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PREDGOVOR

Molekularna biologija dozivljava svoj procvat u XXI veku. Od naucne discipline koja je pocetkom 1930-ih bila u po-
vojima, i koja je nastojala da objedini genetiku, biohemiju i biofiziku kako bi rasvetlila tajne Zivota, izrasla je u nauku
¢ija su postignuca doprinela velikom napretku u medicini, veterini, poljoprivredi i farmaciji. Uz informaciono komu-
nikacione tehnologije, molekularna biologija je najperspektivnija oblast istrazivanja, od koje se o¢ekuje da znacajno
doprinese boljitku Zivota ljudi u budu¢nosti.

U Srbiji je molekularna biologija prepoznata relativno rano, pre nego na mnogim drugim meridijanima. Ve¢ u
$kolskoj 1972/73. se na Bioloskom fakultetu u Beogradu (tada Prirodno-matematicki fakultet) osniva smer- molekularna
biologija i fiziologija. U nasoj zemlji se tako edukuju generacije molekularnih biologa ve¢ pola veka. | veliki nau¢ni in-
stituti u Srbiji osnivaju laboratorije u kojima istrazivanja prate, a ponekad i predvode, svetske trendove u molekular-
noj biologiji. Jedna od tih nau¢nih institucija je Institut za molekularnu genetiku i geneticko inzenjerstvo (IMGGlI),
osnovan 1986. godine u Beogradu. Ve¢ 35 godina naucnici iz IMGGI stavljaju najmodernije teme iz molekularne bio-
logije u fokus svojih istrazivanja.

Ovaj Tematski zbornik ima za cilj da prikaze aktuelne teme i postignuca iz oblasti molekularne biologije u pret-
hodnoj, 2020. godini i da svedoci o tome kako su naucnici u Srbiji u¢estvovali u tim svetskim trendovima. Poglavlja su
rezultat doktorskih teza mladih molekularnih biologa ali i prikaz aktuelnih istrazivanja u kojima je istaknut doprinos
nasih nauc¢nika. Od godine 2020. se ocekivao veliki napredak u mnogim disciplinama zahvaljuju¢i novim saznanjima
iz molekularne biologije. Pocetak godine je doneo pandemiju KOVID-19 bolesti, koja je imala sve karakteristike epi-
demija iz ranijih vekova. Bili smo na pragu velikog razo¢aranja. A onda je molekularna biologija upotrebila sve svoje
kapacitete, tako $to je omogucila karakterizaciju virusa, uzro¢nika bolesti, za izuzetno kratko vreme. |1z tog razloga me-
tode za detekciju virusa su bile razvijene u rekordnom roku, te je brza i efikasna dijagnostika postala dostupna leka-
rima. A potom su se pojavile vakcine, rezultat modernih metoda genetic¢kog inzenjerstva. | tako je 2020. godina ipak
bila jedinstvena u istoriji, jer je odgovor na epidemiju bio brz i efikasan, zahvaljujuci, u velikoj meri, molekularnoj bio-
logiji. Iste godine, Nobelova nagrada za hemiju je dodeljena metodi koja efikasno i ta¢no edituje humani genom. Vrata
medicine budu¢nosti su se Sirom otvorila.

Ova sveska bi trebalo da bude prva u nizu godisnjih tematskih zbornika posvecenih aktuelnim temama iz mole-
kularne biologije. Svesni smo kako ¢e ovi rezultati izgledati za deceniju ili dve. Ali, ovo su,znakovi pored puta” koje je
nase vreme ostavilo, osvetljavajuci put kojim se ide napred. Mi smo zadivljeni napretkom nase nauke, kad pogledamo
u proslost, ali smo i svesni koji su njeni dometi u odnosu na ono ¢emu nauka stremi. Radujemo se bududim sveskama
i verujemo da ¢e one otvarati nove perspektive i trasirati put napretka.

Nadamo se da ¢e ovaj Tematski zbornik naci put do mladih ljudi, da ¢e ih inspirisati da se opredele za nau¢ni rad,
posebno za molekularnu biologiju. Verujemo da ¢e buduce generacije uvideti da naucni rad i u ovoj zemlji moze dati
doprinos svetskoj nauci a pri tome i dovesti do poboljsanja zivota ljudi u nasoj zemlji. Od svih koji su ucestvovali u
stvaranju ovog svedocenja o nasem vremenu, poruka za vas koji dolazite je:

,Hoc¢emo li na molekularnu?!”

Sonja Pavlovi¢

I Trendovi u molekularnoj biologiji
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1Z RECENZIJA TEMATSKOG ZBORNIKA
Trendovi u molekularnoj biologiji

Tematski zbornik Trendovi u molekularnoj biologiji oslikava trenutno stanje i fokus istrazivanja u molekularnoj bio-
logiji u Srbiji. Izabrane tematske oblasti i reprezentativni radovi jasno govore o moguc¢nostima i dometima ove nau-
¢ne oblasti i spremnosti istrazivaca u Srbiji da prate trendove i savremene naucne pristupe.

Osim trenutno aktuelnog COVID-19, molekularna biologija je unapredila i obogatila istrazivanja u medicini kroz
oblast biomedicine. TezZiSte ovog Tematskog zbornika je na rezultatima istrazivanja molekularne osnove kompleksnih
i retkih bolesti. Proucavanje prokariota dovelo je do mnogih fundamentalnih i revolucionarnih otkri¢a u molekularnoj
biologiji, koja su otvorila put ka biotehnoloskoj primeni. Jedno od takvih otkric¢a je i CRISPR/Cas9 tehnologija za edi-
tovanje genoma. Veoma vazna oblast istrazivanja je i potraga za inovativnim nacinima kontrole infekcija izazvanih
bakterijama koje su rezistentne na konvencionalne antibiotike. O ovim temama se takode govori u Tematskom zbor-
niku. Istrazivanja u molekularnoj biologiji biljaka ne samo da su prosirila znanja o ovim organizmima, ve¢ su otvorila
put ka primeni savremenih metoda za poboljSanje osobina biljaka i povecanje prinosa. U tom smislu je veoma za-
nimljiv i ilustrativan rad koji je prikazan u ovom Zborniku.

Tematski zbornik Trendovi u molekularnoj biologiji jasno je ukazao na naucni i Siri drustveni znacaj istrazivanja u
molekularnoj biologiji. Ovim prvim brojem nagovestava se da ¢e Zbornik ne samo pratiti i dokumentovati najznacaj-
nija dostignuca u molekularnoj biologiji, ve¢ da e biti podstrek i inspiracija istrazivac¢ima u Srbiji.

Prof. Svetlana Radovi¢, redovni profesor
Bioloski fakultet Univerziteta u Beogradu

Tematski zbornik,,Trendovi u molekularnoj biologiji” je sacinjen od 17 poglavlja u kojima su predstavljeni nau¢ni
rezultati iz oblasti molekularne biologije koje su ostvarili naucnici iz Srbije. Veliki broj poglavlja iz Zbornika je posve-
¢en istrazivanjima iz oblasti biomedicine. Doprinos koji je molekularna biologija dala modernoj medicini je izuzetno
veliki. Danas su u klinickoj praksi mnogobrojni dijagnosticki, prognosticki i terapijskih molekularni markeri. Posebno
je znacajno $to je medicina u Srbiji pratila svetske trendove, i to zahvaljujuci i velikim naporima molekularnih biologa
u nasoj zemlji.

Najbolji primer postignu¢a molekularne biomedicine je odgovor ove nauke na pandemiju KOVID-19. Dijagno-
stika je omogucena uzuzetno brzo jer je molekularna biologija bila spremna za ovaj zadatak. Ipak je razvoj vakcina u
fascinantnom roku najvece postignuce ove nauke. Molekularna biologija je pokazala svoju snagu u pravom trenutku
i postala najznacajnija nauka u kriznim momentima za ¢ovecanstvo, kako u svetu, tako i u nasoj zemlji.

Sigurno je da ¢e ovako koncipiran Tematski zbornik imati buducnost, jer je napredak medicine nemoguce zami-
sliti bez novih dostignuc¢a molekularne biologije.

Prof. dr Vesna Skodrié-Trifunovi¢, redovni profesor
Medicinski fakultet Univerziteta u Beogradu

Ovaj Tematski zbornik kroz Cetiri celine daje pregled najznacajnijih ostvarenja u molekularnoj biologiji u svetu, a
kojima se bave i istrazivaci u Srbiji. U okviru 17 preglednih radova prikazani su razliciti rezultati - od onih koji su obe-
lezili prethodnu godinu (posveceni COVID-19 i CRISPR/Cas9 tehnologiji), preko novih dostignuca u biomedicini (ret-
kih i kompleksnih bolesti), do molekularno bioloskih istrazivanja prokariota i biljaka.

Znacaj ovog Zbornika je visestruk, ogleda se ne samo u ¢injenici da su najrelevantnija saznanja iz navedenih obla-
sti objedinjena i postala dostupna Siroj javnosti na maternjem jeziku, ve¢ i zbog toga $to su radove napisali istraZivaci
iz razli¢itih nau¢nih instituta (6), fakulteta (3) i klinika (2) iz Srbije, u kojima se ta istrazivanja aktivno sprovode. Naime,
saznanja o SARS-CoV-2 koronavirusu, uzro¢niku nove bolesti COVID-19, se kontinuirano uvecavaju i veoma je vazno
$to i naucnici iz nase zemlje daju doprinos u razumevanju ove pandemije. Isto se odnosi i na najnovije tehnologije za
manipulaciju molekula DNK, koje su dovele do revolucionarnih pomaka u biomedicinskim naukama. Stoga, prikazana
istrazivanja molekularne osnove razli¢itih bolesti najsavremenijim metodoloskim pristupima, primena dobijenih re-
zultata u dijagnozi, preciznom predvidanju progresije bolesti i leenju, kao i razvoju novih molekularnih terapeutika,
daju realnu osnovu ocekivanjima da ¢e personalizovana medicina uskoro postati Siroko dostupna.

Dr Gordana Nikcevié, nauéni savetnik
Institut za molekularnu genetiku i geneticko inzenjerstvo, Univerzitet u Beogradu



Prediktivna i prognosticka uloga gena p16INK4a, p14ARF i KRAS u karcinomu rektuma coveka

Bojana Kozik, Milena Krajnovi¢, Nikola Kokanov
Institut za nuklearne nauke “Vin¢a’, Institut od nacionalnog znacaja za Republiku Srbiju,Univerzitet u Beogradu
Kontakt: bojana86@vin.bg.ac.rs

Apstrakt

Karcinom rektuma (KR) ¢ini oko 30% svih slu¢ajeva kolorektalnih karcinoma (KRK), koji se u zadnje vreme
proucava kao zaseban klinicki entitet. Aktuelan terapijski pristup u lecenju lokalno uznapredovalih stadi-
juma KR podrazumeva primenu preoperativne hemioradioterapije (HRT), nakon koje sledi hirursko ukla-
njanje tumora. lako se ovim tretmanom postize bolja lokalna kontrola bolesti, individualni odgovor na
primenjenu terapiju je varijabilan i ukazuje na znacajnu biolosku heterogenost tumora u okviru istog klini-
¢kog stadijuma. Stoga je u cilju kreiranja i primene personalizovane terapije neophodno definisati predik-
tivne i prognosticke molekularne parametre. Primenom PCR metode specifi¢ne za metilaciju (MSP), ispitivan
je metilacioni status gena p16INK4a i p14ARF, dok je automatskim sekvenciranjem analiziran mutacioni sta-
tus gena KRAS u pre-tretmanskim biopsijama tumorskog tkiva obolelih od KR u lokalno uznapredovalom sta-
dijumu, kao bi se utvrdio njihov potencijalni prediktivni i prognosticki znacaj. Rezultati ove studije su pokazali
da ispitivane promene u genima p16/INK4a, p14ARF i KRAS pojedinacno gledano, nisu znacajni prediktivni i
prognosticki faktori kod obolelih od KR, mada je istovremeno prisustvo metilacije gena p74ARF i mutacije
gena KRAS povezano sa agresivnijim ponasanjem tumora, dok je istovremeno prisustvo izmena u sva tri ispi-
tivana gena povezano sa kra¢im ukupnim prezivljavanjem. Medutim, kombinovane analize genetic¢kih, epi-
genetickih i imunohistohemijskih parametara (EGFR, VEGF, Bcl-2 i Ki-67), mogu imati klinicki znacaj u
identifikaciji podgrupa obolelih, koje se medusobno razlikuju kako prema odgovoru na HRT, tako i prema
toku i ishodu bolesti.

Kljucne reci: karcinom rektuma (KR), metilacija, mutacija, p16INK4a, p14ARF, KRAS

Predictive and prognostic role of p16INK4a, p14ARF and KRAS genes in humnan rectal carcinoma

Bojana Kozik, Milena Krajnovi¢, Nikola Kokanov
Vinca Institute of Nuclear Sciences, National Institute of Republic of Serbia, University of Belgrade
Correspondence: bojana86@vin.bg.ac.rs

Abstract

Rectal carcinoma (RC) represents approximately 30% cases of colorectal carcinomas (CRC), which is
nowadays studing as a distinct clinical entity. The current management of locally advanced rectal carcinoma
involves neoadjuvant chemoradiotherapy (CRT) prior to surgery. Despite improved local control rate,
individual patient response to CRT is variable and may reflect heterogeneous biological properties among
tumors of the same clinical stage. So, there is utility to define predictive and prognostic molecular parameters
of response and to personalize therapeutic approach. Methylation-specific polymerase chain reaction (MSP)
was used to examine p16/NK4a and p 14ARF methylation status, while KRAS mutation status was analyzed by
direct sequencing in pretreatment tumor biopsies of patients with locally advanced RC, in order to evaluate
its potential predictive and/or prognostic role. According to the results of this study, examined molecular
changes of p16INK4a, p14ARF and KRAS genes, considering separately, were not proven to be significant
predictive and prognostic factors in RC patients, although simultaneous presence of p14ARF methylation and
KRAS mutation was associated with more aggressive tumor behavior, while concurrent presence of
genetic/epigenetic alteration in all three examined genes was correlated with shorter overall survival.
However, combined analyses of genetic, epigenetic and immunohistochemical parameters (EGFR, VEGF, Bcl-
2 and Ki-67), could have important clinical relevance in identification of RC patients subgroups, with distinct
pattern of response to CRT and disease outcome.

Keywords: Rectal Carcinoma (RC), Methylation, Mutation, p16INK4a, p14ARF, KRAS
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Kolorektalni karcinom (KRK) predstavlja jedno od najces¢ih malignih oboljenja gastrointestinalnog trakta, ¢ija
ucestalost je u stalnom porastu, pogotovo u razvijenijim zemljama. Ovaj tip tumora je trenutno na drugom mestu kao
uzroc¢nik smrtnosti od malignih bolesti u svetu [1], te stoga predstavlja globalni zdrastveni problem. Generalno gledano,
KRK se moze definisati kao skup oboljenja sa razli¢itim klinickim manifestacijama, u ¢ijoj osnovi leZi izrazita heteroge-
nost na molekularnom nivou [2-4]. Poseban klinicki izazov jesu uznapredovali stadijumi KRK, koje odlikuje znacajna he-
miorezistentnost i visok stepen pojave recidiva [5, 6]. S obzirom da aktuelni terapijski pristupi nisu dovoljno efikasni,
od posebnog bi znacaja bilo pronaci odgovaraju¢i model koji bi predvideo odgovor obolelih na primenjenu terapiju.

KARCINOM REKTUMA

Karcinom rektuma (KR) je posle karcinoma proksimalnog kolona drugi naj¢es¢i oblik tumora debelog creva i obuh-
vata izmedu 28-35% svih slucajeva kolorektalnih karcinoma [7]. lako se karcinom kolona i karcinom rektuma u epide-
mioloskim studijama proucavaju kao jedan klinicki entitet, sve je vise podataka koji ukazuju na to da KR predstavlja
zaseban klini¢ki entitet sa znatnim specifi¢nostima u pogledu patogeneze koji zahteva drugaciji terapijski pristup u od-
nosu na karcinom kolona [8, 9].

TERAPIJSKI PRISTUP U LECENJU KARCINOMA REKTUMA

Osnovni i najvazniji vid le¢enja kolorektalnih karcinoma je odstranjivanje tumora hirurskim putem. U slucaju lo-
kalne prosirenosti bolesti, kombinovana primena hirurgije, radioterapije i hemioterapije predstavlja,zlatni standard”
u lecenju obolelih. Aktuelan terapijski pristup u lecenju lokalno uznapredovalih stadijuma KR podrazumeva primenu
preoperativne (neoadjuvantne) hemioradioterapije (HRT), nakon koje sledi operativni tretman [10, 11]. Pored toga $to
je primena preoperativne HRT manje toksi¢na i $to znatno smanjuje tumorsku masu i olakSava operativni zahvat, efi-
kasnost ovog tretmana se ogleda i u znacajno smanjenoj ucestalosti lokalnih recidiva i duzem ukupnom prezivljava-
nju obolelih [10, 12]. Medutim, individualni odgovor pacijenata na preoperativhu HRT je varijabilan. Kompletan
patoloski odgovor (pKO), odnosno redukcija tumorske mase, postize se kod samo 10-20% ispitanika [13, 14], dok u
30% slucajeva odgovor u potpunosti izostaje [15, 16].

PREDIKTIVNI FAKTORI TUMORSKOG ODGOVORA NA PREOPERATIVNU HRT

S obzirom da odgovor na preoperativnu HRT nije uniforman, od klinicke vaznosti je identifikovati pacijente kojima
¢e primenjeni tretman biti od koristi u daljem toku lecenja, a sa druge strane izbeci nezeljene efekte zracenja i he-
mioterapeutika kod pacijenta sa tumorom rezistentnim na terapiju [17]. Brojni ispitivani biomarkeri dovode se u vezu
sa stadijumom bolesti i krajnjim ishodom, a kategorisani su kao prediktivni i prognosticki parametri. U eri napretka per-
sonalizovane medicine, krajniji cilj je definisati molekularne biomarkere u pre-tretmanskim biopsijama KR, koji ¢e pored
standardnih klinicko-patoloskih parametara, doprineti boljoj stratifikaciji pacijenata i optimizaciji terapijskog rezima
za svakog pacijenta posebno [18, 19].

Poslednjih godina znatno se ispituje prediktivna uloga brojnih molekularnih parametara u pretretmanskim biop-
sijama, kao $to je nivo ekspresije receptora za epidermalni faktora rasta - EGFR (eng. Epidermal Growth Factor Recep-
tor), vaskularnog endotelnog faktora rasta - VEGF, TP53, timidilat sintaze - TS, Ki-67 (eng. Proliferation - Related Ki-67
Antigen, MKI67), p21 (eng. p21 Protein-Activated Kinase 2; PAK2), Bcl-2 (eng. B-Cell CLL/Lymphoma 2, BCL2), APAF-1
(eng. Apoptotic Protease Activating Factor 1, APAF1) i mnogih drugih [20-22]. Medutim, rezultati istrazivanja potenci-
jalnih biomarkera su ¢esto kontradiktorni i potrebna je usaglasenost u metodologiji i interpretaciji rezultata da bi ispi-
tivani parametri dobili klinicku primenu [22].

ULOGA METILACIJE GENA P16INK4A | P14ARF U KOLOREKTALNOJ KANCEROGENEZI

Intezivna istrazivanja molekularne patogeneze tumora ¢oveka u poslednje tri decenije, nedvosmisleno pokazuju
da u osnovi etiologije malignih oboljenja leze kako geneticke, tako i epigeneticke promene [5, 23]. Geneticke i
epigeneticke aberacije koje leze u osnovi kancerogeneze tumora debelog creva su kompleksne i nisu u potpunosti
razjasnjene, ali je opste prihvaceno da su razlic¢iti molekularni procesi odgovorni za nastanak i razvoj tumora u razlicitim
delovima kolona i rektuma [24]. Najvise ispitivana epigeneticka modifikacija kod KRK jeste proces metilacije molekula
DNK, pod kojim se podrazumeva kovalentno dodavanje metil grupe na C5 poziciju citozinskog prstena u okviru CpG
dinuleotida [25]. Aberantna de novo metilacija inace nemetilovanih CpG ostrvaca u okviru promotorskog regiona gena



predstavlja snazan mehanizam suprimiranja njihove ekspresije. Geni p16INK4a (eng. Cyclin-Dependent Kinase Inhibi-
tor 2A, p16INK4a) i p14ARF (eng. Cyclin Dependent Kinase Inhibitor 2A, CDKN2A alias symbol p14ARF) se nalaze u
okviru INK4a/ARF lokusa na hromozomskoj poziciji 9p21, koji je ¢esto deletiran ili metilovan u razli¢itim tipovima tu-
mora [26]. Svoju tumor-supresorsku ulogu, kao regulatori elijskog ciklusa ostvaruju u okviru dva komplementarna si-
gnalna puta, P16INK4a/pRb i P14ARF/p53. Protein P16INK4a je ciklin-zavisni inhibitor koji sprecava fosforilaciju proteina
pRb i samim tim zaustavlja celijski ciklus u G1 fazi [27]. Protein P14ARF indirektno pokrece zastoj ¢elijskog ciklusa i po-
krece proces apoptoze, tako $to ostvaruje interakciju sa proteinom MDM2, koji obelezava protein p53 za degradaciju
[28]. Inaktivacija ova dva gena putem hipermetilacije promotrskih regiona rani je i relativno ¢est dogadaj tokom ko-
lorektalne kancerogeneze [29-32] i predstavlja vazan dogadaj za patogenezu tumora debelog creva [33, 34]. Medutim,
mali je broj studija koje su se bavile ispitivanjem potencijalnih metilacionih markera u cilju predikcije odgovora na
preoperativnu HRT kod obolelih od KR [35), tako da prediktivna i prognosticka uloga metilacionog statusa gena
p16INK4a i p14ARF kod karcinoma rektuma, kao posebnog entiteta nije u potpunosti utvrdena.

ULOGA MUTACIJE GENA KRAS U KOLOREKTALNOJ KANCEROGENEZI

Molekularnu patogenezu tumora debelog creva odlikuju i somatske mutacije proto-onkogena KRAS (eng. Kirsten
Rat Sarcoma 2 Viral Oncogene Homolog, KRAS) [36], koji kodira mali membrano-vezujuci protein sa GTP-aznom aktiv-
nosc¢u i putem prenosa signala preko kinaze MAP ostvaruje vaznu ulogu u rastu i deobi celija. Kod 30-40% slucajeva
KRK detektovane su tackaste mutacije u genu KRAS, najcesce locirane u 12-om i 13-om kodonu egzona 2 [37]. Kao po-
sledica mutacija sintetise se konstitutivno aktiviran produkt gena KRAS sa trajno inhibiranom GTP-aznom funkcijom,
$to indirektno doprinosi inicijaciji tumora, kao i rastu tumorskih celija, njihovom prezivljavanju, invaziji okolnog tkiva,
angiogenezi i formiranju metastaza. Mutacije u genu KRAS smatraju se ranim dogadajem u kolorektalnoj kanceroge-
nezi [36], a s obzirom da je onkogena aktivacija RAS/RAF/MAP signalnog puta uklju¢ena u mnoge aspekte malignog
procesa, pretpostavlja se da mutacioni status gena KRAS moze biti prognosticki faktor u KRK. Medutim, podaci o pro-
gnostickom znacaju mutacionog stausa gena KRAS u KRK su kontroverzni i zahtevaju dodatna ispitivanja. Mutacioni
status gena KRAS koristi se kao molekularni marker odgovora na ciljanu terapiju metastatskog KRK monoklonskim an-
titelima usmerenim na inhibiciju receptora EGFR [38, 39], dok potencijalni klinicki znac¢aj mutacionog stausa gena KRAS
za predikciju odgovra na HRT kod karcinoma rektuma nije u potpunosti razjasnjen [40-44].

POTENCIJALNI KLINICKI ZNACAJ GENA P16INK4A, P14ARF | KRAS U KARCINOMU REKTUMA

Put prenosa signala kinaze MAP [45], kao i regulacija aktivnosti proteina koji maskira pRb [46] i proteina p53 [47]
su tri naj¢esce narusena celijska puta u tumorima ¢oveka. Analiza glavnih ucesnika ova tri signalna puta, kao i ispiti-
vanje meduzavisnosti genetickih/epigenti¢kih promena u genima KRAS, p16INK4a i p14ARF, moglo bi znacajno do-
prineti razumevanju molekularne patogeneze karcinoma rektuma kao posebnog entiteta. Rezultati studija
kolorektalnog karcinoma su pokazali da protein P14ARF moze da reguliSe stabilnost proteina P16INK4a [48], kao i da
samo prisustvo mutacije u genu KRAS moze indirektno posredovati u metilaciji INKa/ARF lokusa [49]. Pored toga, lite-
raturni podaci ukazuju da onkogena aktivacija gena KRAS, indukuje zastitne mehanizme u tumorskoj celiji, kao $to su
onkogenom-indukovana senescencija preko P16INK4a/pRb puta [50], i onkogenom-indukovano zaustavljanje ¢elij-
skog rasta i pokretanje procesa celijskog umiranja po tipu apoptoze preko P14ARF/p53 puta [51, 52].

Imajuci u vidu gorenavedene ¢injenice, u ovoj studiji [53] predlozen je model istovremene analize epigenetickih
(metilacija gena p16INK4a i p14ARF) i genetickih promena (mutacije gena KRAS) i nivoa ekspresije odabranih proteina
ukljucenih u proces kancerogeneze (EGFR, VEGF, Bcl-2 i Ki67) u pre-tretmanskim biopsijama tumorskog tkiva obolelih
od KR u lokalno uznapredovalom stadijumu. Dobijeni rezultati mogu biti od klini¢ckog znacaja za identifikaciju pod-
grupa obolelih, koje se medusobno razlikuju kako prema odgovoru na preoperativnu hemioradioterapiju, tako i prema
toku i ishodu bolesti.

ISPITIVANJE METILACIONOG STATUSA GENA P16INK4A | P14ARF U UZORCIMA TKIVA KR

Rezultati nase studije koja je obuhvatala 63 uzorka [54] su pokazali da je metilacija gena p16/NK4a odnosno gena
p14ARF detektovana kod oko 40% (43,3% odnosno 39,6%) ispitanika i ucestalost ovih epigenetic¢kih dogadaja je u
skladu sa drugim studijama na kolorektalnim karcinomima [33, 55-59]. Pored toga, metilacija bar jednog ispitivanog
gena detektovana je kod 60,3% ispitanika, dok je istovremena metilacija gena p16/INK4a i p14ARF bila prisutna kod
skoro petine obolelih, sto ukazuje na to da je epigenti¢ka alteracija ova dva gena relativno cest dogadaj koji moze
imati potencijalno vaznu ulogu u patogenezi karcinoma rektuma. Podaci iz literature pokazuju da se prisustvo
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metilacije gena p16/NK4a kod KRK uglavhom povezuje sa agresivnijim tokom maligne bolesti i da je metilacija ovog
gena zapravo nepovoljan prognostic¢ki parametar kod KRK [57, 60, 61]. Sli¢na situacija je i sa prisustvom metilacije
gena p14ARF koja u jednoj studiji koreliSe sa kra¢im ukupnim prezivljavanjem obolelih od KRK [62], dok rezulati stu-
dije Chaar i sar., (2014) sugerisu da bi metilacija gena p74ARF mogla biti marker invazivnijih tipova KRK, sa sklonoscu
ka daljoj progresiji tumora i formiranju lokalnih recidiva i metastaza [63]. Medutim, ispitivanjem potencijalne
prediktivne i prognosticke uloge metilacionog stausa gena p16INK4a i p 14ARF u nasoj studiji, pokazano je da metilacija
ovih gena nije povezana sa odgovorom na primenjenu HRT, pojavom lokalnih recidiva i/ili metastaza i ukupnim
prezivljavanjem obolelih od KR. Problem u interpretaciji dobijenih rezultata lezi u ¢injenici da podaci o zastupljenosti
i ulozi metilacije gena p16INK4a i p14ARF u kancerogenezi poticu iz studija koje su razmatrale karcinom kolona i
karcinom rektuma kao jedan entitet. Za bolje razumevanje uloge metilacionog statusa ispitivanih gena u predikciji
odgovora na standardan tretman KR, neophodna je, pre svega, analiza na ve¢em broju uzoraka, pri ¢emu je bitna
usaglasenost u terapijskim rezimima, nacinu evaluacije odgovora na HRT, kao i stadijumima bolesti ispitanika uklju¢enih
u studije, ali i standardizacija metodologije ispitivanja metilacionog statusa.

ISPITIVANJE MUTACIONOG STATUSA GENA KRAS U UZORCIMA TKIVA KR

Procenat detektovanih mutacija u genu KRAS u nasoj studiji [64] je takode visok (35%) i u skladu sa rezultatima
drugih studija, prema kojima su mutacije u ovom genu prisutne kod 19-48% obolelih od KR [41, 43, 44, 65]. Najc¢esce
detektovani tip mutacije (36%) bila je transverzija G u T na drugoj poziciji kodona 12, $to rezultuje u zameni glicina
valinom (G12V). Ovaj rezultat je u saglasnosti sa prethodno objavljenim studijama sprovedenim na obolelima od KRK
sa naseg geografskog podru¢ja, prema kojima se najveca ucestalost ovog tipa mutacije u genu KRAS pripisuje
izlozenosti region-specifi¢nim karcinogenima [66, 671. lako je mutaciona aktivacija gena KRAS jedan je od najispitivanijih
onkogenih dogadaja u patogenezi KRK, njegova prognosticka i prediktivna uloga u karcinomu rektuma nije u
potpunosti definisana. Rezultati studija koje su ispitivale potencijalnu ulogu mutacionog statusa gena KRAS kao
prediktora odgovora obolelih od karcinoma rektuma na preoperativnu HRT su kontradiktorni. Dok je u odredenom
broju studija uocena povezanost prisustva mutacija u genu KRAS sa nepovoljnijim odgovorom na HRT [68, 43, 44],
postoje studije kod kojih ovakve asocijacije nisu uocene [41, 69]. Ipak, treba naglasiti da u ovakvim studijama nisu
primenjivani uvek isti hemioterapeutici, kao i da su postojali razliciti principi definisanja tumorskog odgovora. Pored
toga, ¢esto su u analizu mutacionog statusa uklju¢eni i drugi kodoni pored standardnog 12.i 13. kodona gena KRAS.
U nasoj studiji, prisustvo mutacija u genu KRAS nije bilo povezano sa odgovorom na HRT, kao ni sa tokom i krajnjim
ishodom bolesti. Medutim, kada se posmatraju specifi¢ni tipovi mutacija, prisustvo transverzije G u C na drugoj poziciji
12. kodona (G12A) znacajno korelise sa povoljnijim odgovorom na HRT, u poredenju sa ostalim tipovima detektovanih
mutacija u ispitivanim kodonima (p=0,017). Bez obzira na mali broj uzoraka sa prisutnom mutacijom G12A u ovoj
studiji, rezultat je vredan paznje i zahteva dodatna ispitivanja na ve¢em broju uzoraka. Prethodno objavljeni rezultati
su pokazali da razli¢iti tipovi mutacija gena KRAS imaju i razlicit transformisuci potencijal na celijskom nivou. Rezultati
studije Garassino i sar., (2011) pokazali su da razlicit tip mutacije u okviru 12. kodona gena KRAS moze biti povezan sa
razli¢itim niovoom hemiosenzitivnosti, $to se na ¢elisjikom nivou ogleda u aktivaciji razli¢itih nishodnih puteva prenosa
signala u odgovoru na primenjeni hemioterapeutik [69]. Pored toga, postoji moguc¢nost da tumori sa odredenim tipom
mutacije u genu KRAS mogu biti povezani sa razli¢itim dodatnim genetickim alteracijama. Medutim, nema mnogo
podataka o uticaju i znac¢aju mutacije tipa G12A (transverzija G u C) u progresiji tumora, verovatno zato $to ovaj tip
mutacije nije tako ¢est dogadaj i predstavlja svega 11% svih detektovanih tipova mutacija u genu KRAS kod KRK-a [70].
Kao $to je poznato, kolon i rektum kao razli¢ite anatomske celine debelog creva izlozeni su razli¢itim sredinskim
faktorima, a razlicit tip mutacija moze nastati usled dejstva razli¢itih karcinogena [71, 72]. Imajuci u vidu navedene
c¢injenice, pretpostavka je da razliciti karcinogeni dovode do razlic¢itih promena u genomu i doprinose u vecoj ili manijij
meri tumorskoj progresiji i inavzivnosti, sto se reflektuje kroz razlicit tip detektovanih mutacija u genu KRAS.

POVEZANOST METILACLJE GENA P16INK4A | P14ARF
SA MUTACIJAMA U GENU KRAS U UZORCIMA TKIVA KR

Dobijeni rezultati analize metilacionog statusa gena p16INK4a i p14ARF, kao i mutacionog statusa gena KRAS u
nasoj studiji sugeriSu da treba sagledati globalni geneticki, odnosno epigeneticki status tumorskih celija, ne samo
uticaj pojedina¢nih molekularnih dogadaja na razvoj i progresiju tumora, kao i odgovor tumorskih ¢elija na primenjenu
terapiju. Imajuci u vidu ¢injenicu da je inaktivacija lokusa INK4a/ARF zabeleZena kod 70% slucajeva KRK sa istovremeno
prisutnom mutacijom u genu KRAS [73-76], ispitivali smo i medusobnu povezanost detektovanih epigenetickih
odnosno genetickih promena u nasoj grupi uzoraka. lako nije uo¢ena direktna veza izmedu metilacionog statusa gena



p16INK4a, metilacionog statusa gena p14ARF i mutacionog statusa gena KRAS, pri analizi kombinovanog uticaja
promena u navedenim genima na odgovor na HRT, tok i ishod bolesti zabelezena su dva znacajna rezultata (Tabela 1.).

Podgrupe ispitanika koje se medusobno razlikuju po odgovoru na terapiju, toku i ishodu bolesti

mut KRAS (G12A) Povoljniji odgovor na HRT
2. mut KRAS + met pT14ARF Ceéca pojava lokalnih recidiva
3 mut KRAS + met p16INK4a + met p14ARF Krace ukupno prezivljavanje
met p16/NK4a + visoka eksp. VEGF Nepovoljniji edgover na HRT
a Ceica pojava lokalnih recidiva
Krace ukupno prezivljavanje
Nepovoljniji cdgovor na HRT
5 mut KRAS + visoka eksp. VEGF Cesca pojava lokalnih recidiva
Krace ukupno prezivljavanje
met p14ARF + visoka eksp. VEGF Nepovoljniji odgovor na HRT
6. Cedca pojava lokalnih recidiva
7. met p16/NK4a + visoka eksp. EGFR Povaljniji odgovor na HRT
8. met p16INK4a + visoka eksp. EGFR + niska eksp. VEGF Reda pojava lokalnih recidiva
9 mut KRAS + visoka eksp. Bcl-2 Nepovoljniji odgovor na HRT
mut KRAS + visoka eksp. Ki-67 Nepovoljniji odgovor na HRT
10, Ceida pojava lokalnih recidiva

mut - mutacija; met - metilacija; HRT - hemioradioterapija; eksp. - ekspresija.

Tabela 1. Rezultati kombinovane analize metilacije gena p16INK4a i p14ARF, odnosno mutacije gena KRAS i nivoa ekspresije proteina EGFR, VEGF,
Bcl-2i Ki-67

Pre svega, izdvojila se podgrupa ispitanika sa istovremeno prisutnom metilacijom gena p 14ARF i mutacijom gena
KRAS, kod kojih su znacajno ces¢e detekovani lokalni recidivi i/ili metastaze (p=0,027). U prethodnim studijama
karcinoma rektuma pokazano je da prisustvo mutacije KRAS u ranim stadijumima tumora asocira sa pojavom udaljenih
recidiva u kasnijim fazama bolesti [77]. Detekcija mutacije ovog gena kod tumora u lokalno uznapredovalim
stadijumima KR jeste Cesta pojava, ali mutacioni status gena KRAS nije dovoljan za predikciju agresivnijeg ponasanja
tumora i potrebna je analiza i drugih parametara koji bi ukazivali na potencijalni rizik za razvoj recidiva [78]. Efekat
istovremenog prisustva metilacije gena p74ARF i mutacije gena KRAS moze se objasniti dobro poznatom fukcijom
proteinskog produkta gena p14ARF u supresiji elijskog rasta u odgovoru na aktivaciju onkogena [51, 52]. Dobijeni
rezultat ukazuje na potencijalno sadejstvo promena u ova dva gena u nastanku agresivnije forme tumora. S jedne
strane aktivacija onkogena KRAS kao inicijalni dogadaj dovodi do nekontrolisane deobe tumorskih ¢elija i daljeg rasta
potencijalno invazivnog tumora. S druge strane, metilacionom inaktivacijom gena p14ARF izostaje zaustavljanje
Celijskog ciklusa i indukovanje apoptoze kao tumor-supresornih mehanizama, sto omogucava dalju propagaciju
tumora i formiranje lokalnih recidiva. Ovakav model onkogeneze adenokarcinoma duktusa pankreasa pokazan je
eksperimentalno na misevima, kod kojih mutacija gena KRAS u kombinaciji sa inaktivacijom lokusa INK4a/ARF dovodi
do ranog formiranja premalignih lezija koje brzo propagiraju ka invazivnim i metastatskim oblicima tumora, dok
pojedinacno ovi molekularni dogadaji ne dovode do formiranja agresivnih formi tumora [79]. Pored toga, medu
ispitanicima obuhvacenim ovom studijom izdvojila se i podgrupa obolelih sa istovremeno prisutnom metilaciojom
gena p16INK4a i p14ARF i mutacijom u genu KRAS kod kojih je zabelezeno statisti¢ki znacajno krac¢e ukupno
prezivljavanje u odnosu na ostale podgrupe pacijenata (p=0,011). lako je broj uzoraka sa navedenim promenama u
genima p16/INK4a, p14ARF i KRAS mali (svega 4), dobijeni rezultat nije zanemarljiv i moze imati potencijalni prognosticki
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znacaj kod obolelih od KR, uz dodatno ispitivanje na ve¢em broju uzoraka. U studiji autora Serra i saradnika iz 2014.
godine, koja je radena na celijskim linijama KRK, otkriven je molekularni mehanizam, odnosno signalni protein koji
posreduje u metilacionoj inaktivaciji lokusa INK4a/ARF u odgovoru na onkogenu aktivaciju gena KRAS [80]. U pitanju
je protein ZNF304 (eng. Zinc Finger Protein 304, ZNF304) koji funkcionise kao transkripcioni represor, odnosno regrutuje
represioni proteinski kompleks, uklju¢ujucii enzim DNMT1 koji vrsi metilaciju i utiSavanje ekspresije kompletnog lokusa
INK4a/ARF. Pokazano je da ovaj regulatorni protein transkripcije mozZe da indukuje i metilacionu inaktivaciju ekspresije
i drugih tumor-supresornih gena ukljucenih u kancerogenezu KRK.

KOMBINOVANE ANALIZE METILACIJE GENA P16INK4A | P14ARF, ODNOSNO MUTACLJE
GENA KRAS | NIVOA EKSPRESIJE PROTEINA EGFR, VEGF, BCL-2 | KI-67U UZORCIMA TKIVA KR

S obzirom da promene u ispitivanim genima pojedina¢no ne uti¢u znac¢ajno na odgovor na HRT, tok i ishod bolesti,
u daljem istrazivanju smo analizirali da li istovremeno prisustvo metilacije gena p16INK4a ili p14ARF, mutacije gena
KRAS i izmenjene ekspresije proteina EGFR, VEGF, Bcl-2 i/ili Ki-67 moze doprineti definisanju podgrupa obolelih kod
kojih ¢e ispitivani molekularni dogadaji imati precizniju prediktivnu i prognosti¢ku ulogu. U kombinovanoj analizi
metilacije gena p16INK4a i p14ARF, kao i mutacije gena KRAS i razli¢itog nivoa ekspresije odabranih proteina dobijeni
su rezultati vredni paznje koji su sumirani u Tabeli 1.

Rezultati kombinovane analize pokazali su da je istovremeno prisustvo kako metilacije gena p16/INK4a, tako i gena
p14ARF i povisene ekspresije proteina VEGF znacajno povezano sa agresivinijim ponasanjem tumora, odnosno sa
nepovoljnijim odgovorom obolelih na HRT (p=0,001, odnosno p=0,038) i trendom ka ¢es¢oj pojavi lokalnih recidiva i/ili
metastaza (p=0,072, odnosno p=0,075). Vaskularni endotelni faktor rasta (VEGF) ima glavnu ulogu u procesu nastanaka
i razvoja krvnih sudova, kao i u regulaciji premeabilnosti vaskularnih endotelnih celija [81]. Proces neovaskularizacije, pra-
¢en je pove¢anom ekspresijom VEGF i klju¢an je za dalji rast i Sirenje tumorskih celija [82]. Prema podacima iz literature,
kod KRK ekspresija proteina VEGF obic¢no je asocirana sa agresivnijim ponasanjem tumora i loSom prognozom bolesti
[83, 84]. Dobijeni rezultati posebno naglasavaju vaznu ulogu proteina VEGF u nastanku tumora, kao i ulogu gena
p16INK4a i p14ARF u supresiji tumorskog rasta. Poznato je da su produkti ova dva gena supresori procesa angiogeneze,
odnosno suprimiraju ekspresiju gena VEGF putem inhibicije glavnog regulatornog proteina njegove ekspresije, HIF-1a
VEGF sa metilacionim statusom gena p16/NK4a i p14ARF, dobijeni rezultati sugerisu da istovremeno povisena ekspresija
ovog faktora i inaktivacija gena p16/NK4a ili p14ARF moze indukovati hemiorezistenciju tumorskih celija na primenjenu
HRT. Poznato je da se stvaranjem novih krvnih sudova usled povisene ekspresije VEGF povecava i njihova permeabilnost,
$to za posledicu ima smanjenu efikasnost usvajanja hemioterapeutika od strane tumorskog tkiva [86]. Pored toga, uoceni
trendovi ka ¢e3c¢oj pojavi lokalnih recidiva i/ili metastaza ukazuju da se tumori sa ovakvim molekularnim promenama
brze razvijaju i imaju vedi invazivni potencijal. Osim toga, uoceno je i znacajno krac¢e ukupno prezivljavanje obolelih u
nasoj studiji kod kojih je istovremeno prisutna metilacija gena p16/NK4a i visoka ekpresija proteina VEGF (p=0,010).
Kombinovan uticaj ova dva molekularna dogadaja na ukupno prezivljavanje ispitanika obuhvacenih nasom studijom
moze se objasniti time da inaktivacija gena p16INK4a dovodi do nekontrolisane proliferacije tumorskih celija i brze
progresije ka invazivnijim stadijumima bolesti. Sa druge strane, povisena ekspresija proteina VEGF, koja je inace nezavisan
parameter kraceg ukupnog prezivljavanja u nasoj studiji, indirektno utice na krajnji ishod bolesti tako $to promovise
stvaranje novih krvnih sudova i dalju invaziju tumorskih ¢elija u okolno tkivo. Takode, ispitanici kod kojih je detektovana
mutacija gena KRAS i istovremeno visok nivo ekspresije proteina VEGF ispoljavaju znacajno nepovoljniji odgovor na
primenjenu HRT (p<0,001), dolazi do ¢esce pojave lokalnih recidiva i/ili metastaza (p=0,003), a zabelezeno je i krace
ukupno prezivljavanje (p=0,001). Prethodno je uo¢eno da onkogena aktivacija gena KRAS u tumorskim ¢elijama dovodi
znacajnog povecanja ekspresije proteina VEGF [87, 88] iako u nasoj studiji nije zabelezena znacajna asocijacija izmedu
mutacionog statusa gena KRAS i nivoa ekspresije proteina VEGF. U svakom slucaju, dobijeni rezultat sugerise na
mogucnost da istovremeno prisustvo oba navedena molekularna dogadaja doprinosi agresivnijem ponasanju tumorskih
Celija, usled pojacanog inteziteta proliferacije kao posledice mutacije u genu KRAS sa jedne strane i pokretanja procesa
neovaskularizacije kao rezultat povisene ekspresije faktora VEGF sa druge strane.

Kombinovanim analizama u nasoj studiji uocena je i grupa ispitanika kod kojih je istovremeno prisutna metilacija
gena p16INK4a i visoka ekspresija proteina EGFR povezana sa redom pojavom lokalnih recidiva i udaljenih metastaza
(p=0,038). Pored toga, identifikovali smo grupu obolelih kod kojih je simultano prisustvo metilacije gena p16/INK4a,
niske ekspresije proteina VEGF i visoke ekspresije proteina EGFR povezano sa povoljnijim odgovorom na terapiju
(p=0,024). Dobijeni rezultati nisu jos uvek razjasnjeni i zahtevaju detaljnije analize. Receptor za epidermalni faktor rasta
(EGFR) pripada ErbB familiji tirozin-kinaznih receptora i kljucan je u regulaciji osnovnih celijskih procesa kao $to su
proliferacija, prezivljavanje, diferencijacija i migracija [89]. U nekoliko studija pokazano je da bazalni nivo ekpresije



proteina EGFR asocira sa loSom prognozom, slabijim odgovorom tumorskog tkiva na terapiju, kao i ¢eS¢om pojavom
recidiva [90-92], $to nije slucaj u nasoj studiji. Pored toga, u radu autora Zlobec i saradnika iz 2008. godine, pokazano
je da je verovatnoca za postizanje kompletnog patoloskog odgovora na HRT Sest puta veca kod karcinoma rektuma
sa pozitivnom ekspresijom proteina EGFR [93]. Takode je identifikovana grupa ispitanika kod kojih tumori sa pozitivnom
ekspresijom proteina VEGF i negativnom ekspresijom proteina EGFR ispoljavaju hemiorezitentnost na terapiju. U studiji
koja je obuhvatala obolele od misi¢no-invazivnog tumora besike, ekspresija proteina EGFR isto se pokazala kao
povoljan prognosticki faktor, odnosno povecan nivo ekspresija ovog proteina bio je znacajno povezan sa duzim
ukupnim prezivljavanjem i redom pojavom udaljenih metastaza [94]. Rezultati ovih studija sugeriSu da povecana
ekspresija proteina EGFR uti¢e na bolju senzitivnost tumorskih ceija na hemioradioterapiju, $to se odrazava i na bolji
odgovor na HRT. Visok nivo ekspresije proteina EGFR generalno nije povoljan dogadaj jer dovodi do ubrzane
proliferacije tumorskih celija. lako nasi rezultati sugeriSu da nivo ekspresije ova dva proteina u kombinaciji sa
metilacionim statusom gena p16/NK4a mogu posluziti u predikciji podgrupe obolelih sa manje agresivnom formom
karcinoma rektuma, potrebna su dalja ispitivanja za potvrdu zapazenih asocijacija.

Nepovoljan odgovor na primenjenu HRT u nasoj studiji zabelezen je i kod obolelih sa istovremeno prisutnom
mutacijom gena KRAS i visokom ekspresijom proteina Bcl-2 (p=0,022). Bcl-2 pripada familiji proteina koji imaju vaznu
ulogu u regulaciji programirane celijske smrti, apoptoze [95]. Svoju anti-apoptotsku funkciju ostvaruje na spoljasnjoj
membrani mitohondrija, sprec¢avajudi oslobadanje proapoptotickih faktora koji aktiviraju kaspaze i tako indirektno
stiti celiju od prerane smrti [96]. Pokazano je da povecana ekspresija ovog proteina predstavlja mehanizam kojim se
Celija stiti od radioterapijom-indukovane apoptoze [22], sa posledi¢nom pojavom radiorezistencije kod tretiranih celija
[97-99]. Medutim, nema mnogo podataka kojima se objasnjava uticaj simultanog dejstva onkogene aktivacije gena
KRAS i povisene ekspresije proteina Bcl-2 na odgovor na HRT. lako u nasoj studiji nije uocena direktna veza izmedu
mutacionog statusa gena KRAS i ekspresije proteina Bcl-2, poznato je da su tumorske Celije sa mutacijom ovog proto-
onkogena otpornije na apoptozu [100]. U cilju boljeg razumevanja naseg rezultata, neophodno je ispitati i druge
molekularne regulatore procesa apoptoze, pre svega mutacioni status gena p53, za koji je pokazano da ima
dominantniju ulogu u patogenezi karcinoma rektuma kao posebnom entitetu, nego kod karcinoma kolona [101].

U daljim kombinovanim analizama, izdvojile su se jo$ dve podgrupe ispitanika kod kojih istovremeno prisustvo
mutacije gena KRAS i povisene ekspresije proteina Ki-67 asocira sa nepovoljnim odgovorom na HRT (p=0,051), odnosno
sa ¢es¢om pojavom lokalnih recidiva i/ili metastaza (p=0,079). Ekspresija ovog proteina se inace koristi kao pouzdan
marker proliferacije ¢elija i ima potencijalnu prognosticku ulogu u odredenim malignitetima, ukljucujudi i KRK [102,
103]. U radu autora Whoo i saradnika iz 2009. godine, uocen je povecan rizik za nastanak recidiva kod obolelih od
adenokarcinoma pluc¢a kod kojih su takode istovremeno detektovane mutacije gena KRAS i povisena ekspresija
proteina Ki-67 [103]. Posto u vedini studija koje su se bavile ispitivanjem prediktivne uloge proteina Ki-67 kod obolelih
od KR nije utvrden uticaj izmenjene ekspresije ovog faktora na odgovor na primenjenu HRT [17], dobijeni rezultat,
svakako treba dodatno proveriti, pogotovo $to su uocene asocijacije statisticki trendovi.

ZAKLJUCAK

Razultati nase studije su pokazali su da ispitivane promene u genima p16INK4a, p14ARF i KRAS pojedinacno
gledano, nisu znacajni prediktivni i prognosticki faktori kod obolelih od KR u lokalno uznapredovalom stadijumu.
Medutim, kada sumiramo kombinovane analize metilacionih, odnosno mutacionog statusa ispitivanih gena i nivoa
ekspresije odabranih proteina (EGFR, VEGF, Bcl-2, Ki-67), izdvojilo se 10 podgrupa ispitanika sa potencijalnim klini¢kim
znacajem u stratifikaciji obolelih od KR, koje se medusobno razlikuju kako prema odgovoru na HRT, tako i prema toku
i ishodu bolesti (Tabela 1.). Dobijeni rezultati su vredni paznje i ukazuju na potrebu za daljim prospektivnim studijama
sa duzim periodom pracenja obolelih, gde su pored ispitivanja promena u genima p16/NK4a, p14ARF i KRAS, ukljuceni
i dodatni geni ¢iji produkti regulisu celijske procese kao $to su proliferacija, angiogenza i apoptoza.

Kao sto je prethodno naglaseno, karcinome kolona i karcinome rektuma mozemo posmatrati kao dva odvojena
entiteta [8, 9], koje odlikuje razlicit profil molekularnih promena [101]. lako za sada ne postoje molekularni prediktori
odgovora KR na primenjenu HRT, definisanje potencijalnih metilacionih markera bi moglo da predvidi odgovor na
HRT, sto bi doprinelo daljoj individualizaciji tretmana [35]. Medutim, klini¢ka primena metilacionih markera zahteva pre
svega usaglasenost u metodama za utvrdivanje metilacionog statusa gena, kao i precizno definisanje uloge metilacije
pojedinih gena u predikciji odgovora na terapiju. Pored toga, u cilju bolje stratifikacije obolelih u pogledu predikcije
odgovora i prognoze bolesti, metilacione analize treba dopuniti i analizama onih molekularnih parametara za koje je
vec ustanovljeno da imaju prediktivnu ulogu u KRK, kao $to je mutacioni status gena KRAS. Standardizacija primene
postojecih biomarkera u kombinaciji sa ispitivanjem novih potencijalnih genetickih ili epigeneti¢kih molekularnih
parametara pristup je koji vodi ka primeni personalizovane terapije KR u buduénosti.
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