� ����� ��������� .��� ��� ������
�� ���������
���������������������������,�����������������������������������.�����������������	������������������	���
���
�����-����
���*0*+������.��������������
���������
���������������
����������������������
	������������
���������� �
� ����� ���������� �������� ��� �� 
�����-��� �
� *0*� .��� ��������� ���� ������ ��������� .����
������� 
��� 
	������ ��������+� 1�� ����� ����������� ���� ���8�,������� -��.������ �
� ���� ��������� ���� ������
��(��(��������������������������������
��������������������������(���
�����-�����
�������������"�����������
�	������������������������������
���������������	��	������������������������������$�����������������������
�������.����������������(��(�������
�����������������*0*��������������.�����-������������	��+��
�
%�� ����	��� ������� "�	
������� ��� ���:$� ������
��� ���� ���������� ���
������ �
� �������� ������� �	��	�8
������� ����	��� 
���� ����� ������ *0*� ��������� 	����� /%��� ������ ��
������� ��� �1�?� ���� �����
������������+�&����.��-��������������������	���
�������������J�����
	���������	����
���������.��-���	���
����
��	��������������	�������������
����������������������������	�������������������+�#�.�(��������
�����
����������������	������	������������������������������	����������	�
����
���������������������������
����������������������������(��������	������G	���������������������
�������������.��+������	�������������
��	���.����������������	�����������
�������������������������������������
������������� ����	���������������
.������
���������������
���������+�C�����������
����������������	���.���������������
���
	���������������
������������.��-������������	����������+��
�

3.1.1 Scarce labelling DIGE Pilot study 
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3.1.2 Statistical analysis of pilot study data 
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3.1.3 Emphron Tools 
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3.1.4 Results from the scarce labelling DIGE pilot study 
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3.2 Materials and methods 

3.2.1 Laser microdissection 
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3.2.2 DIGE labelling 
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3.2.3 Electrophoretic separation of proteins  
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3.2.4 Gel imaging and analysis  
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3.2.5 Protein identification  
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3.3 Results 

3.3.1 LMD 
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3.3.2 Tumour-Normal proteome changes detected by DIGE 
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3.3.3 Identification of proteins increased in abundance in colorectal 
cancer epithelial cells  
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3.4 Discussion 
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3.4.1 LMD 
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3.4.2 2D DIGE and LC MS/MS 
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3.4.3 Proteins identified as significantly increased in abundance in tumour 
compared to normal >3 fold 
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3.4.4 Proteins identified as significantly increased in abundance in tumour 
compared to normal >2 fold 
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3.5 Proteins chosen for further analysis  
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3.5.1 Cytokeratin 8 
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3.5.2 Phosphatase 2A inhibitor protein, SET 
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3.5.3 Desmin 
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3.6 Repeat offenders—proteins commonly identified in 2DE MS 
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4.1 Introduction 

4.1.1  Identification of desmin as a potential biomarker 
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4.1.2 Desmin 
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4.1.3  Hypotheses for the cell type expressing desmin  
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4.1.4 Immunofluorescence experimental study design 
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4.1.5  Aims 
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4.1.6  Hypotheses 
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4.2 Materials and methods 

4.2.1  Characterisation of the desmin antibody  
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4.2.2  Immunofluorescence on frozen tissue  

4.2.2.1 Desmin IF 
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4.2.2.2 Desmin and Vimentin IF 
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4.2.3  IF of paraffin embedded tissue  
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4.2.4  IF Analysis  
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4.3 Results 

4.3.1  Characterisation of the desmin antibody 
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4.3.2  Desmin IF  
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Desmin Expression According to Tumour Stage
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4.3.3  Desmin and Vimentin IF 
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4.3.4  Desmin and von Willebrand factor IF 
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4.4 Discussion 

4.4.1  Desmin as a marker of pericytes in CRC 
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4.4.2  Desmin expression in the late stage normal tissues 
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4.4.3  Pericytes in cancer angiogenesis 
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4.4.4  Pericytes and anti-angiogenic cancer therapies 
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4.4.5  Origin of pericytes  
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4.4.6  Pericytes can originate from mural cells and vascular progenitor cells  
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4.4.6.1 Pericytes can originate from vascular progenitor cells  
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4.4.7  Pericytes can originate from activated fibroblast cells  
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4.4.8  Fibroblasts in cancer 
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4.4.9 The origin of tumour associated fibroblasts 
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4.4.9.1 Origin of TAF; mesenchymal stem cells 
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4.4.9.2 Epithelial mesenchymal transition  
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4.4.9.3 Bone marrow recruitment  
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4.4.10 Desmin as a histopathology marker 
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4.4.11 Critique of techniques used 
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4.5  Conclusion  
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5  Cytokeratin 8 Phosphorylation in CRC 
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5.1 Introduction 

5.1.1 Cytokeratin 8 and CRC 
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Individual Tumour-Normal Abundance Ratios
Spot ID Ave. Ratio a P b 1 2 3 4 5 6 7 8

1 CK8 4.56 0.0003 2.50 8.70 3.50 6.20 5.20 5.10 1.30 3.90
2 CK8 4.36 0.0052 1.30 7.50 4.30 7.50 3.40 7.70 0.80 2.00
3 CK8 3.98 0.0019 1.40 4.50 2.70 4.40 5.30 5.70 0.95 6.80
4 CK18 4.22 0.013 1.20 10.50 4.40 2.00 4.60 8.50 1.60 0.80
5 CK18 4.00 0.037 0.70 9.60 4.20 3.00 4.60 7.70 1.70 0.48
6 CK19 2.34 0.018 0.93 4.32 1.71 2.01 1.83 4.96 0.87 2.13 �
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5.1.2 Cytokeratins as intermediate filament proteins 
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5.1.3 Cytokeratins in cancer 
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5.1.4 CK8 phosphorylation 
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5.1.5 Study Design 
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5.1.6 Aims 
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5.2 Materials and methods 

5.2.1 Real-time RT-PCR 
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5.2.2 Enrichment and identification of CK8 phosphorylated proteins 
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5.2.3 Western blotting 

5.2.3.1 2DE conformation of CK8 phosphorylation sites 
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5.2.3.2 1DE analysis of CK8 phosphorylation in CRC 
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5.2.4 Blocking EGFR signalling in Caco2 cells 
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5.3 Results 

5.3.1 Real-time RT-PCR  
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Tumour to Normal Expression Ratios by Real Time RT PCR
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5.3.2 Phosphorylation site identification 
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5.3.3 Confirmation of phosphorylation sites by 2D western blot  

���.�������
�����.�������
������������������,��������
��������*0*�����������*��������������������
����
��������������
�����������8��������������������	����2��32������72+�?�����
������������������8�����
���
����
��������������.���������������
�����*B;����
������
����������"���+�4$+���
�

�
�
����&���*�$
��

�������������
������	
��	���	�
����
���

��
�

����
����;�"�������<������.�������
��������
�����������
����������
�����*B;���������������������	����$��2�� $�32������*$�72��������������*B;����
�����������������	����	���������
*0*�
����������1�?���	��+�&������������������
�����
�*B;�������������
���
�����
�����������������
��������
��������������������
�
�����
���+����
�

5.3.4 Quantification of phospho-CK8 by western blotting 

<�������
��������.���	��������������������,�����������(�����
�*B;��*B;��!�2���!72������!32�����2��
���������������
� �	��	�8������� ����	���������� "���+�7$+�������������.��������������� ����������������

�������������8�����
��� ���	���� .���� ����������� �� ������� ����� ��� ������ *B;+� &���������� �,���������
��(��� "��
������� 	����$� �
� 	�����
���� *B;� ��� ���� �	��	�� �������� .��� �+7:� ��������� ��� �+;� ��� ����
�������� ������� �������+� &���� .��� ���� �����
�������� ��

������� �U�+�:2� "<����,��� ������� ���-� ����$+�
#�.�(����
��������������8*B;����
������������������,�����������������	��	���������������������.���
�����
�������� ��

�����Q� *B;� �!�2� �+447� ���� �+�=� ��������(����� �U�+��3Q� *B;� �!32�� �+��� ���� �+2��
��������(����� �U�+�2Q� *B;� �!72� �+�;� ���� �+�4� ��������(����� �U�+���:� "<����,��� ������� ���-� ����$+�
����������2�������������4A2��":2L$����.����(���,���������"�	��	�M��������������V�$�
����!�2���7A2��
":7L$�
����!32��������A2��"47L$�
����!72+�C�����������������	��	�8��������,�����������������
�����
����(��	��� ���
�����
��.������

������ �	��	���������������*B;��!72����.����������
������ ��������� ���
������������	��	���"������111�����1F$�(���	��������1�"�U�+�2;��%����<�����������$+�
�
�



���4

�$�

CK8 Tumour and Normal Expression Levels

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30
0.01

0.1

1

10

100

1000

Tumour
NormalP= 0.053

Patients

lo
g 

10

�
�

�



� ��7

�

 $�

CK8 PS23 Tumour and Normal Expression Levels
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CK8 PS431 Tumour and Normal Expression Levels
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CK8 PS73 Tumour and Normal Expression Levels
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5.3.5 Blocking EGFR signalling in Caco2 cells decreases levels of PS73 
and PS431 
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5.4 Discussion 
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5.4.1 CK8 as a panel marker in the immunobead RT-PCR technique 
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5.4.2 The phosphorylation of CK8 is significantly increased in tumour 
tissue compared to matched normal mucosa  
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5.4.3 CK8 phosphorylation results discussion 
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5.4.3.1 PS23 
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5.4.3.2 PS73 
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5.4.3.3 PS431 
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5.4.4 CK8 phosphosphorylation and the EGFR/Ras/Raf/ERK pathway 
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5.4.4.1 EGFR signalling and ERK activation  
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5.4.4.2 Phosphorylation of CK8 by the other MAP kinase; JNK and p38 
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5.5 Conclusion 
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6.1 Introduction 

6.1.1 The Protein SET 
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6.1.2 SET, PP2A and Wnt signalling 
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6.1.3 The PP2A holoenzyme 

���������������������������,������ �����������������������
�������
	�������������������Q�������������
�	
	����� �� ���

������A���	��	���� �	
	����� ���� �� ���	������� �	
	����� ��������� ��� ���+� �+� ��

������
���
��������� �
� �	
	����� ��(�� ����� �� ��(����� ������ �
� ����(������ ���� �	
������� �����
�������+�=7� &���
���������� �	
	���� "�����$� ����������.���������

��������	
	���� "�04:$� ��� 
���� ����������
� ����������+�
&���������������������������������������������������.������(��������
� ����	��������	
	������.�������(��
��������������� 
	��������������
�����+�&��� ��	
	���� ��������	���
� 
�	�� 
�������E �� I�� II����� IIIE
�����.�����	����������
����+�=;��
�

6.1.3.1 PP2Ac/C  
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6.1.3.2 PR65/A 
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6.1.3.3 Regulatory B subunits 

&�� ������ 
�
����� ��

������ ������ ��(�� 
���� ������
���� ����� ������� ��� ������ �4� ��

������ ���������(��
������������ ���� ������� 
������
� ���� � �	
	����+� &��� � �	
	�����������(����� ����� 
�(�� 
�������� ����������
��������G	���������������� ������������	�
����
������������� ���������.� ������������.���� ����58���������
#?�&����������
������04:����

�����	
	���+2�4�1��������� ��	
	�����������������	����������������	
�������
�����
�������
����������������������,�=7�2�7�2�;����������
���,�����������������	�������
���������+�1�����
�������������	���2���������������������
���������������-��������,���+�=;� ���.��������
�����������������
������
���� ����
�������������
�����������.����������
������"&�
����$+�
�
����
�����	
�:�

������
������������������
��

��
!
������
��:���������� ��������
��

��
 A�0::� ����������+�&�������
���
����
�	����

�����������+2�=�

 IA�04�� �������������+�&�������
���
��
�(����

�����������+2���
 IIA�07�� �07��� �0�2��� �0:=�� �07��� �:�0+� &�������
��� 
�� ������ ��

������

�����+�=;�
 IIIA�0:2A�&��� �0:2�������-��.������&���������(�����"�&��$+�����������������������-��

�� ���������� �

������� ���� ����(���� �
� ������ 
�� ������������ ���	�����
���������������������������"�&�$�����(�����
������A�04:�������,��+2���
2���

�
��������	
�))���	���
�1��
��&���������,������������������������
�������
	�������������������Q��������������	
	����H*I����
���

������A���	��	���� �	
	���� H�I�� ���� �� ���	������� �	
	���� H I+� &��� ���������� �	
	���� "�����$� ���������� .���� �� ���

�������
�	
	���� "�04:$� ��� 
���� ����������
� ����������� ��������� �������������� �������������.������(��������
� � ���	��������	
	������
.�������(�����������������
	��������������
�����+�&��� ��	
	������������	���
�
�	��
�������E�0::A ���04�A I���07�A II�����
�0:2A IIIE�����.�����	����������
����+��



��24

�

6.1.4 PP2A in Wnt signalling at the plasma membrane
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6.1.5 PP2A in Wnt signalling in the GSK3 � complex  
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6.1.6 PP2A is a negative regulator of Wnt signalling during 
embryogenesis  
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6.1.7 The effect of knocking down SET on PP2A and Wnt signalling  
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6.1.8 The role of SET in other cancer signalling pathways 
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6.1.9 The study design  
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6.1.10 Aims 
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6.2 Materials and methods 

6.2.1 Real-time RT-PCR 
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6.2.2 SET knock down using siRNA 
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6.2.3 RNA isolation and real-time RT-PCR  
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6.2.4 Protein extraction and western blotting 
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6.2.5 RT2 Profiler PCR Arrays 
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6.3 Results 

6.3.1 Real-time RT-PCR  
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Tumour to Normal Expression Ratios by Real Time RT PCR
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6.3.2 SET siRNA knock down-SET expression at the transcript level  
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6.3.3 SET siRNA knock down—SET and � catenin expression at the 
protein level 
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6.3.4 SET siRNA treated SW480 lysates analysed using the RT2 Profiler 
PCR ‘Human Cancer Pathway Finder’ Array 
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6.4 Discussion  

6.4.1 SET as a RT-PCR CRC marker 
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6.4.2 SET in the Wnt signalling pathway 
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6.4.3 Hypotheses for reduced � catenin levels in the SET knock down 
HEK 293 cells 
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6.4.3.1 Indirect influence of SET on Wnt signalling  
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6.4.3.2 Influence of SET on Wnt signalling via PP2A as part of the GSK3 �
complex 
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6.4.4 SET as a therapeutic target of Wnt signalling in CRC 
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6.4.5 SET siRNA knock down and RT2 Profiler PCR Array analysis 
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6.4.5.1 BCL2, B cell CLL/lymphoma 2 
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6.4.5.2 GZMA, Granzyme A 
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6.4.5.3 THSB1, Thrombospondin  
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6.4.5.4 Angiopoietin 1, ANGP1 
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6.4.5.5 ITG1, Integrin � 1 
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6.4.5.6 V-Ets erythroblastosis virus E26 oncogene homolog 2, EST2 

&��� ?��� "?�4� �����
��������� �����
��$� ��������� 
���� �� 
������ �
� �������������� 
������� .���� �(��� 2��
�(��	���������� ������(��� ���
���+� &���� ���� ���� ������� �
� �� �	�
��� �
� ��J��� ����������� ����.����
���	����
����������(�������
���������������������?��0�����#?0�A5�	�����.���+2::�&���?����������������

���� ���.�� ��� ����� �� ����� ��� ����� �����
�������� ���� �	��	�� ������������� ���� ��������� ��%��� -������
�����������������������"��(��.������2:4$+� 1���
�������
�?�����������.��������	����	��	����������2:7�2:;�
���� �(���,��������� ���� ���.�� ��� ��������� �����
�������� ���� �	��	����������+2:=� 1�� ���� !?&� ��05��
��������!<3;���������?����.�����������������,���������
���+42�
����������������������(���������������+��
�
&��������������(����������	������������(����
�����������������������
��&?0&�
���B*�����������(����
��
������������������ 
�� ����+�47��4;� &��� �&?0&� ��������� ���� �� �	�
��� �
� �������������� 
������ ����
����������
������������+�&�������������8�������������������������������
�������
��&?0&+�?������������
����	����� �&?0&� (��� %��B� ����(����� ���� &��� �� ���� 
���� ���.�� ��� ����
��� �&?0&� �������������+�4;�

C(���,����������
�?�������	�����&?0&�������������������(���+24��?����������������������������
������
���
�8����� .����� ���(��� �&?0&� �,��������+� ?���� ���� ����� 
���� ���.�� ��� 
���� ��� ���� �&?0&� �����
��������24�����������������������	������&?0&��������������+�#�����!?&�-���-���.����	�������	�����
�&?0&� ����(����� .����� ��� ��G	����� ��� ��������� ��������� ������� ��� ���������� ������� (��� ?����
�(���,��������+��
�

6.4.6 SET as a therapeutic target of CRC 
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6.5 Conclusion 
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7  Final Discussion 
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7.1 The interactions of the proteins of interest 
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7.1.1 SET/ PP2A and ERK/ CK8 
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7.1.2 SET/ PP2A and desmin 
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7.2 Critical review of the biomarker discovery process 
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7.3 Future Directions 

7.3.1 DIGE study 

����� ������������ ��
��������1�?���	������(������� ����(��	������������.���� ������
�������
����������
��������

	����	������ 
��≥�� 
����� �� �	�
��� �
� �������� ������ .���� ����� ��������� ��� �����
�������� ���������� ��� ����

�	��	�� ��������� ��� �������� ������� ����	��+� ��������� ��.����	������ ��� ���� �	��	�� �������� .���� ����
�������
���
	�����������������������.��-����	����	�������������������������������������������������	���
������

�����-���+� #�.�(���� ���� ������
�������� �
� ��������� ��.����	������ ��� *0*� .�	��� ������������ ��(����� ����
���������� �
� ���� �����	���� ����.���� ��(��(��� ��� ���� ��(��������� �
� ���� �������� ���� ��	������� ����������
�������	���� �������+� 1�����
����� ���� �����
�������� ��.����	���������������� (���
����� ������ ��.����	������� ��� ��
���������������
������������������������ �����

�����
����(�������������,������������ �	��	������������
���������
�������������(���������������������	���
��������
������
������������J���+�&�����������
���������������
�������
�1�?������
����������
�������������
�(��	����(����������������.������
����������������������������������	���
��-���� ���� �,��������� ����� �������(�� ���� �����
��+� &��� ����������� �
� �������� .��� 	��G	��� ���� ��� ���
-��.������������ ��������������	������������
�������
������.����/%������	�������������� ��
��������1�?����
*0*+��
�

7.3.2 Desmin as a marker of staging and anti-angiogenic therapies 
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