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Ipak, u ovom doktorskom radu primarni predmet istrazivanja jest karcinom kolona, uz
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bioloskih i klinickih razlika unutar samog kolona.
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SAZETAK

Cilj istrazivanja: Odrediti ekspresiju miR-185-5p, miR-141-5p i miR-21-5p u tumoru u
odnosu na susjednu netumorsku sluznicu u lokaliziranom karcinomu kolona (stadij -IIl),
procijeniti utjecaj lateralnosti te eksploratorno povezati nalaze s KRAS/NRAS/BRAF

statusom.

Ispitanici i metode: Analizirani su upareni FFPE uzorci tumora i susjedne sluznice 70
operiranih bolesnika. Ekspresija miRNA odredena je RT-qPCR metodom. Procijenjena je
stabilnost endogenih kontrola (miR-151a-3p, miR-16-5p). UCinak vrste tkiva i lokalizacije
analiziran je dvofaktorskim modelom s ponovljenim mjerenjima, uz dodatne
korelacijske/neparametrijske analize. KRAS/NRAS/BRAF analizirani su eksploratorno u

randomiziranom poduzorku od 20 slu¢ajeva.

Rezultati: U odnosu na netumorsku sluznicu, miR-21-5p bila je poviSena u tumoru, dok
su miR-141-5p i miR-185-5p bile snizene, Sto potvrduje dominantan signal razlike tumor—
normalno. U netumorskoj sluznici uoCene su bazalne razlike izmedu desnog i lijevog
kolona, a miR-185-5p pokazala je i interakciju tkivo-lokalizacija, Sto upucuje da lateralnost
mijenja veli€inu razlike tumora i normalnog tkiva. MiR-151a-3p pokazala se stabilnijom
endogenom kontrolom od miR-16-5p. Nije nadena pouzdana povezanost miRNA s
kliniCko-patoloSkim obiljezjima ni ishodima. U mutacijskom poduzorku nije uoCena razlika
prema KRAS statusu, dok su za BRAF opazeni trendovi viSih vrijednosti miRNA, osobito
miR-141-5p u tumoru.

Zakljuéak: Analizirane miRNA u lokaliziranom karcinomu kolona primarno razlikuju tumor
od netumorskog tkiva, uz vazan regionalni sloj (najizrazeniji za miR-185-5p). Lateralnost
i izbor endogene kontrole bitni su za interpretaciju, dok mutacijski nalazi daju hipotezno-

generiraju¢e naznake moguce povezanosti s BRAF statusom.

Kljuéne rijeci: karcinom kolona; mikroRNA; miR-21-5p; miR-141-5p; miR-185-5p;

lateralnost; mutacije
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SUMMARY

Objectives: To assess miR-185-5p, miR-141-5p and miR-21-5p expression in tumor
versus matched adjacent mucosa in stage I-lll colon cancer, evaluate tumor sidedness,
and explore links with KRAS/NRAS/BRAF status.

Patients and Methods: Paired FFPE tumor and adjacent mucosa samples from 70
curatively operated patients were analyzed. miRNA expression was measured by RT-
gPCR. Endogenous control stability (miR-151a-3p vs. miR-16-5p) was evaluated. Tissue
type and sidedness were tested with a two-factor repeated-measures approach,
supplemented by correlation/non-parametric analyses. KRAS/NRAS/BRAF status was

explored in a randomized subset of 20 cases.

Results: Compared with adjacent mucosa, tumor tissue showed higher miR-21-5p and
lower miR-141-5p and miR-185-5p, indicating a strong tumor—-mucosa signal. Baseline
right—left differences were present in non-tumorous mucosa, and miR-185-5p showed a
tissue-sidedness interaction, suggesting sidedness modifies the tumor—healthy tissue
difference. MiR-151a-3p was more stable than miR-16-5p as an endogenous control. No
robust associations were found with clinicopathologic features or outcomes. In the
mutation subset, miRNA levels did not differ by KRAS status, while BRAF-mutated cases

showed trends toward higher miRNA levels, most notably tumor miR-141-5p.

Conclusion: In stage |-lll colon cancer, these miRNAs primarily distinguish tumor from
non-tumorous tissue, with an additional region-dependent layer most evident for miR-185-
5p. Sidedness and validated normalization are critical for interpretation, while mutation

findings provide hypothesis-generating signals for BRAF.

Keywords: colon cancer; microRNA; miR-21-5p; miR-141-5p; miR-185-5p; tumor
sidedness; BRAF
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1. UVOD | PREGLED PODRUCJA ISTRAZIVANJA

1.1. Anatomija i funkcija debelog crijeva

Debelo crijevo je posljednji odsjeCak probavnog kanala. Zapoc€inje ileocekalnom
(Bauchinijevom) valvulom, a zavrSava analnim otvorom. Na njemu razlikujemo tri dijela:
slijepo crijevo s crvuljkom, sito crijevo odnosno kolon te zavr$no crijevo ili rektum. Oko
vijuga tankog crijeva tvori okvir koji ih omeduje s gornje i lateralnih strana, a djelomicno i
s donje strane. Karakteristi¢an izgled debelom crijevu daju izbo€enja stijenke u tri uzduzna
niza koje nazivamo haustre te tri uzduzne pruge — tenije, koje razdvajaju nizove haustri i
u kojima je sloj miSi¢nice osobito jako razvijen. Sam kolon se sastoji od Cetiri dijela:
ascendentnog, transverzalnog, descendentnog i sigmoidnog. Pri tome su u trbusnoj
Supljini ascendentni i descendentni kolon prirasli uz straznju trbusnu stijenku, dok su

transverzalni i sigmoidni kolon slobodni [1].

Stijenka debelog crijeva se sastoji, navodeci iznutra prema van, od mukoze koja se
muscularis mucosae), submukoze, vanjskog misiénog sloja (lat. muscularis externa) i
seroze. Mukozom dominira kolumnarni epitel Cija je glavna funkcija apsorpcija vode i
elektrolita te vréaste stanice koje izlu€uju mucin koji ima funkciju podmazivanja i lakSe
pasaze fekalne tvari u lumenu debelog crijeva. Lamina propria sadrzava Zlijezde, krvne
Zile koje sudjeluju u transportu apsorbiranih tvari te limfaticno tkivo koje djeluje kao
imunolosSka barijera za razliite patogene i antigeni¢ne tvari. Muscularis mucosae je
najdublji sloj mukoze te €ini barijeru prema submukozi. Submukoza se sastoji od vezivnhog
tkiva u kojem se nalaze vece krvne Zile koje povezuju sve slojeve stijenke, limfni putevi te
submukozni Ziv€ani (Meissnerov) pleksus. Muscularis externa sastoji se od unutarnjeg
cirkularnog i vanjskog longitudinalnog sloja glatkin miSiénih viakana te je zaduzena za
formiranje peristaltiCkih valova koji mijeSaju i potiskuju sadrzaj crijeva. Zadebljanja
longitudinalnih miSi¢nih vlakana €ine ranije spomenute tenije. Izmedu tih misicnih slojeva

nalazi se mijentericni (Auerbachov) pleskus. Seroza je sloj jednoslojnog plo¢astog epitela



koje nazivamo mezotel te oskudnog vezivnog tkiva. Cini kontinuitet s visceralnim

peritoneumom koji se opisuje u makroskopskoj anatomiji [2].

Shodno navedenom proizlazi i glavna funkcija debelog crijeva, a to je apsorpcija

vode i elektrolita te skladiStenje i propulzija fekalnog sadrzaja do trenutka defekacije.

1.1.1. Embriologija debelog crijeva

Probavna cijev razvija se iz primitivnog crijeva, koje se iz metodoloskih razloga dijeli
na faringealno, prednje, srednje i straznje crijevo te se sastoji od endoderma dok vezivno
tkivo i mezenterij proizlazi iz mezoderma. Razvoj debelog crijeva krece iz distalnog dijela
srednjeg te straZnjeg crijeva. Srednje crijevo u odrasle osobe odgovara dijelu probavne
cijevi koje zapocinje na utoku zajedniCkog Zu¢nog voda u dvanaesnik te zavrSava u
podrucju distalne tre¢ine popre¢nog kolona. Straznje crijevo Cini dio probavne cijevi od
distalne treéine popre¢nog kolona do analnog otvora. Cijelim tokom srednjeg crijeva
vaskularnu opskrbu ¢&ini gornja mezenteriCha arterija. Vecinu vaskularne opskrbe
straznjeg crijeva Cini donja mezentericna arterija. Kako najdistalniji dio probavne cijevi,
sam analni kanal, poti¢e od ektoderma, tako i vaskularna opskrba poti¢e od unutarnjih
pudendalnih arterija koje anastomoziraju sa Zilama koje opskrbljuju straznje crijevo [3-5].
Iz toga proizlazi vaskularna opskrba debelog crijeva koje je irigirano iz dvije razliCite
visceralne grane aorte. Razli¢ito embrionalno podrijetlo lijevog i desnog kolona se o€itava
i u razlicitoj ekspresiji gena izmedu srednjeg i straznjeg crijeva, $to regulira migraciju i
diferencijaciju stanica tokom razvoja. Smatra se da na taj naCin drugacija embrionalna

podloga desnog i lijevog kolona utjeCe na razlike u podlijeZzecoj biologiji [6].

1.2. Adenokarcinom kolona

Kolorektalni karcinom (engl. colorectal carcinoma, CRC) je jedan od najceScih

karcinoma u svijetu, zauzimajuci tre¢e mjesto po ucestalosti iza karcinoma pluca i dojke



te drugo mjesto po mortalitetu iza karcinoma plu¢a. GodiSnje se evidentira 1,9 milijuna
novih slu€ajeva kolorektalnog karcinoma s 904 000 smrtnih slu€ajeva [7]. Incidencija
CRC-a i dalje raste u zemljama nizeg ekonomskog statusa, dok u zemljama visokog
ekonomskog statusa stagnira ili pada, iako je tamo pojavnost ovog malignoma i dalje
najveca u svijetu. Trend porasta pojavnosti vidljiv u zemljama koje su ranije imale nizi
ekonomski indeks primarno se pripisuje promjeni Zivotnog stila populacije, promjenama u
dijeti u smislu povecanog unosa masti, SeCera i hrane Zivotinjskog podrijetla, kao i
ucCestaliji sjedilacki nacin zivota. Od ostalih etabliranih faktora rizika vazno je spomenuti
konzumaciju alkohola te crvenog i preradenog mesa, pusSenje, debljinu i fiziCku

neaktivnost [8].

lako se duze vremena za ovaj malignom koristi zajedniCki naziv kolorektalni
karcinom, dokazana je razli€itost u karcinogenezi, biologiji i odgovoru na terapiju izmedu

karcinoma debelog crijeva i karcinoma rektuma [9,10].

Jednako tako, poznata je i razlika izmedu desnostranog i ljevostranog karcinoma
debelog crijeva u molekularnim i genetickim karakteristikama te histologiji. Samim time ti
tumori razliCito odgovaraju na lijeCenje, pa tako npr. ljevostrani karcinom kolona bolje
odgovara na adjuvantnu kemoterapiju i ciljanu terapiju kao Sto je terapija anti
epidermalnim receptorom faktora rasta (engl. anti epidermal growth factor receptor anti-
EGFR), dok desnostrani u prosjeku bolje odgovaraju na imunoterapiju. Uz to nastaju na
dijelu debelog crijeva koji medusobno imaju razli€¢ito embrionalno podrijetlo kako je ranije
ve¢ spomenuto [11,12]. Sastav mikrobiote povezane s mukozom debelog crijeva takoder

pokazuje znacajne razlike u prisutnosti karcinoma ovisno o strani nastanka [12].

1.2.1. Etiopatogeneza karcinoma kolona

Adenokarcinom kolona nastaje iz epitelnih stanica mukoze kolona i €ini 95% svih
malignoma debelog crijeva [13]. Karcinogeneza se odvija kao viSestupanjski proces pri
¢emu se tokom vremena nakupljaju genetske i epigenetske promjene, uz istodobni utjecaj

okolidnih i domadinskih ¢imbenika. U najve¢em broju sporadicnih slu€ajeva tumor nastaje



iz prekanceroznih lezija, najceS¢e konvencionalnih adenoma ili seratnih lezija, pri ¢emu
se normalni epitel postupno transformira u displasti¢ni epitel, a zatim u invazivni karcinom
(tzv. adenom-karcinom slijed) [14,15]. Karcinom kolona moZe nastati kroz tri glavna
genetska puta: kromosomska nestabilnost (engl. chromosomal instability, CIN),
mikrosatelitna nestabilnost (engl. microsatelite instability, MSI) tj. popravak
neuskladenosti ( engl. mismatch repair, MMR) te hipermetilacija CpG otoka (engl. CpG
island methylator phenotype, CIMP) [13-16]. Ovi se putevi ne moraju potpuno
medusobno iskljucivati, nego se u dijelu tumora preklapaju i zajedno odreduju bioloSko
ponasanje, morfologiju i terapijsku osjetljivost tumora [17]. Uz sporadi¢ne oblike, vaznu
ulogu imaju i nasljedni sindromi, ponajprije obiteljska adenomatozna polipoza (FAP)
povezana s mutacijom APC te Lynchov sindrom povezan s germinalnim promjenama
MMR gena [18,19] (Slika 1.).

Konvencionalni adenom-karcinom slijed: 70%—75% CRC
Kromosomska nestabilnost, mutacije APC/KRAS/p53

Konvencionalni Uznapredovali Kolorgktalm
adenom adenom karcinom

Put seratnog adenoma: 20%-30% CRC
CIMP fenotip, mutacija BRAF

Normalna :> Hiperplasti¢ni __, | Sesilni nazubljeni_’ Kolorektalni
sluznica polip adenom / polip karcinom

Put mikrosatelitne nestabilnosti: 3%—5% CRC
Deficit popravka neuskladenih baza

g

Mutacije Kolorektalni
zametne linije karcinom /
MMR Lynchov sindrom

Slika 1. Glavni etiopatogenetski putovi nastanka kolorektalnog karcinoma. Prikazan je
razvoj kolorektalnog karcinoma iz normalne sluznice kroz tri glavna puta: konvencionalni adenom-—

karcinom slijed, seratni put i put mikrosatelitne nestabilnosti. Preuzeto i prilagodeno iz [20]

Na razvoj adenokarcinoma kolona dodatno utje€u Cimbenici okolia i mikrookolisa.

Prema WHO, vazni rizicni ¢imbenici uklju€uju prehranu bogatu crvenim i preradenim
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mesom, nizak unos voca i povrca, tielesnu neaktivnost, debljinu, pusenje i alkohol, kako
je vec ranije navedeno, dok nasljedna predispozicija, prethodni polipi i starija dob dodatno
povecavaju rizik [21,22]. Kroni€na upala, osobito u sklopu upalnih bolesti crijeva, moze
poticati karcinogenezu stvaranjem oksidativhog osteCenja DNA, aktivacijom upalnih

signalnih osi [23].

Etiopatogeneza adenokarcinoma kolona ne svodi se isklju€ivo na postupno
nakupljanje genetskih i epigenetskih promjena, nego ukljuCuje i poremecaj normalne
homeostaze epitela kolona, njegove barijerne funkcije te interakcije s crijevnom
mikrobiotom i lokalnim imunoloskim sustavom [24]. Sluznica kolona jedan je od najbrze
obnavljajucih epitela u organizmu, a njezinu obnovu odrzavaju mati¢ne stanice smjestene
u bazi kripti. Poremecaj regulacije njihove proliferacije, diferencijacije i odgovora na
lokalne signalne podrazaje stvara biolosku podlogu za nastanak displazije i ranu
neoplasti¢nu transformaciju [25,26]. U fizioloSkim uvjetima mikrobiota svojim metabolitima
pridonosi oCuvanju epitelne homeostaze; eksperimentalno je pokazano da kolonociti u
odsutnosti mikrobiote razvijaju energetski deficit, dok dodatak butirata obnavlja
mitohondrijsku respiraciju i sprijeCava autofagiju, S$to potvrduje vaznost normalne
metaboli¢ke interakcije izmedu domacina i luminalnog sadrzaja. Posljedi¢no, poremeca;j
te ravnoteZze moze pogodovati ranom oStecenju epitela i stvaranju mikrookolisa sklonog

karcinogenezi [27,28].

Takoder je primjeéeno da odredene mikrobne zajednice i njihovi produkti mogu
djelovati protumorski. U eksperimentalnim modelima pokazano je da povecana izloZzenost
kolona endogenim fekalnim zu€nim kiselinama povecava broj aberantnih kripti te broj i
veli€inu tumora, Sto upucCuje na vaznu ulogu luminalnih metabolickih Cimbenika u
promicanju neoplasti¢ne progresije [29]. Sli€no tome, Bacteroides fragilis moze putem
bakterijskog toksina pokrenuti prokarcinogenu upalnu kaskadu u epitelnim stanicama
kolona, ovisnu o osima IL-17R, NF-kB i STAT3. Kroni¢na upala pritom ne djeluje samo
kao prateCi fenomen nego kao aktivni promotor tumorigeneze. U modelu kolitisom
pridruZzenog karcinoma pokazano je da IL-6 potice preZivljenje i proliferaciju intestinalnih
epitelnih stanica, dok ablacija STAT3 u epitelnim stanicama znacajno inhibira nastanak i

rast tumora [30,31]. Stoga se adenokarcinom kolona moze promatrati ne samo kao



posliedica akumulacije mutacija, nego i kao ishod dugotrajnog poremecaja odnosa

izmedu epitela, imunoloskog odgovora, mikrobiote i luminalnih metabolita.

1.2.2. Karakteristike ljevostranog i desnostranog karcinoma kolona

Ovisno o strani kolona na kojoj nastaje pokazuje znacajnu razliku u histologiji i
morfologiji (Tablica 1.). Ljevostrani tumori pokazuju polipoidnu morfologiju te histoloski
pokazuju tubularnu, viloznu ili tipiénu sliku adenokarcinoma. Desnostrani tumori su
ploSnog izgleda, a histoloSki zapocCinju ¢eS¢e kao sesilni seratni adenomi i ¢eSce kao

adenokarcinomi pokazuju mucinoznu komponentu [6,11].

Desnostrani karcinomi CeScCe pripadaju podskupini koji imaju mikrosatelitnu
nestabilnost visoke razine i defekt popravka nesparenih baza (engl. microsatellite
instability-high / deficient DNA mismatch repair, MSI-H/AMMR) i posljedi¢no su Cesto
imunogeni s izrazenijom infiltracijom T-limfocita; nasuprot tomu, ljevostrani tumori su
ceSce povezani s fenotipom CIN-a [11,32,33]. Vazno je naglasiti da je CIN naj¢esc¢i put
karcinogeneze u sporadicnom CRC-u. ObiljeZzena je aneuploidijom i pojavom gubitka
heterozigotnosti, uz postupno nakupljanje kljuénih promjena u okviru adenom—karcinom
slijeda, pri ¢emu se Cesto navodi slijed gen adenomatozne polipoze kolona (engl.
adenomatous polyposis coli, APC) — gen homolog viralnog onkogena Kirstenova rat
sarkoma (engl. Kirsten rat sarcoma viral oncogene homolog, KRAS) — gen tumorskog
proteina p53 (engl. tumor protein p53, TP53) (uz dodatne promjene ovisno o tumoru).
Ovakav CIN-fenotip u populacijskim analizama &eS¢e se susre¢e u distalnijim

(ljievostranim) tumorima [11,34,35].

Desnostrani tumori u ve¢em se udjelu povezuju s peritonealnim metastazama
odnosno peritonealnom karcinomatozom, dok se ljevostrani tumori ¢eSée prezentiraju s
metastazama u jetru i plu¢a [11,36,37]. Ovaj obrazac je klini¢ki relevantan jer peritonealna
bolest Cesto nosi nepovoljniju prognozu i terapijske izazove u odnosu na solidne organske
metastaze [38—40].



U sintezi literature Cesto se navodi da desnostrani tumori mogu imati povoljniju
prognozu u ranijim stadijima (I-Il), dok ljevostrani tumori pokazuju relativho povoljniju
prognozu u uznapredovalim stadijima (IlI-1V); interpretacija tih razlika ovisi o kohorti,

stadiju, molekularnim podskupinama (npr. MSI-H) i primijenjenim terapijama [41-43].

Klini¢ki najvaznija posljedica €injenice da su MSI-H/dMMR tumori (koji su ¢es¢i na
desnoj strani) Cesto imunogeni jest njihova osjetljivost na imunoterapiju u metastatskoj
bolesti [44,45]. U studiji KEYNOTE-177 lijeCenje pembrolizumabom dovelo je do zna€ajno
duljeg prezZivljenja bez progresije u odnosu na standardnu kemoterapiju, uz povoljniji
sigurnosni profil u bolesnika s MSI-H/dMMR metastatskim CRC-om [46].

S druge strane, ljevostrani tumori, osobito kada su ,divlji tip* (engl. “‘wild-type” — gen
bez detektirane mutacije) RAS/BRAF, u praksi se ¢eS¢e ponasaju kao bioloski ovisniji o
signalizaciji receptora epitelnog faktora rasta (engl. epithelial growth factor receptor,
EGFR). Zbog toga smijernice i kljuéne klinicke analize u metastatskom CRC-u
konzistentno naglasavaju da je korist anti-EGFR terapije, u odgovarajuce selekcioniranih

bolesnika, izrazenija upravo kod ljevostrane lokalizacije [47,48].



Tablica 1: Karakteristike desnostranog i ljevostranog karcinoma kolona. Prilagodeno prema

[11].

Desnostrani karcinom kolona Ljevostrani karcinom kolona

Ceséi mucinozni adenokarcinomi, sesilni Ces¢i tubularni adenomi, vilozni

seratni adenomi adenokarcinomi
Plosnata morfologija Polipoidna morfologija
MSI-H/dMMR tumori CIN-fenotip tumora

Izrazito imunogeni; visoka infiltracija T- o )
Slabije imunogeni

limfocita

Cesée peritonealne metastaze CeSée metastaze u jetru i pluéa
Ceséi u starijoj dobi Ces6i u mladoj dobi

Ceséi u zena Ces6i u muskaraca

Povoljnija prognoza u ranijim stadijima (I- | Povoljnija prognoza u uznapredovalim
) stadijima (llI-1V)

Bolji odgovor na adjuvantnu kemoterapiju

Bolji odgovor na imunoterapiju (anti-PD-1) | .
i ciljane terapije

MSI-H/dMMR - engl. microsatellite instability-high/ deficient DNA mismatch repair

CIN — engl. chromosomal instability

U ovom radu pojam desnostranog i ljevostranog karcinoma kolona koristi se u smislu
proksimalno—distalne podijele, u skladu s razvojno-anatomskim prijelazom opisanom u
poglavlju o embriologiji. Radi smanjenja heterogenosti skupina, tumori transverzalnog
kolona nisu uklju¢eni u analizu, kako je detaljno navedeno u ukljuénim i iskljuénim

kriterijima.

1.2.2.1. Razlike u klinickoj slici i prezentaciji

Klinicka prezentacija karcinoma kolona uvelike je odredena fiziCkim karakteristikama

tumora i fiziologijom crijeva na odredenoj lokalizaciji. Desni kolon ima Sirok lumen i sadrZi



tekuci crijevni sadrzaj, Sto omogucuje tumorima da narastu do znatnih dimenzija bez
izazivanja opstrukcije. Posljedino, desnostrani karcinom kolona cesto se kasno
prezentira. Tumori na toj lokalizaciji nerijetko su egzofiticne i polipoidne lezije, kako je
ranije navedeno, koje uzrokuju kroni¢no, okultno krvarenje. Karakteristicna klinicka slika
ukljuuje anemiju zbog nedostatka Zeljeza uslijed kroni¢nog gubitka krvi, $to se prezentira
umorom i slabosti. Buduéi da je opstrukcija rijetka, bolesnici mogu ostati bez simptoma
sve dok tumor ne postane palpabilan kao abdominalna masa ili dok ne uzrokuje
konstitucijske simptome poput gubitka tjelesne tezine. Ova ,tiha” priroda bolesti Cesto
dovodi do odgodene dijagnoze s uznapredovanim stadijima u usporedbi s ljevostranim
tumorima [49,50].

Lijevi kolon ima uzi lumen i kroz njega prolazi formiran, €vrst crijevni sadrzaj. Tumori
u toj regiji Cesto pokazuju infiltrativan, anularni obrazac rasta, koji suzava lumen crijeva.
Stoga takvi tumori relativno brzo kompromitiraju prolaz stolice, Sto dovodi do izrazenih
simptoma poput opstrukcije crijeva, bolova tipa kolika i promjena u nacinu defekacije kao
Sto je konstipacija. Buduci da se tumor nalazi blize analnom otvoru, krvarenje se ceSc¢e
prezentira kao svjeza, svijetlocrvena krv u stolici (hematokezija), Sto je vjerojatnije da ce
potaknuti brzu medicinsku obradu nego okultno krvarenje tipicno za desnostrane tumore
[50].

1.2.2. Klasifikacija adenokarcinoma kolona

Standardna procjena prosSirenosti karcinoma kolona u klini¢koj praksi trenutacno se
temelji na osmom izdanju TNM (engl. tumor, nodes, metastasis) klasifikacije Americkog
zajednic¢kog odbora za rak (engl. American Joint Comittee on Cancer, AJCC) i Unije za
medunarodnu kontrolu raka (engl. Union of International Cancer Control, UICC), pri ¢emu
slovo T opisuje dubinu invazije primarnog tumora kroz stijenku crijeva, N zahvacenost
regionalnih limfnih ¢vorova, a M prisutnost udaljenih metastaza (Tablica 2.). Stadiji se
zatim grupiraju u klinicki relevantne kategorije: stadij | obuhvac¢a tumore ograni¢ene na
crijevnu stijenku bez zahvaéenih ¢vorova (T1-T2, NO, MO0), stadij Il tumore koji prodiru

kroz misiéni sloj i/ili serozu ili susjedne strukture bez zahvacenih ¢vorova (T3-T4, NO,
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MO0), dok stadij lll definira prisutnost regionalnih limfnih metastaza (bilo koji T, N1-N2, MO).
Stadij IV podrazumijeva tumor s prisutnim udaljenim metastazama (bilo koji T, bilo koji N,
M1) [51,52]. Stadij bolesti predstavlja jedan od najvaznijih prognosti¢kih Cimbenika i temel;
je odluka o adjuvantnom lije€enju: u pravilu se adjuvantna kemoterapija rutinski
preporucuje u stadiju lll, dok je u stadiju Il indicirana selektivno, ovisno o dodatnim rizi€nim

obiljezjima.
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Tablica 2. TNM klasifikacija i AJCC 8. stadiji karcinoma kolona. Prilagodeno iz [51].

T kategorija T Kkriterij

TX Primarni tumor se ne moZe procijeniti

TO Nema dokaza primarnog tumora

Tis Karcinom in situ / intramukozni adenokarcinom (zahvac¢a laminu propriu, bez
prodiranja kroz muscularis mucosae)

T1 Tumor invadira submukozu

T2 Tumor invadira muscularis propriu

T3 Tumor invadira kroz muscularis propriu u perikoloni¢no tkivo

T4a Tumor prodire do povrsine visceralnog peritoneuma (seroze)

T4b Tumor invadira i/ili je prirastao uz druge organe ili strukture

N kategorija N Kriterij

NX Regionalni limfni ¢vorovi se ne mogu procijeniti

NO Nema metastaza u regionalnim limfnim ¢vorovima

N1 Pozitivna su 1-3 regionalna limfna ¢vora (metastaza u ¢voru >=0,2 mm), ili su
prisutni tumorski depoziti, a svi identificirani limfni ¢vorovi su negativni

Nla Pozitivan je 1 regionalni limfni ¢vor

N1b Pozitivna su 2-3 regionalna limfna ¢vora

Nilc Nema pozitivnih limfnih ¢vorova, ali postoje tumorski depoziti u
subserozi/mezenteriju ili neperitonealiziranom
perikoloni¢cnom/perirektalnom tkivu, bez nodalnih metastaza

N2a Pozitivna su 4-6 regionalna limfna ¢vora

N2b Pozitivno je 7 ili viSe regionalnih limfnih ¢vorova

M kategorija M Kkriterij

MO Nema udaljenih metastaza

Mla Metastaze ogranic¢ene na 1 organ ili mjesto, bez peritonealnih metastaza

M1b Metastaze u 2 ili viSe organa ili mjesta, bez peritonealnih metastaza

Mlc Metastaze na peritonealnoj povrsini, same ili uz metastaze u druge
organe/mjesta

Stadij T N M

0 Tis NO MO

I T1-T2 NO MO

1A T3 NO MO

IIB T4a NO MO

IIC T4b NO MO

1A T1-T2 N1-Nic MO

1A T1 N2a MO

I11B T3-T4a N1-Nic MO

I11B T2-T3 N2a MO

I11B T1-T2 N2b MO

I11C T4a N2a MO

I11C T3-T4a N2b MO

I11C T4b N1-N2 MO

IVA Bilo koji T Bilo koji N M1la

IVB Bilo koji T Bilo koji N M1b

IVC Bilo koji T Bilo koji N Milc
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1.3. Ogranic¢enja stratifikacije rizika i potencijal miRNA biomarkera

U stadiju I-lll kolorektalnog karcinoma kirurS8ko lijeCenje predstavlja temel;
kurativnog pristupa, no unatoc radikalnoj resekciji dio bolesnika razvije recidiv bolesti, sto
i dalje ostaje glavni uzrok nepovoljnog ishoda [53,54]. Procjena rizika danas se primarno
oslanja na TNM stadij i klasicne kliniCko-patoloSke cCimbenike (npr. dubina invazije,
zahvacenost limfnih ¢vorova, rubovi resekcije, limfovaskularna i perineuralna invazija,
gradus, opstrukcija ili perforacija). Medutim, osobito u stadiju Il, gdje je odluka o
adjuvantnoj kemoterapiji Cesto selektivna, ovakva stratifikacija nije dovoljno precizna da
bi pouzdano razlikovala bolesnike s niskim rizikom od onih s pove¢anom vjerojatno$¢u
recidiva [55-57]. U stadiju lll, iako je adjuvantna kemoterapija standard, prisutna je
znacajna heterogenost bioloskog ponasanja tumora i individualnog rizika, $to se klinicki

oCituje razli€itim ishodima unutar istog stadija [58].

Zbog navedenog, postoji jasna potreba za biomarkerima koji bi mogli nadopuniti
TNM i patohistoloSke kriterije te ponuditi dodatnu informaciju o bioloSkoj agresivnosti
tumora. Dio molekularnih obiljeZja ve¢ je usao u rutinsku praksu u odredenom kontekstu
(npr. MSI/dMMR status, mutacije RAS/BRAF u metastatskoj bolesti), no u lokaliziranom
CRC-u i dalje postoji jaz izmedu dostupnih parametara i stvarne heterogenosti ishoda
[47]. Cak i kada su novi pristupi poput analize cirkulirajuée tumorske DNA [59] za
otkrivanje minimalne rezidualne bolesti obeéavajuci, njihova dostupnost i standardizacija
u svakodnevnom radu moze varirati, pa su istrazivanja koja koriste rutinski dostupne

uzorke i jasne kliniCke ishode i dalje od posebne vrijednosti.

U tom kontekstu, mikroribonukleinske kiseline (engl. micro-ribonucleic acid, miRNA,
miR) su atraktivni kandidati jer djeluju kao posttranskripcijski regulatori i mogu modulirati
Citave genske mreze povezane s proliferacijom, invazijom, upalom i interakcijom tumora
s mikrookoliSem [60,61]. Dodatna prednost je njihova relativnha stabilnost u tkivu,
uklju€ujuci rutinski dostupne formalinom fiksirane u parafin uklopljene (engl. Formalin-
Fixed, Paraffin-Embedded, FFPE) uzorke, $to omogucuje retrospektivne analize uz
pouzdano klinicko pracenje [62,63]. Analiza odabranih miRNA u tumorskom u odnosu na

susjedno netumorsko tkivo, uz istodobno razmatranje lokalizacije tumora, mozZe pruziti
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uvid u bioloSku heterogenost lokaliziranog CRC-a i potencijalno doprinijeti preciznijem
modelu procjene rizika, osobito u podskupinama gdje klasi¢ni kriteriji ostavljaju najvecu

nesigurnost.

1.3. Biomarkeri adenokarcinoma kolona

1.3.1. Definicija i vrste biomarkera

Molekularni biomarkeri tumora su bilo koji molekularni pokazatelji prisutnosti ili rizika
od tumora te ishoda pacijenata. Ti pokazatelji su biomolekule kao $to su nukleinske
kiseline i proteini koji se mogu dobiti iz tkiva biopsijom ili manje invazivno, iz seruma ili
plazme, sline, stolice, urina i sl. Biomarkeri se mogu koristiti za procjenu rizika u bolesnika
oboljelih od tumora, rano otkrivanje tumora, prognozu i odgovor na terapiju te kao

pokazatelj za prac¢enje bolesnika s malignim oboljenjem [64,695].

1.3.2. Mutacije u RAS/RAF signalnom putu

LijeCenje CRC-a tijekom posljednja dva desetlje¢a dozivjelo je znaCajnu promjenu
te se razvilo u izrazito segmentirano podrucje vodeno molekularnim profiliranjem. U
sredistu te evolucije nalazi se razumijevanje signalnog puta receptora EGFR, osobito
kaskade RAS-RAF-MEK-ERK, odnosno mitogenom aktivirane proteinske kinaza (engl.
mitogen-activated protein kinase, MAPK) signalnog puta (Slika 2.). Taj je put kljucni
regulator stani¢ne proliferacije, diferencijacije i prezivljenja. Aberantna aktivacija ovog
puta, ponajprije putem somatskih mutacija u KRAS genu, genu homolog viralnog
onkogena RAS neuroblastoma (engl. Neuroblastoma RAS viral oncogene homolog,
NRAS) i genu B-Raf protoonkogena, serin/treonin kinaze (engl. B-Raf proto-oncogene,
serine/threonine kinase, BRAF), potiCe onkogenezu i odreduje terapijsku rezistenciju

[66,67]. Identifikacija ovih mutacija viSe nije isklju€ivo od akademskog znacaja, vec
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predstavlja obvezni standard skrbi koji odreduje podobnost bolesnika za ciljane terapije.
Otprilike 50% bolesnika s metastatskim CRC-om nosi mutaciju u RAS-u (KRAS/NRAS) ili
BRAF-u, 8to ih Cini rezistentnima na anti-EGFR monoklonska protutijela kao $to su

cetuksimab i panitumumab te zahtijeva primjenu alternativnih terapijskih strategija [68,69].
Wat
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Slika 2: Shema kljuénih signalnih putova u kolorektalnom karcinomu: EGFR-RAS/RAF-
MEK-ERK (MAPK), PIBK/AKT/mTOR i WNT/B-katenin. Signalne mreZe koje upravijaju
proliferacijom, diferencijacijom i preZivlienjem tumorskih stanica medusobno su povezane.
Mutacije u genima KRAS/NRAS/BRAF te promjene u komponentama PI3K/AKT/mTOR i WNT/B-
katenin osi mogu dovesti do trajne aktivacije signalizacije nizvodno od EGFR-a i posljedi¢no
utjecati na bioloSko ponasSanje tumora te odgovor na ciljane terapije. Preuzeto i prilagodeno iz
[70].



Mutacije KRAS/NRAS/BRAF aktiviraju klju€ne signalne putove nizvodno od EGFR-
a, ponajprije RAS—-RAF-MEK-ERK i os fosfatidilinozitol-3-kinaze / proteinkinaze B (engl.
phosphoinositide 3-kinase / protein kinase B (AKT), PI3K/AKT), ¢ime utjeCu na
proliferaciju, prezivljenje i invazivhost tumorskih stanica [71-73]. Istodobno, miRNA kao
posttranskripcijski regulatori mogu modulirati ekspresiju vise komponenti ovih putova te
tako pridonositi heterogenosti fenotipa i ishoda. Zbog toga istodobna analiza ekspresije
odabranih miRNA i mutacijskog statusa KRAS/NRAS/BRAF moze pruziti dodatni uvid u
bioloSku pozadinu tumora i pomod¢i u interpretaciji razlika povezanih s lokalizacijom i
tkivnim tipom [74-76].

1.3.2.1. KRAS mutacije

KRAS gen naj¢esc¢e je mutirani onkogen u kolorektalnom karcinomu te se nalazi u
priblizno 40-50% slu€ajeva metastatskog CRC-a. Protein KRAS djeluje kao gvanozin
trifosfataza (engl. gvanozin triphosfate, GTP), odnosno molekularni ,prekidac” koji cikliCki
prelazi izmedu aktivhog, GTP-vezanog stanja i neaktivhog, gvanozin difosfat (engl.
gvanosine diphosfate, GDP) vezanog stanja. Onkogene mutacije narusavaju intrinzi¢nu
GTP-aznu aktivnost, zbog €ega protein ostaje ,zaklju¢an” u konstitutivho aktivhom stanju

te pokreée nizvodnu signalizaciju neovisno o aktivaciji EGFR-a [68,69,77].

Vecina mutacija KRAS gena nalazi se u egzonu 2 (kodoni 12 i 13), pri ¢emu su
mutacije u kodonu 12 najceS¢e (oko 30%), a slijede mutacije u kodonu 13 (oko 8%).
Specificne zamjene aminokiselina variraju; najcesée su G12D i G12V, dok se G12C, meta
novijeg razvoja lijekova, javlja u priblizno 3-4% sluCajeva kolorektalnog karcinoma.
Mutacije u egzonu 3 (kodoni 59 i 61) te egzonu 4 (kodoni 117 i 146) riede su, ali bioloski
znacajne [67,68,77].

KRAS mutacije predstavljaju snazne negativne prediktivne biomarkere za anti-
EGFR terapiju. Velika randomizirana klinicka ispitivanja dosljedno su pokazala da
bolesnici s KRAS-mutiranim tumorima nemaju koristi od EGFR inhibitora poput

cetuksimaba ili panitumumaba [78,79]. Stoga smjernice Europskog drustva za medicinsku
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onkologiju (engl. European society of medical oncology, ESMO) zahtijevaju provodenje
,prosirenog RAS testiranja” (koje obuhvac¢a KRAS i NRAS egzone 2, 3 i 4) prije uvodenja
terapije usmjerene na EGFR [47].

Prognosti¢ki, KRAS mutacije opcenito su povezane s loSijim ukupnim preZivljenjem
u usporedbi s wild-type tumorima. UCinak varira ovisno o specifi€énoj mutaciji. Primjerice,
neki podaci upucuju na to da mutacije KRAS G12C nose osobito nepovoljnu prognozu u
pogledu prezivljenja bez progresije i ukupnog prezivljenja, dok mutacije G12D mogu imati

relativno povoljniji ishod, iako i dalje 10Siji u odnosu na wild-type tumore [68].

1.3.2.2. NRAS mutacije

NRAS mutacije znatno su rjede od mutacija KRAS, te se javljaju u priblizno 3-5%
bolesnika s CRC-om. Poput KRAS-a, mutacije NRAS-a dovode do aktivacije MAPK
signalnog puta i najée$¢e su medusobno iskljuive s mutacijama KRAS-a i BRAF-a [80-
82]. Dok su mutacije KRAS-a pretezito koncentrirane u kodonu 12, mutacije NRAS-a
pokazuju drukciju raspodjelu, uz zna¢ajno zahvacanje kodona 61 (egzon 3), uz kodone
12 i 13. Unato€ nizoj uCestalosti, mutacije NRAS-a imaju jednaku klini¢ku teZinu kao i

mutacije KRAS-a u pogledu rezistencije na anti-EGFR terapiju [81,82].

Prognosti¢ka vrijednost NRAS mutacija dugo je predmet rasprave, no sve vise
podataka upucuje da NRAS-mutirani metastatski CRC moze predstavljati zaseban
molekularni podtip s prognozom koja je potencijalno nepovoljnija u odnosu na KRAS-
mutirane tumore. U studiji koju su proveli Cercek i sur. pokazalo se da su bolesnici s
NRAS-mutiranim tumorima imali krace ukupno prezivljenje u usporedbi i s RAS wild-type
i s KRAS-mutiranom kohortom [83]. Medutim, populacijske analize pokazuju heterogenost
nalaza i sugeriraju da prognoza NRAS-mutiranih tumora moze biti sli¢na ili tek blago loSija
u odnosu na KRAS-mutirane, $to podupire zaklju¢ak da ucinak ovisi o kohorti i bioloSkom
kontekstu [84]. MetaanalitiCki podaci takoder govore u prilog tome da je prisutnost NRAS
mutacije opéenito povezana s loSijim ukupnim prezivljenjem u odnosu na wild-type tumore
[85].
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NRAS mutacije mogu biti povezane su i s odredenim klinic¢ko-patoloskim obiljezjima.
U nekim serijama opisana je ¢e$¢a pojavnost u ljevostrano lokaliziranim tumorima kolona
[68], dok druge kohorte ne nalaze statisticki znaCajnu povezanost NRAS mutacija s

lateralitetom primarnog tumora [86].

1.3.2.3. BRAF mutacije

Mutacije BRAF gena identificiraju se u priblizno 8-10% slucajeva metastatskog
CRC-a te predstavljaju bioloSki zaseban podtip bolesti. NajceS¢a promjena je mutacija
V600E (zamjena aminokiseline valin glutaminskom kiselinom u kodonu 600), koja €ini viSe
od 90% svih BRAF mutacija [66,87]. Ipak, klju¢no je razlikovati mutacije V600OE od ne-
V600E varijanti (koje se u CRC-u pojavljuju u priblizno 1-2% slucajeva) jer nose razliCite
kliniCko-patoloSke karakteristike i prognosticke implikacije. Mutacija BRAF V600E
povezana je s izrazito nepovoljnom prognozom te se c¢eSce vida u desnostranim
tumorima, u starijih bolesnika i u Zena, uz ¢eS¢u mucinoznu histologiju [87,88]. Takoder
je snazno povezana sa sporadicnim statusom MSI-H, najCeSc¢e putem CIMP-a i

hipermetilacije promotora MutL homologa 1 (engl. MutL homolog 1, MLH1) [89,90].

Nasuprot tome, ne-V600E BRAF mutacije tipicno su povezane s indolentnijim
klinickim tijekom i povoljnijom prognozom te su slabije povezane s MSI-H statusom. Ovi
se tumori ¢esc¢e javljaju u lijevom kolonu ili rektumu te ne moraju, u istoj mjeri kao V600OE

varijanta, uvjetovati rezistenciju na anti-EGFR terapiju [91,92].

Zaklju¢no, navedene mutacije sluze kao svojevrsni kompas suvremenog onkolo$kog
odluCivanja: KRAS i NRAS kao negativni prediktivni biomarkeri koji isklju€uju anti-EGFR
terapiju, a BRAF V600E kao biljeg koji upucuje na potrebu za namjenskim dvostrukim ili

trostrukim ciljanim pristupom.
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1.3.3. MiRNA i njezina uloga u adenokarcinomu kolona

MiRNA je mala endogena nekodiraju¢a RNA Cija je funkcija regulacija izrazajnosti
gena. MIRNA na taj nacin regulira brojne procese u organizmu ukljuCujuci i proces
karcinogeneze, pa je tako u tumorskim stanicama Cesta deregulacija miRNA Ciji izrazaj

moze biti povecan ili smanjen [93].

Mikro-RNA prekursor

Dicer

(pre-miR)
T D
Drosha l

Primarni mikro-RNA transkript ‘/ \A
(pri-miR) miR miR*
i : i
d dacij
citoplazma RISC egradacija

T rm

mRNA

Slika 3: Biogeneza miRNA i nastanak 5p/3p iz pre-miRNA ukosnice. Primarni miRNA
transkript (pri-miRNA) obraduje se u jezgri djelovanjem Drosha u pre-miRNA ukosnicu, koja se
izvozi u citoplazmu putem Exportin-5. Dicer zatim stvara dvolanéani miRNA dupleks (~22 nt),
nakon Cega se, ovisno o stabilnosti 5' kraja, odabire vodiCka nit koja se ucitava na Argonaute i
formira RISC, dok se druga (putnic¢ka) nit u pravilu degradira. Kompleks RISC potom posreduje
posttranskripcijsku regulaciju ciline mRNA inhibicijom translacije i/ili poticanjem razgradnje mRNA.

Preuzeto i prilagodeno iz [94]

MIiRNA nastaju iz dvolanéanih RNA prekursora koji prolaze kroz niz strogo
reguliranih procesnih koraka kako bi se formirale zrele i bioloSki aktivne molekule (Slika
3.). Nakon sinteze primarnog miRNA transkripta (pri-miRNA), u stani¢noj jezgri dolazi do

njegove obrade djelovanjem enzima Drosha, Cime nastaje prekursorska miRNA (pre-

18



miRNA). Pre-miRNA ima strukturu ukosnice duljine priblizno 70 nukleotida i sastoji se od
dvaju komplementarnih krakova. Ovisno o orijentaciji unutar stabljike ukosnice, razlikuju
se 5p krak, koji potjeCe s 5' kraja strukture, te 3p krak, koji potjeCe s 3' kraja [95,96]. U
citoplazmi enzim Dicer obraduje ovu pre-miRNA ukosnicu u dvolan¢ani miRNA kompleks
duljine priblizno 22 nukleotida. Termodinamicka nacela zatim odreduju koja ¢e se nit
odabrati kao zrela, funkcionalna miRNA. Preferencijalno se odabire nit Ciji su terminalni
nukleotidi na 5’ kraju termodinamicki manje stabilni; ta se nit ucitava na Argonaut (engl.
Argonaute, AGO) proteine i zajedno s njima tvori kompleks za utiS8avanje posredovano
RNA (engl. RNA-induced silencing complex, RISC). Posljedi¢no, iz jednog pre-miRNA
prekursora tehnicki nastaju i 5p i 3p niti, no u pravilu je u danom stani¢nom kontekstu

funkcionalno dominantna samo jedna od njih [95-99].

MiRNA se oznacavaju sufiksima ,-5p” ili ,-3p”, €ime se jasno oznacava krak iz kojeg
potje€u. Primjerice, miR-151 mozZe postojati kao miR-151a-5p, koji potjeCe s 5' kraka, ili
kao miR-151a-3p, koji potjeCe s 3' kraka. Ova je konvencija imenovanja od kljucne
vaznosti kako bi se izbjegla terminoloSka nejasnoca, buduci da ta dva oblika predstavljaju
razliCite molekularne entitete s potpuno razlicitim sekvencama, ciljnim genima i bioloSkim

funkcijama [95].

U dosada$njim se istraZivanjima pokazalo da su miRNA obecavajuci biomarkeri za
potencijalnu dijagnostiku i lije¢enje CRC-a te je otkriveno kako razli€ite miRNA koreliraju

s bolesti [100]. Citav niz dereguliranih miRNA do sada je povezan s CRC-om.

Pojedine miRNA mogu djelovati kao onkogeni (tzv. onkomiR) ili kao tumorsupresori,
ovisno o staniCnom kontekstu [93]. Prethodne studije identificirale su miRNA kao
obecavajuée biomarkere za dijagnozu i lije¢enje CRC-a [100], s time da su miR-185 i miR-
141 najCeSce opisivani kao potencijalni tumorsupresori, dok se miR-21 smatra
onkogenom miRNA. Unato€ tome, nalazi razliitih studija ostaju neujednaceni, $to se
moze pripisati razlikama u dizajnu studija, vrsti uzoraka i analitickim pristupima. Tocnost
analize ekspresije miRNA u CRC-u uvelike ovisi o pouzdanoj normalizaciji uz uporabu
stabilno eksprimiranih referentnih (engl. ,housekeeping) miRNA koje ne pokazuju razlike
u ekspresiji izmedu skupina. Ne postoji univerzalna referentna miRNA koja je stabilna u

svim tkivima i eksperimentalnim uvjetima, pa je odabir prikladnih housekeeping miRNA
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klju¢an u kvantitativnoj lan¢anoj reakciji polimerazom u stvarnom vremenu (engl. real-time

quantitative polymerase chain reaction, RT-qPCR) i srodnim metodama [101].

Postoje razliCiti nacCini izolacije miRNA iz kliniCkih uzoraka, od kojih svaki ima
odredene prednosti i nedostatke, stoga se o protokolima koji ¢e se Koristiti odluCuje na
temelju Zeljene krajnje uporabe. Takoder, izbor metode ovisi i 0 materijalu iz kojeg se
miRNA izolira kao npr. krv, tjelesne izlu€evine ili tkiva. lako do danas postoje rijetke studije
koje su analizirale usporedbu kvalitete ekstrakcije miRNA iz solidnih tkiva, kao
najrasprostranjenija metoda ustalila se kvalitativna PCR u stvarnom vremenu (engl.
qualitative real-time polimerase chain reaction, qRT-PCR) [102]. Ovisno o prioritetu

istraZivanja odluCuje se koja metoda izolacije je najprikladnija [103].

1.3.3.1. CMS klasifikacija

Klasifikacija konsenzusnih molekularnih podtipova (engl. consensus molecular
subtype, CMS) opisuje dominantne transkriptomske programe kolorektalnog karcinoma
kroz Cetiri podtipa: CMS1 (engl. MSlimmune), obiljeZzen izrazenom imunoloSkom
aktivacijom i cestom MSI-H/dMMR pozadinom; CMS2 (engl. canonical), s dominanthom
aktivacijom signalizacije Wnt (Wingless/Int) — B-katenin — MYC (protoonkogen) (engl.
Wingless/Int- B -catenin - MYC protoonkogene, WNT/MYC) signalizacije i izrazenim
epitelno-proliferacijskim  programom; CMS3 (engl. metabolic), karakteriziran
metabolickom disregulacijom; te CMS4 (engl. mesenchymal), s naglaSenim stromalno-
vezivnim i mezenhimalnim potpisom, ukljuCujuéi aktivaciju programa transformirajuéeg
Cimbenika rasta beta (engl. transforming growth factor beta, TGF-3) [104,105]. Buduci da
miRNA djeluju kao posttranskripcijski regulatori, a u tkivhim uzorcima njihova izmjerena
ekspresija odrazava doprinos i tumorskih stanica i stromalno-imunoloskog mikrookolisa,
razumno je oCekivati da ¢e promjene u zastupljenosti ovih bioloSkih programa—koje na
razini populacije Cesto prate lateralnost tumora—biti vidljive i kroz razlike u miRNA
profilima [106]. U tom kontekstu, miR-21 i miR-141 pripadaju skupini miRNA koje su
povezane s odrzavanjem epitelnog fenotipa, regulacijom epitelno-mezhenhimalnog

prijelaza (engl. epithelial-mesenchymal transition, EMT) i stromalno uvjetovanim
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bioloSkim programima, dok se miR-185 ¢eSc¢e dovodi u vezu s regulacijom proliferacije i
kljunih signalnih putova [107,108]. Stoga navedene miRNA predstavljaju racionalne
kandidate za analizu ekspresije u tumorskom u odnosu na susjedno netumorsko tkivo te

u odnosu na lokalizaciju tumora.

1.3.3.2. MiRNA-185-5p

MiRNA-185-5p Cesto je deregulirana u CRC-u, pri ¢emu vecina studija navodi
smanjenu ekspresiju u tumorskom tkivu u usporedbi s normalnom sluznicom debelog
crijeva. Tumorski uzorci ¢esto pokazuju zna€ajno nize razine miR-185-5p nego susjedno
normalno tkivo, a ovo smanjenje korelira s uznapredovalim stadijima bolesti, poput
prisutnosti metastaza u jetri i vec¢om vjerojatnoS¢u recidiva [109]. Dokazano je da
obnavljanje ekspresije miR-185-5p u stani¢nim linjjama CRC-a inhibira maligne
fenotipove, dok njezin gubitak pojacava tumorigena obiljezja, $to podupire njezinu ulogu
tumorsupresorske miRNA u CRC-u [109,110]. MiR-185-5p izravno cilja nekoliko
onkogenih signalnih putova u stanicama CRC-a. To ukljuCuje Wnt/beta-katenin
signalizaciju, regulatore citoskeleta i invazije poput Rho GTPaza i akvaporin 5, te signalne
putove faktora rasta, ukljuCujuci signalnu os inzulinu sli€nog faktora rasta (engl. insulin-
like growth factor, IGF). Kroz te mehanizme miR-185-5p moze uzrokovati zaustavljanje
stani¢nog ciklusa, potaknuti programiranu stanicnu smrt (apoptoza) i inhibirati EMT u
modelima CRC-a [110-115]. lako vecina dostupnih dokaza govori u prilog njezinoj
tumorsupresorskoj ulozi, pojedina su istrazivanja zabiljeZila poviSenu ekspresiju miR-185-
5p u CRC-u, 8to upuéuje na mogucnost da je njezina bioloSka funkcija ovisna o
specificnom kontekstu. U odredenim tumorskim okruzenjima miR-185-5p moze stoga
pokazivati i onkogena obiljezja [116]. Stoga, iako miR-185-5p pretezno djeluje kao
tumorsupresor u CRC-u, heterogenost tumora moze joj omoguditi stjecanje pro-

tumorogenih uloga u specificnim uvjetima.
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1.3.3.3. MiRNA-141-5p

MiRNA-141 pripada miRNA-200 obitelji koja se sastoji od pet homolognih ¢lanova —
miRNA-200a, miRNA-200b, miRNA-200c, miRNA-429 i miRNA-141. Pokazalo se da
miRNA-200 obitelj ima bitnu ulogu u procesu EMT Sto je znaCajno za invazivne
karakteristike malignih stanica. Mnoga istrazivanja pokazala su da se funkcionalna uloga
¢lanova miRNA-200 obitelji Cesto razlikuje, bilo kao tumor supresora ili tumor promotora,
pa se preptostavlja da njihova ekspresija vjerojatno ovisi o stanicnom kontekstu kojem se
nalaze [117]. IstraZzivanja na samom CRC-u nisu brojna te pokazuju heterogenost u

odnosu na sam dizajn.

MiRNA-141-5p u dijelu istraZivanja povezanima s CRC-om pokazuje tumor
supresorski u€inak te je manje eksprimirana u odnosu na zdrave kontrole [118], dok neke
publikacije izvjeStavaju suprotno, tj. pojaCanu ekspresiju [119,120]. MiRNA-141-5p je
takoder identificirana kao jedna od komponenti MAPK/ERK signalnog puta, iako u tom
slu€aju nije u fokusu bila maligna patologija [121]. Jedno istraZivanje je pokazalo da je
ekspresija miRNA-141-5p u serumu bolesnika s karcinomom kolona poviSena u odnosu
na kontrolnu skupinu uz visoku specificnost te je postulirano da bi miRNA-141-5p mogla
imati ulogu onkogena. Pronadeno je da njezina koncentracija ovisi o veli€ini tumora,
karcinoembriogenskim antigenom, metastazama u limfnim ¢vorovima i TNM stadijom Sto
sugerira ulogu u progresiji tumora [122]. Sli¢an je zaklju€ak i drugog istrazivanja koje je
pokazalo da bi miRNA-141-5p mogla imati ulogu u pojacanoj proliferaciji i smanjenoj

apoptozi stanica karcinoma kolona [123].

1.3.3.4. MiRNA-21-5p

MiR-21-5p jedna je od najistrazenijih onkomiR-a, odnosno miRNA s proonkogenim
djelovanjem. U brojnim je karcinomima snazno povisena, uklju€ujuci i karcinom kolona
[124]. Jedno od obiliezja CRC-a jest znaCajno poviSena ekspresija miR-21-5p u

tumorskom tkivu u usporedbi s okolnim normalnim tkivom, zbog ¢ega se ubraja medu
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najizrazenije deregulirane miRNA u ovoj bolesti. Povec¢ana razina miR-21-5p dosljedno je
zabiljeZena u brojnim istrazivanjima na razli€itim stani¢nim linijama CRC-a te u uzorcima

bolesnika, ¢ime se miR-21-5p potvrduje kao vjerodostojan onkomiR [125,126].

U CRC-u je povezana s uznapredovalim stadijima i agresivnijim fenotipom, a njezina
poviSena ekspresija najCeSc¢e se detektira u stromalnim fibroblastima tumora,
odrazavajuci protumorski mikrookolis [127,128]. Onkogena aktivhost miR-21-5p u
kolorektalnom karcinomu ponajprije se ostvaruje izravnim ciljanjem viSe
tumorsupresorskih gena. Najbolje okarakterizirane mete ukljuCuju faktor programirane
stani¢ne smrti (engl. programmed cell death factor 4, PDCD4), homolog fosfataze i
tenzina deletiran na kromosomu deset (engl. phosphatase and tensin homolog deleted
on chromosome ten, PTEN), tropomiozin 1 (engl. fropomyosin 1, TPM1) i maspin. Putem
tih interakcija miR-21-5p na posttranskripcijskoj razini potiskuje ekspresiju navedenih

tumorsupresora te time potiCe nastanak malignih fenotipova [124,129-132].

PDCD4 predstavlja osobito vaznu metu miR-21-5p u kontekstu CRC-a. PDCD4
inaCe djeluje kao tumorsupresor koji poti¢e apoptozu i inhibira proliferaciju stanica. Kada
su razine miR-21-5p povisene, ekspresija PDCD4 se snizava, $to dovodi do povecanog
prezivljenja stanica, pojacane proliferacije i otpornosti na apoptotske signale [133]. Ova
interakcija miR-21—-PDCD4 takoder pridonosi rezistenciji na kemoterapijske lijekove,
poput 5-fluorouracila (engl. 5-fluorouracil, 5-FU), standardnog terapijskog agensa u
lijeCenju kolorektalnog karcinoma. lIstrazivanja koja pokazuju da utiSavanje PDCD4
oponaSa proliferativne uCinke miR-21-5p izravno potvrduju ovu klju¢nu regulatornu

povezanost [125,134].

Potiskivanje PTEN-a posredovano miR-21-5p pokre¢e kaskadu signalizacije koja
pogoduje prezivljenju stanica. PTEN u normalnim okolnostima antagonizira put PI3K
uklanjanjem 3-fosfatne skupine S fosfatidilinozitol-3,4,5-trifosfata (engl.
phosphatidylinositol (3,4,5)-trisphosphate, PIP3), Cime se inhibira aktivacija serin/treonin
kinaze AKT. Kada miR-21-5p smanjuje ekspresiju PTEN-a, PI3K-AKT put postaje
konstitutivho aktiviran, Sto rezultira poja¢anim prezivljenjem i rastom stanica. Aktivacija
ovog puta dodatno poti€e ekspresiju a jedinice hipoksijom inducibilnog faktora 1 (engl.

hypoxia-inducible factor 1-alpha, HIF-1a) i vaskularnog endotelnog ¢imbenika rasta (engl.
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vascular endothelial growth factor, VEGF), koji su klju¢ni posrednici tumorske

angiogeneze [135].

Eksperimentalni dokazi pokazuju da miR-21-5p poti€e viSe obiljezja malignosti u
stanicama kolorektalnog karcinoma. Transfekcija staniCnih linija kolorektalnog karcinoma
mimeticima miR-21-5p znacajno povecava proliferaciju stanica i invazivni kapacitet.
Suprotno tome, lije€enje antagomirima (kemijski modificiranim inhibitorima) miR-21-5p
smanjuje ove protutumorigene fenotipove za priblizno 30%, Cime se potvrduje izravna
uzrog¢no-posliediéna povezanost [136]. Cini se da je poticanje invazije posredovanom
miR-21-5p povezano s represijom viSe gena koji suzbijaju metastaziranje, $to upucuje na
to da miR-21-5p istodobno cilja nekoliko elemenata unutar putova povezanih s invazijom
[125,132,136].

Osim ucinaka koji su svojstveni samoj tumorskoj stanici, miR-21-5p utjeCe i na
tumorsko mikrookruzenje regulacijom angiogeneze. PoviSena razina miR-21-5p potice
stvaranje mreza endotelnih stanica i pojaCava razvoj krvnih zila, Sto su klju¢ni procesi koji
podupiru rast i napredovanje tumora. Ova proangiogena funkcija djeluje putem
mehanizama ovisnih o PTEN-u (preko osi PI3K-AKT-HIF-1a-VEGF), a potencijalno i
putem interakcija s drugim angiogenim miRNA, poput miR-30 [136].

Tumorske stanice izlu€uju znacajne koli€ine miR-21-5p unutar egzosoma, a te
izvanstani¢ne vezikule sluze kao ,vozila” za horizontalni prijenos miR-21-5p u primateljske
stanice. Tretiranje stanica kolorektalnog karcinoma egzosomima obogaéenima miR-21-
5p povecava ekspresiju gena povezanih s proliferacijom i invazijom, dok istodobno
snizava ekspresiju PDCD4, TPM1 i PTEN. Ovaj egzosomalni put upucuje na to da miR-
21-5p pridonosi progresiji kolorektalnog karcinoma ne samo putem intracelularnih

mehanizama, nego i kroz medustani¢ne komunikacijske mreze [125].

Cini se i da se miR-21-5p integrira s upalnim signalnim putovima u kolorektalnom
karcinomu. Upalni put ciklooksigenaze-2 (engl. cyclooxygenase-2, COX-2) i putovi
povezani s miR-21-5p funkcionalno medudjeluju u snizavanju ekspresije PDCD4, a ta je
interakcija povezana s pogorSanjem stadija bolesti. Nadalje, miR-21-5p moZe biti izravno

aktiviran transkripcijskim ¢imbenicima kompleksa TCF4/B-katenin, Sto upucuje na
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povezanost s kanonskim Wnt signalnim putem, jednim od kljuénih pokretaca kolorektalne

tumorogeneze [133,137].

1.3.3.5. Referentne miRNA u istrazivanju karcinoma kolona

1.3.3.5.1. Znac€aj referentnih miRNA

U molekularnom profiliranju kolorektalnog karcinoma, kvantifikacija ekspresije
mMiRNA predstavlja temelj istrazivanja biomarkera i validacije terapijskih ciljeva. Najc¢eSce
koristena metoda za kvantitativnhu analizu miRNA jest RT-qPCR [138-140]. Medutim,
to€nost ove izrazito osjetljive metode u potpunosti ovisi o kvaliteti normalizacije dobivenih
podataka. Bez stabilne referentne osnove za usporedbu, uo¢ene promjene u razinama
ekspresije miRNA mogu odrazavati tehnicke varijacije, a ne stvarne bioloSke razlike
[101,139].

U istraZivanjima tumora, podaci dobiveni RT-qPCR metodom tj. prag ciklusa (engl.
cycle threshold, Ct), pod utjecajem su brojnih nebioloskih €imbenika. To ukljucuje
varijacije u koli€ini polazne RNA, razlike u integritetu RNA, u€inkovitost enzimskih koraka
tijekom reverzne transkripcije te prisutnost inhibitora PCR-a u tkivnim uzorcima [141].
Kako bi se te varijacije korigirale, koriste se referentne miRNA tj. endogene kontrole —
geni za koje se pretpostavlja da su eksprimirani na konstantnoj razini u svim uzorcima
(npr. tumor naspram normalnog tkiva). Matematicka normalizacija ciljnih miRNA

izraGunava se u odnosu na te kontrole (primjerice metodom 2"-24Ct) [142,143].

Odabir neadekvatnog referentnog gena nije tek tehniki propust, nego izvor
sustavne pristranosti [144]. Primjerice, ako je referentni gen snizen u tumorskom tkivu
(npr. tumorsupresorske molekule), normalizacija u odnosu na takav gen umjetno ¢e
povecati prividnu ekspresiju svih ostalih cilinih miRNA, Sto moze dovesti do lazno
pozitivnih nalaza. Suprotno tome, ako je referentni gen poviSen (primjerice onkogen),
normalizacija u odnosu na njega moze prikriti stvarne razlike u ekspresiji ciljnih gena i

dovesti do lazno negativnih nalaza.
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Stoga je prikladnu referentnu miRNA nuzno rigorozno validirati i pokazati da ima
nepromjenjivu ekspresiju u odnosu na specificno stanje bolesti i eksperimentalne uvjete
koji se istrazuju. Ne postoji ,univerzalni” referentni gen, a kandidati koji su stabilni u jednoj

vrsti tumora mogu biti izrazito deregularani u drugoj [145-147].

1.3.3.5.2. MiRNA-16-5p

MiR-16-5p se u ranijim miRNA RT-gPCR studijama Cesto koristila kao endogena
kontrola, nerijetko bez formalne validacije [132]. Medutim, u CRC-u miR-16 moze biti
deregulirana i bioloski aktivha (tumorsupresorska), pa njezina uporaba kao referentne

miRNA zahtijeva strogu validaciju, a u mnogim CRC kohortama nije prikladna [101,148].

U kontekstu CRC-a, miR-16-5p se u literaturi Cesto opisuje kao mikroRNA s
tumorsupresorskim obiljezjima. Vise studija pokazalo je da miR-16-5p moze biti sniZzena
u tumorskom tkivu u odnosu na susjednu normalnu sluznicu, uz pretpostavljene
mehanizme koji ukljuuju regulaciju onkogena poput KRAS, ciklina D1 i ciklin-ovisne
kinaze 4, Cime se potencijalno utjeCe na proliferaciju i apoptozu [149,150]. Medutim,
podaci nisu potpuno ujednaceni, a razina ekspresije miR-16-5p moze varirati ovisno o
kohorti, stadiju bolesti i metodoloSkom pristupu. Zbog toga se miR-16-5p ne moze
unaprijed smatrati univerzalno stabilnom referentnom miRNA u CRC tkivu, nego njezina
prikladnost kao endogene kontrole zahtijeva empirijsku provjeru stabilnosti u svakom

pojedinom istrazivanju [147,151].

Unato€ navedenim ograni¢enjima i €injenici da miR-16-5p u CRC-u moZe pokazivati
biolosku aktivnost i varijabilnost, u po€etnoj fazi uklju¢ena je kao kandidat za endogenu
kontrolu zbog njezine Ceste uporabe u ranijim tkivnim miRNA RT-gPCR studijama te
dostupnih izvjeS¢a koja su u pojedinim kohortama opisivala njezinu relativhu stabilnost,
osobito u kombinaciji s drugim normalizatorima. Na taj je nacin procijenjena njezina
prikladnost u konkretnom eksperimentalnom sustavu, u skladu s nacelom da se referentni
normalizator ne odabire unaprijed po konvenciji, nego se empirijski validira u odredenom

tkivu i pod definiranim uvjetima istrazivanja [148].
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1.3.3.5.3. MiRNA-151-3p

Usporedni podaci o miR-151 u odnosu na druge referentne gene kao normalizatore
zasad su ograniceni, ali broj dostupnih radova postupno raste. Vazno je istaknuti da je u
studiji o izvanstani¢nim vezikulama (engl. extracellular vesicles, EV) iz 2023. godine, miR-
151a-3p bila izravno usporedena s miR-16 te se pokazala konzistentnijom u svim
analiziranim aspektima. Varijabilnost miR-151-3p bila je manja nego kod nekoliko drugih
testiranih miRNA (uklju€uju¢i miR-22 i miR-221) u EV pripravcima, Sto upucuje na to da
je u tom kontekstu jedna od najmanje promjenjivih opcija [152]. Ranije normalizacijske
studije nisu uvijek ukljucivale miR-151-3p u skup kandidatnih normalizatora, no analiza
referentnih gena u serumu u studiji iz 2015. godine ipak je identificirala miR-151-3p medu

uzim popisom stabilnih miRNA pogodnih za viSegensko normaliziranje [153].

U ranijim studijama ekspresije miRNA u tkivu kolorektalnog karcinoma koristen je
ograni¢en broj endogenih kontrola, pri ¢emu je odabir referentne miRNA cesto bio
uvjetovan uobicajenom praksom i dostupnos$cu komercijalnih testova. Medutim, sve je
jasnije da ne postoji univerzalno stabilna referentna miRNA primjenjiva u svim tkivima i
eksperimentalnim uvjetima, zbog €ega se kandidati za normalizaciju trebaju razmatrati u
skladu sa specificnim kontekstom bolesti i tipom uzorka. U tom smislu, miR-151a-3p je u
pojedinim validacijskim istraZivanjima predloZzena kao potencijalno stabilan endogeni
kontrolni marker, iako je u tkivhim CRC studijama rjede zastupljena u odnosu na
tradicionalno koristene normalizatore. Stoga je miR-151a-3p odabrana kao kandidatna
referentna miRNA u ovom istrazivanju radi procjene njezine prikladnosti za normalizaciju

ekspresije ciljnih miRNA u analiziranim uzorcima [148].
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2. CILJ ISTRAZIVANJA

Hipoteza:

Hipoteza ovog istrazivanja je da postoji znaCajna razlika u ekspresiji miRNA-185,
miRNA-141 i miRNA-21 izoliranih iz tkiva tumora osoba koje boluju od karcinoma kolona
u odnosu na susjedno zdravo tkivo te da je ta ekspresija ovisna o lokalizaciji karcinoma u

debelom crijevu.
Glavni cilj:

Procijeniti postoji li razlika u ekspresiji navedenih miRNA u tumorskom tkivu osoba
koje boluju od karcinoma kolona u odnosu na susjedno zdravo tkivo te ustanoviti postoji

li razlika u njihovoj ekspresiji u odnosu na lokalizaciju tumora u debelom crijevu.

Specifi€ni ciljevi:
- Uspostaviti proces izolacije specificnih miRNA iz tkiva

- Usporediti izrazajnost navedenih miRNA sa statusom BRAF, KRAS, NRAS

mutacija iz tumorskog tkiva, stadijem tumora pri operaciji te s petogodisnjim prezivljenjem.

- Utvrditi valjanost navedenih miRNA kao potencijalnih biomarkera adenokarcinoma

kolona.
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3. ISPITANICI, MATERIJALI | METODE

3.1. Uzorci

U ovo retrospektivno istrazivanje bili su uklju€eni uzorci tkiva bolesnika kojima je na
Klinici za kirurgiju Klinickog bolni¢kog centra Rijeka u periodu od pocetka 2019. godine
ucinjen resekcijski zahvat na debelom crijevu radi kolorektalnog karcinoma desne
odnosno lijeve strane debelog crijeva. Uzorci tkiva pohranjeni su u obliku parafinskih
blokova (FFPE) na Klinickom zavodu za patologiju i citologiju Klinickog bolni¢kog centra
Rijeka.

U istrazivanje su bili uklju€eni uzorci tkiva 70 bolesnika i to uzorak tumorskog i
susjednog zdravog tkiva po bolesniku (ukupno 140 uzoraka) iz FFPE tkiva. Bolesnici su
bili podijeljeni u dvije skupine koje su sacinjavale 35 bolesnika s ljevostranim i 35
bolesnika s desnostranim karcinomom debelog crijeva. Uzorci su uzeti od bolesnika Cije
je lije€enje zapocelo pocetkom 2019. godine uzastopce do postizanja planiranog broja
bolesnika u skupini shodno ranije opisanim propozicijama te ukljuénim i iskljuénim
kriterijima. 1z uzoraka tkiva pohranjenih u obliku FFPA izoliralo se je tumorsko tkivo na
kojem se je izvrSilo istraZivanje te susjedno zdravo tkivo koje je sluzilo kao kontrola.

Koristeci Bolni¢ki informatiCki sustav (BIS) Klinickog bolni¢kog centra Rijeka, dobile
su se demografske informacije o bolesnicima te su dobiveni podatci o vrsti uCinjene
operacije, patohistoloSkom nalazu, nastavku i modalitetu daljnjeg lijeCenja, statusu

progresije bolesti i preZivljenju kroz petogodisnji period.

3.2. Ukljuéni i iskljué€ni kriteriji

Svi uzorci uzeti su od bolesnika koji su pri operaciji bili stariji od 18 godina. Takoder,
uklju€eni uzorci bili su od bolesnika kod kojih je operacijski zahvat ucinjen s kurativhom
nakanom te su imali lokaliziranu bolest (stadij I-1Il bolesti).

Shodno re¢enom, uzorci bolesnika kojima je ucinjena palijativna resekcija nisu bili
uklju€eni u studiju kao ni uzorci bolesnika s presadnicama u udaljene organe (stadij IV

bolesti). Uzorci bolesnika s adenokarcinomom transverzalnog kolona bili su isklju¢eni iz
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studije kako bi se isklju€ila mogucnost eventualnog preklapanja fenotipa desnostranog i
lievostranog tumora debelog crijeva. Takoder, uzorci bolesnika koji su simultano imali ili
su se aktivno lijecili od primarnog tumora drugog sijela bili su iskljuCeni iz studije. Uzorci
bolesnika koji su umrli unutar 90 dana od operacijskog zahvata takoder nisu bili ukljuceni

u studiju jer ne spadaju u kategoriju dugoro¢nog praéenja vec¢ rane postoperativhe smrti.

3.3. Eticki aspekti istrazivanja

Istrazivanje je provedeno u skladu s etickim nacelima HelsinSke deklaracije te uz
primjenu nacela Dobre kliniCke prakse. U analizama su koriSteni uzorci tkiva dobiveni u
sklopu rutinske klini¢ke obrade (arhivirani uzorci), bez dodatnih dijagnostickih ili terapijskih
postupaka za bolesnike. Pristup kliniCkim podatcima i uzorcima bio je ogranien na
potrebe istrazivanja, a svi uzorci i podatci obradivani su kodirano kako bi se osigurala
povijerljivost i zastita privatnosti ispitanika. Provedba istraZivanja odobrena je od Eti¢kog
povjerenstva za biomedicinska istraZivanja Medicinskog fakulteta u Rijeci (KLASA: 007-
08/24-01/1; URBROJ: 2170-1-42-04-3611-24-4; Rijeka, 30. sijeCnja 2024.).

IstraZivanje je dodatno organizacijski i provedbeno povezano s projektom ,Prostorna
omika za profiliranje heterogenosti kolorektalnog karcinoma, identifikaciju biomarkera,
karakterizaciju mikrobiote i translaciju u personalizirani terapijski pristup”
(NPOO.C3.2.R3-11.04), u okviru kojeg se dio laboratorijskih postupaka provodi u suradnji
KBC-a Rijeka i Selvita d.o.o., uz suradnju odobrenu od Eti¢kog povjerenstva KBC Rijeka

i temeljem vazeceg sporazuma o znanstvenoj i istraziva¢koj suradnji.

3.4. Prikupljanje uzoraka i analiza RNA

Tkivni uzorci pohranjeni su u obliku FFPE blokova. Iz tumorskog i susjednog zdravog
tkiva izolirana je ukupna miRNA. Zatim je kvantificirana ekspresija odabranih miRNA. Za
svakog bolesnika zdravo tkivo koriSteno je kao pripadni kontrolni uzorak za komparativnu

analizu.
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3.5. Stratifikacija podataka i pra¢enje bolesnika

Bolesnici su stratificirani prema lokalizaciji tumora (lijevo vs. desno), stadiju tumora
u trenutku operacije, statusu progresije bolesti i ukupnom prezivljenju. Svi su bolesnici
praceni postoperativno tijekom razdoblja do pet godina ili do smrti, ovisno o tome Sto je

prije nastupilo.

3.6. Izolacija RNA

Ukupna RNA (uklju€ujuc¢i miRNA) izolirana je iz dva rezana FFPE uzorka debljine 10
pm po ispitaniku. Deparafinacija rezova provedena je pomoc¢u ksilena, nakon ¢ega je
izolacija RNA izvrSena Kkoristenjem kompleta miRNeasy FFPE (Qiagen, Hilden,
Njemacka) u skladu s uputama proizvodaca. Ukupna RNA eluirana je u 20 yL vode bez
RNase, a koncentracija je odredena uporabom Quant-iT RiboGreen RNA assay kita
(Invitrogen, Waltham, MA, SAD).

3.7. Reverzna transkripcija (RT) i kvantitativni PCR (qPCR)

Nakon izolacije ukupne RNA, reverzna transkripcija miRNA provedena je iz
nefrakcionirane RNA koriste¢i miRCURY LNA RT kit (Qiagen, Hilden, Njemacka), koji
omogucuje specificnu retrotranskripciju miRNA molekula koristenjem LNA-modificiranih
primera bez potrebe za dodatnom selekcijom male RNA frakcije. MiRNA je reverzno
transkribirana u cDNA koristenjem navedenog miRCURY LNA RT kita (Qiagen, Hilden,
Njemacka) prema uputama proizvodaca. Svaka RT reakcija sadrzavala je 140 ng ukupne
RNA u zavrSnom volumenu od 10 uL, a protokol inkubacije izvodio se 60 minuta na 42
°C, zatim 5 minuta na 95 °C, nakon Cega je reakcija odrZzavana na 4 °C u uredaju

Mastercycler X50s (Eppendorf, Hamburg, Njemacka).

Relativhe ekspresije miR-185-5p, miR-141-5p i miR-21-5p odredene su RT-gPCR

metodom, uz miR-151a-3p i miR-16-5p kao endogene kontrole. Za odredivanje ekspresije
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koridten je miRCURY LNA SYBR Green PCR kit (Qiagen, Hilden, Njemacka) uz specifi¢ne
LNA PCR probe za svaku miRNA (YP00205702, YP00204576, YP00206088,
YP00204230, YP00206037). Reakcijski protokol bio je sljedeci: 2 minute na 95 °C (1
ciklus) te 40 izmjeni¢nih ciklusa od 10 sekundi na 95 °C i 60 sekundi na 56 °C, u uredaju
QuantStudio 6 (Applied Biosystems, Waltham, MA, SAD) (Slika 4.).

FFPE uzorci

|

Rezanje na
debljinu 10 ym

Deparafinizacija i S ksilen

Izolacija ukupne

RNA t-——--=- miRNeasy FFPE
Reverzna transkripcija - ______ miRCURY LNA RT
nefrakcionirane RNA kit
RT-qPCR
Odredrl]\ql?ﬂzsej(ss;)resue o mMiRCURY LNA
mir-141-5p SYBR Green PCR
mir-21-5p

Slika 4: Hodogram izolacije ukupne RNA iz FFPE uzoraka te RT-gPCR analize ekspresije
miR-185-5p, miR-141-5p i miR-21-5p. Koristene su endogene kontrole miR-16-5p i miR-151a-
3p.
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3.8. Odabir uzoraka i analiza mutacija KRAS/NRAS/BRAF

Mutacijski status gena KRAS, NRAS i BRAF odredivan je u unaprijed definiranom
poduzorku od 20 slu€ajeva, odabranom slu€ajnim odabirom (randomizacijom) iz ukupne
kohorte. Takav pristup primijenjen je kako bi se dobio nepristran presjek istrazivane
populacije i omogudila eksploratorna procjena ucestalosti najvaznijih “driver” promjena te
njihovog moguceg odnosa s analiziranim miRNA. Slijedom toga, sve usporedbe
ekspresije miRNA prema mutacijskom statusu u ovom radu odnose se na navedeni

poduzorak, a nalaze treba tumaciti u kontekstu njegovog opsega.

3.8.1. lIzolacija genomske DNA iz FFPE uzoraka

Genomska DNA izolirana je iz formalinom fiksiranog i parafinom uklopljenog (FFPE)
tumorskog tkiva. Prije poCetka rezanja zaprimljene parafinske kocke poslozene su na
hladnu ploCu, a mikrotom je temeljito ociS¢en sredstvom RNase AWAY™ Surface
Decontaminant (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, SAD), namijenjenim uklanjanju
RNaza s laboratorijskih povrSina. Od svake parafinske kocke izrezano je 4—6 rezova
debljine 10 pm, to¢no iz naznacenog dijela uzorka predvidenog za izolaciju. Svaki
dobiveni rez pazljivo je, pomocéu pincete, prenesen u prethodno oznacene Safe-Lock
Tubes od 1,5 mL (Eppendorf, Hamburg, Njemacka), s pripadajuéim brojem parafinske

kocke. Na taj su nacin uzorci pripremljeni i spremni za daljnji postupak izolacije.

Deparafinizacija je provedena dodatkom 1 mL ksilena, snaznim mijeSanjem kroz 10
sekundi i centrifugiranjem 18 000 g / 2 min pri sobnoj temperaturi, nakon Cega je
supernatant uklonjen. Ostatni ksilen uklonjen je ispiranjem taloga s 1 mL 96-100%
etanola, ponovnim mijeSanjem i centrifugiranjem (18 000 g / 2 min), uz potom potpuno

isparavanje etanola pri sobnoj temperaturi uz otvorene epruvete.

Talog je resuspendiran u 180 pL pufera ATL, uz dodatak 20 uL proteinaze K, nakon
Cega je sadrzaj promijeSan. Uzorci su inkubirani na 56 °C tijekom 60-90 minuta, do
potpune lize. Nakon lize, uzorci su inkubirani na 90 °C tijekom 1 sata kako bi se djelomic¢no

reverzirale formaldehidom izazvane modifikacije nukleinskih kiselina. Epruvete su kratko
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centrifugirane i ostavljene da se ohlade na sobnu temperaturu. U svaki uzorak dodana su

2 uL RNase A (100 mg/mL) te je provedena inkubacija 2 minute na sobnoj temperaturi.

Nakon uklanjanja RNA, u svaku epruvetu dodano je 200 pL pufera AL i temeljito
promijeSano, zatim je dodano 200 pL 96—100% etanola te ponovno promijeSano. Lizat je
kratko centrifugiran i prenesen na QlAamp MinElute kolonu postavljenu u 2 mL sabirnu
epruvetu. Kolona je centrifugirana pri 8 000 g tijekom 1 minute, a filtrat je odbagen. Kolone
su potom uzastopno isprane s 500 pL pufera AW1 i 500 uL pufera AW2, uz centrifugiranje
pri 8 000 g tijekom 1 minute nakon svakog ispiranja te odbacivanje filtrata. Nakon toga
kolona je prebacena u novu sabirnu epruvetu i centrifugirana pri 18 000 g tijekom 3 minute

kako bi se membrana u potpunosti osusila.

DNA je eluirana postavljanjem kolone u ¢cistu 1,5 mL Eppendorf epruvetu,
dodavanjem 100 uL pufera ATE u srediste membrane te inkubacijom 5 minuta na sobnoj
temperaturi. Kolone su zatim centrifugirane pri 18 000 g tijekom 1 minute kako bi se

prikupila eluirana DNA, koja je potom pohranjena na —20 °C.

3.8.2. Odredivanje koncentracije DNA

Koncentracija DNA odredena je koristenjem kompleta Quant-iT™ PicoGreen™
dsDNA Assay Kits i pripadajuéih reagensa za dsDNA. Pufer 1x TE pripremljen je
razrjedivanjem maticne otopine 20x TE u MilliQ H,O. Reagens Quant-iT™ PicoGreen™
dsDNA razrijeden je 200 puta u 1x TE puferu. Standard lambda DNA pripremljen je u
koncentraciji 2000 ng/mL razrjedivanjem mati¢ne otopine 50 puta, a potom su
pripremljena serijska 2x razriedenja standarda koriStenjem 1x TE pufera. Uzorci su

analizirani nerazrijedeni, pri ¢emu je 2 yL DNA dodano u 98 uL TE pufera.

Pripremljeni uzorci i standardi (100 yL) pomijeSani su s 100 pL reagensa u crnoj 96-
jaziénoj Fluotrack ploci i inkubirani u mraku 3-5 minuta. Fluorescencija je mjerena na
EnVision 2105 c&itacu mikroploCa (ekscitacija ~480 nm, emisija ~520 nm). ProsjeCna

vrijednost “blank” uzoraka oduzeta je od svih uzoraka i izmjerenih vrijednosti standarda.
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Koncentracija DNA izracunata je interpolacijom iz standardne krivulje te pomnoZena s

faktorom razrjedenja koriStenjem programa Microsoft Excel.

3.8.3. Odredivanje mutacijskog statusa KRAS, NRAS i BRAF

Mutacijski status gena KRAS, NRAS i BRAF odreden je iz genomske DNA izolirane
iz FFPE tumorskog tkiva. Mutacije KRAS gena (egzoni 2, 3 i 4) analizirane su PCR
metodom koriStenjem komercijalnog testa Idylla™ KRAS Mutation Test CE-IVD na
uredaju ldylla™ Instrument (Biocartis NV, Belgija), prema uputama proizvodaca. Analiza
se provodi u zatvorenom sustavu s jedinstvenom kartuSom, koji automatizira amplifikaciju

i detekciju te generira interpretirani rezultat (mutacija dokazana/nije dokazana).

Mutacije NRAS gena (egzoni 2, 3 i 4) te BRAF gena (egzoni 11 i 15) odredene su
metodom real-time PCR koriStenjem testa cobas® BRAF/NRAS Mutation Test (Roche
Diagnostics) na uredaju Cobas® z480 (Roche Diagnostics, Basel, Svicarska), prema
preporuci proizvodaca. U svakoj seriji analize ukljuene su odgovarajuce kontrole
kvalitete propisane testom, a rezultati su prihvaceni samo za validne serije sukladno

kriterijima proizvodaca.

3.9. Analiza podataka

Koncentracija ukupne RNA izraCunata je interpolacijom iz standardne krivulje RNA

u programu Microsoft Excel.

Srednja Ct vrijednost endogene kontrole (miR-151a-3p) oduzeta je od srednjih Ct
vrijednosti analiziranih gena (miR-185-5p, miR-141-5p, miR-21-5p, miR-16-5p), a
relativna ekspresija izradunata je prema formuli 2-2C. lako su u pocetku ispitivane obje
referentne miRNA, miR-16-5p pokazala je znacajne razlike izmedu tumorskog i zdravog
tkiva te je stoga iskljuCena iz normalizacije, pri ¢emu je miR-151a-3p koriSten kao jedina

referenca.
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Uzorci su potom normalizirani na endogenu kontrolu (miR-151a-3p), pri Cemu je za
svaki uzorak izraCunat ACt kao razlika Ct vrijednosti ciline miRNA i Ct vrijednosti
referentne miRNA. Relativna ekspresija zatim je izrazena kao 272Ct, ¢ime se dobivaju
normalizirane vrijednosti ekspresije usporedive medu uzorcima bez potrebe za dodatnim

kalibratorom.

Za procjenu stabilnosti referentnih miRNA usporedene su distribucije Ct vrijednosti
izmedu razlicitih tipova tkiva i lokalizacija tumora, uz pretpostavku da idealna referentna

miRNA pokazuje minimalnu varijabilnost izmedu skupina.

StatistiCke analize provedene su u programu JASP (verzija 0.17.2.1; JASP Team,
University of Amsterdam, Amsterdam, Nizozemska). Za procjenu distribucije podataka
koristen je Shapiro—Wilkov test normalnosti. Uz p-vrijednosti prijavljen je i w? kao mjera
veli€ine ucinka, kako bi se procijenila prakticha vaznost razlika medu skupinama. Za
nenormalno distribuirane podatke koristen je Mann—Whitneyjev U test s rang-biserijalnom
korelacijom, dok je za usporedbe izmedu viSe skupina koristen jednosmjerni ANOVA test.
Povezanosti s kontinuiranim kliniCko-patoloSkim varijablama ispitane su Pearsonovom

korelacijom. Statisticka znacajnost postavljena je na p < 0.05.

3.10. Materijali

Otopine, mediji, puferi:

RNase AWAY ™ Surface Decontaminant, Thermo Fisher Scientific, Massachusetts, SAD

Laboratorijski uredaiji, pribor i posude:

Safe-Lock Tubes 1.5mL, Eppendorf, Hamburg, Njemacka
Microtome blade A35, FEATHER Safety Razor Co., Osaka, Japan
Sliding microtome HM450, Epredia, Breda, Nizozemska

miRNeasy FFPE kit, Qiagen, Hilden, Njemacka

Xylene, Lachner, Zagreb, Hrvatska
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Ethanol 99.8%, Lachner, Zagreb, Hrvatska

Quant-iT RiboGreen RNA assay kit, Invitrogen, Waltham, Massachusetts, SAD
miRCURY LNA RT kit, Qiagen, Hilden, Njemacka

ThermalSeal, Sigma, St. Louis, Missouri, SAD

miRCURY LNA miRNA PCR assays (hsa-miR-16-5p, hsa-miR-151a-3p, hsa-miR-141-
5p, hsa-miR-21-5p, hsa-miR-185-5p), Qiagen, Hilden, Njemacka

miRCURY LNA SYBR Green PCR kit, Qiagen, Hilden, Njemacka

MicroAmp EnduraPlate Optical 384-well Clear reaction plates, Applied Biosystems,
Waltham, Massachusetts, SAD

MicroAmp Optical Adhesive Film, Applied Biosystems, Waltham, Massachusetts, SAD
96-Well pltraPlate, Sorenson BioScience, Salt Lake City, Utah, SAD
96-well black plate, Greiner, Kremsmdunster, Austrija

Quant-iT PicoGreen ds DNA Assay Kit , Invitrogen Cat.No. P7589, Lot 3144317, Thermo
Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, SAD

QIAamp DNA FFPE Tissue Kit for DNA Extraction, Cat.No. 56404, Lot181023513,
Qiagen, Hilden, Njemacka

RNase A (17 500 units), Qiagen Cat.No. 1901, Lot. 178022510, Qiagen, Hilden,
Njemacka
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4. REZULTATI
4.1. Klini¢ke znacajke
4.1.1. Demografske znacajke ispitanika

U istrazivanje su uklju€eni uzorci FFPE tkiva ukupno 70 bolesnika operiranih u
razdoblju od sije¢nja 2019 do ozujka 2020. ProsjeCna dob pri operaciji iznosila je 70,6 +
9,9 godina (medijan 71, raspon 44-88), a u skupini je bio 41 (58,6%) muskarac i 29
(41,4%) Zena (Slika 5.). Tumori su bili ravhomjerno rasporedeni prema lateralnosti, s 35
(50,0%) desnostranih i 35 (50,0%) ljevostranih karcinoma. NajceS¢a anatomska
lokalizacija bila je sigma (24; 34,3%), zatim cekum (17; 24,3%) i ascendentni kolon (10;
14,3%), dok su rjede bile zahvacene hepatalna fleksura (8; 11,4%), lijenalna fleksura (6;
8,6%) i descendentni kolon (5; 7,1%) (Slika 6.).
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Slika 5. Raspodjela ispitanika prema dobnim skupinama i spolu. Prikazan je broj muSkaraca
(M, plavo) i Zena (Z, crveno) u pet dobnih skupina. Brojevi iznad stupaca oznadavaju broj

ispitanika u svakoj skupini, a desno je prikazan i ukupan broj ispitanika po spolu.

38



w
o

25 24
g 20
= 17
3
A, 15
b
g 10
m 10 8

6
5
0
cekum ascendentni hepatalna lijenalna descendentni sigmoidni kolon

kolon fleksura fleksura kolon

Lokalizacija tumora

® Desnostrani karcinom M Ljevostrani karcinom

Slika 6: Raspodjela lokalizacije tumora u istraZivanoj skupini. Prikazan je broj ispitanika
prema segmentnoj lokalizaciji primarnog tumora, uz razdvajanje na desnostrane (plavo: cekum,
kolon ascendens i hepati¢na fleksura) i ljevostrane karcinome (crveno: splenic¢na fleksura, kolon
descendens i sigmoidni kolon). Brojevi iznad stupaca oznalavaju broj ispitanika u pojedinoj

lokalizaciji.

4.1.2. Pristup i tip kirurskog lijeCenja

KirurSko lijeCenje najceSce je izvedeno klasicnim pristupom (56; 80,0%), dok je
laparoskopija primijenjena u 13 (18,6%) bolesnika, uz 1 (1,4%) konverziju. NajceSce
izvedene operacije bile su desna hemikolektomija (35; 50,0%) i visoka prednja resekcija
rektuma (17; 24,3%), a preostale su ukljuCivale subtotalnu kolektomiju (5; 7,1%), lijevu
hemikolektomiju (5; 7,1%), resekciju sigme (4; 5,7%) i Hartmannov zahvat (2; 2,9%).
(Slika 7.)
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Slika 7. Raspodjela vrste operacijskog zahvata u istrazivanoj skupini.

4.1.3. PatohistoloSke znacajke tumora i stadij bolesti (TNM)

Prosje€na veli€ina tumora iznosila je 45,1 £ 15,4 mm (medijan 45, raspon 12—100),
a makroskopski oblik tumora najce$¢e je bio egzulceriran (59; 84,3%). Gradus
adenokarcinoma u vecini slu€ajeva bio je niski (63; 90,0%). Prema T klasifikaciji dominirao
je T3 stadij (58; 82,9%), dok je prema N klasifikaciji ve¢ina bolesnika bila NO (54; 77,1%).
Prosje€an broj analiziranih limfnih ¢vorova iznosio je 15,8 + 6,8 (medijan 15, raspon 2—
35), a prosje€an broj pozitivnih ¢vorova 1,1 £ 3,4 (medijan 0, raspon 0-19), pri cemu je
16 (22,9%) bolesnika imalo barem jedan pozitivni limfni Evor. Kirurski rubovi bili su uredni
u svih bolesnika (RO, 100%). Limfovaskularna invazija zabiljeZena je u 54 (77,1%) slu€aja,
perineuralna invazija u 4 (5,7%), dok je limfocitna infiltracija bila umjerena u 27 (38,6%),
obilna u 22 (31,4%) i oskudna u 21 (30,0%) bolesnika.
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4.1.4. Adjuvantno lije€enje, progresija bolesti i ishodi praéenja

Adjuvantno lije€enje primijenjeno je u 37/70 (52,9%) bolesnika, dok u 33/70 (47,1%)
nije provedeno. Medu bolesnicima koji su primili adjuvantnu terapiju (n=37), planirani
rezimi bili su kapecitabin (17; 45,9%), Mayo (11; 29,7%), FOLFOX (4; 10,8%), RP (4;
10,8%) te XELOX (1; 2,7%). Medijan planiranog broja ciklusa iznosio je 6 (IQR 6-8;
raspon 2-30), dok je medijan primijenjenog broja ciklusa iznosio 8 (IQR 6-8; raspon 5—
30); u vecini slu€ajeva broj primijenjenih ciklusa odgovarao je planiranome (30/37;
81,1%).

Tijekom pracenja, progresija bolesti zabiljeZzena je u 9/70 (12,9%) bolesnika, dok je
u 59/70 (84,3%) nije bilo, a za 2/70 (2,9%) status progresije nije bio poznat. U bolesnika
s progresijom, medijan vremena od operacije do progresije iznosio je 6,7 mjeseci (raspon
2,2-32,0). Sustavno onkolosko lijeCenje nakon progresije dokumentirano je u svih 9
bolesnika kroz prikaz linija terapije, pri ¢emu je aktivnhu 1. liniju primilo 5 bolesnika
(najceSce FOLFIRI + bevacizumab u 3 sluc¢aja, te CAPOX + bevacizumab i FOLFOX +
panitumumab u po 1 slucaju), dok 3 bolesnika nisu lije€ena sustavnom terapijom, a 1 je
ljeCenje odbio. Druga linija primijenjena je u 3 bolesnika (po jedan FOLFOX, FOLFIRI i
XELIRI), trec¢a linija u 2 bolesnika (trifluridin/tipiracil i regorafenib), a Cetvrta linija u 1
bolesnika (CAPOX “rechallenge”). Nakon 5 godina praéenja bilo je zivo 54/70 (77,1%)
bolesnika, 15/70 (21,4%) je bilo preminulo, dok je za 1/70 (1,4%) status bio nepoznat.

4.2. Vrednovanje kandidata za referentne miRNA

Kako bi se procijenila stabilnost endogenih kontrola, usporedene su ekspresijske
razine miR-151a-3p i miR-16-5p izmedu tumorskog i susjednog netumorskog tkiva, kao i

izmedu tumora lijevog i desnog kolona.

Za miR-151a-3p, analiza ponovljenih mjerenja ANOVA pokazala je statistiCki
znacajnu razliku izmedu tumorskog i normalnog tkiva (p = 0,012), no veli€ina ucinka bila

je mala (n? = 0,050), Sto upucuje na ogranicen bioloski zna¢aj. Nije pronadena znacajna
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interakcija s lokalizacijom tumora (p = 0,776), a analiza medu ispitanicima takoder nije
pokazala razliku izmedu lijevog i desnog kolona (p = 0,455). Deskriptivha statistika
pokazala je vrlo sli¢ne srednje Ct vrijednosti u svim skupinama, $to potvrduje stabilnost

miR-151a-3p kao referentnog gena.
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Slika 8: Ekspresija endogenih kontrolnih miRNA miR-16-5p i miR-151a-3p u tumorskom i
netumorskom tkivu kolona prema lokalizaciji tumora (R — desni kolon; L — lijevi kolon).
Prikazane su aritmeti¢ke sredine * SD vrijednosti 24°. Za miR-16-5p vidljivo je da su
vrijednosti u netumorskom tkivu vise, uz sli¢an obrazac u desnoj i lijevoj lokalizaciji. Za miR-151a-
3p vrijednosti su vrilo sliéne izmedu tumorskog i netumorskog tkiva te izmedu desne i lijeve strane,
uz minimalne razlike unutar prikazanih SD, §to upucuje na stabilniju ekspresiju ove endogene

kontrole u analiziranim skupinama.
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Slika 9: Ekspresija miR-151-3p u tumorskom i netumorskom tkivu kod desnostrano i
ljevostrano lokaliziranih karcinoma. Prikazane su pojedinacne vrijednosti (upareni uzorci

povezani linijama) te raspodjela podataka (box-plot i violin-plot), izrazeno kao 2.
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Slika 10: Ekspresija miR-16-5p u tumorskom i netumorskom tkivu kod desnostrano i
ljevostrano lokaliziranih karcinoma. Prikazane su pojedinacne vrijednosti (upareni uzorci

povezani linijama) te raspodjela podataka (box-plot i violin-plot), izrazeno kao 2.

Nasuprot tome, miR-16-5p pokazala je izraZeniju razliku izmedu tumora i normalnog
tkiva (p < 0,001), uz srednju do veliku veliinu u€inka (n? = 0,093). lako interakcija sa
stranom tumora nije bila znacajna (p = 0,498), ovaj nalaz ukazuje na to da je ekspresija
miR-16-5p sustavno promijenjena prisutnoS¢u bolesti, ¢ime se naruSava njezina

prikladnost kao neutralnog referentnog gena (Slika 8., Slika 9., Slika 10.).
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Zajedno, ovi rezultati podupiru miR-151a-3p kao stabilniju endogenu kontrolu za
normalizaciju, dok se miR-16-5p, zbog svoje varijabilnosti povezane s boleSc¢u, ne

preporucuje kao referenca.

4.3. Analiza ekspresije miRNA

Za sve usporedbe koriStene su relativne ekspresije normalizirane na miR-151a-3p.

Provedena je dvofaktorska ANOVA s ponovljenim mjerenjima radi usporedbe
ekspresije miRNA izmedu tumorskog i susjednog zdravog tkiva, uz stratifikaciju prema
lokalizaciji tumora (desni vs. lijevi kolon). U svih Cetiri analizirane miRNA, tip tkiva pokazao
se kao dominantan Cimbenik, dok je u€inak lokalizacije bio maniji, a interakcije uglavnom

odsutne ili slabe (Tablica 3).

Tablica 3. Relativna ekspresija miR-185, miR-141, miR-21 i miR-16 u karcinomu kolona i

susjednom normalnom tkivu, stratificirana prema lokalizaciji tumora

chopresia Desna lokalizacija Lijeva lokalizacija P* (w?) P(ir(s(;):) P* (w?)
Tumor Zdravo tkivo Tumor Zdravo (lokalizacija) tkiva) (interakcija)
tkivo
. 0.972 + 0.820 + 0.911 ¢ <0.001 <0.001 0.010
- +
MIRNA-185 0.509 1.477£0.053 0.428 0.437 (0.104) (0.082) (0.038)
. 0.133 ¢ 0.068 + 0.174 + 0.027 <0.001 0.930
- +
miRNA-141 0.209 0.244 +0.170 0.075 0.175 (0.030) (0.094) | (<0.001)
. 259.048 + 204287+ | 108.899 + 0.094 <0.001 0.753
- +
MIRNA-2L | 530018 | 146862270829 | 00 209 78.591 (0.014) (0.094) | (<0.001)
. 22,521+ 13279+ | 38639+ 0.012 <0.001 0.403
- +
miRNA-16 26793 | ~©610%36.948 16.536 36.771 (0.041) (0.190) | (<0.001)

Za miR-185-5p, ekspresija je bila zna€ajno viSa u zdravom u odnosu na tumorsko
tkivo (p < 0,001; w? = 0,082). Lokalizacija je takoder imala neovisan ucinak, uz vise

vrijednosti u desnom kolonu (p < 0,001; w? = 0,104). Nadalje, razlika izmedu tumora i
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zdravog tkiva nije bila jednaka na lijevoj i desnoj strani (p = 0,010; w? = 0,038). (Slika 11,
Slika 12.)
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Slika 11: Ekspresija miR-185-5p, miR-141-5p i mir-21-5p u tumorskom i netumorskom tkivu

prema lokalizaciji (D — desno, L — lijevo). Prikazane su vrijednosti aritmeticke sredine + SD

izrazene kao 24
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Slika 12: Ekspresija miR-185-5p u tumorskom i netumorskom tkivu kod desnostrano i
ljevostrano lokaliziranih karcinoma. Prikazane su pojedinacne vrijednosti (upareni uzorci

povezani linijama) te raspodjela podataka (box-plot i violin-plot), izraZeno kao 2

Za miR-141-5p, ekspresija je takoder bila visa u zdravom tkivu (p < 0,001; w? =
0,094). Lokalizacija je imala maniji, ali statistiCki zna¢ajan ucinak (p = 0,027; w? = 0,030),
bez znacajne interakcije (p = 0,930). (Slika 11., Slika 13.)
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Slika 13: Ekspresija miR-141-5p u tumorskom i netumorskom tkivu kod desnostrano i
ljevostrano lokaliziranih karcinoma. Prikazane su pojedinacne vrijednosti (upareni uzorci

povezani linijama) te raspodjela podataka (box-plot i violin-plot), izraZeno kao 24

Za miR-21-5p, obrazac je bio suprotan: ekspresija je bila zna¢ajno viSa u tumorskom
tkivu (p < 0,001; w? = 0,094). Ni lokalizacija (p = 0,094) ni interakcija (p = 0,753) nisu bile
znacajne. (Slika 11., Slika 14.)
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Slika 14: Ekspresija miR-21-5p u tumorskom i netumorskom tkivu kod desnostrano i
ljevostrano lokaliziranih karcinoma. Prikazane su pojedinacne vrijednosti (upareni uzorci

povezani linijama) te raspodjela podataka (box-plot i violin-plot), izraZeno kao 2

Najizrazeniji u€inak uocen je kod miR-16-5p, koja je imala znatno viSu ekspresiju u
zdravom tkivu (p < 0,001; w? = 0,190). Lokalizacija je takoder doprinijela manjem ucinku
(p =0,012; w? = 0,041), dok interakcija nije bila zna¢ajna (p = 0,403). (Slika 8., Slika 10.)
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Sveukupno, rezultati potvrduju da je tip tkiva glavni Cimbenik koji odreduje ekspresiju
analiziranih miRNA, pri ¢emu miR-21-5p (u porastu u tumoru) i miR-16-5p (u porastu u
zdravom tkivu) pokazuju najkonzistentnije razlike. Lokalizacija ima sekundarni ucinak,

najviSe izrazen kod miR-185-5p.

4.4. Povezanost ekspresije miRNA s klinicko-patoloskim obiljezjima

Ispitana je povezanost ekspresije miR-185-5p, miR-141-5p, miR-21-5p i miR-16-5p
u tumorskom tkivu s glavnim patoloSkim parametrima: T stadijem, N stadijem, histoloSkim
tipom, gradusom, limfovaskularnom invazijom, limfocithom infiltracijom te perineuralnom

invazijom. (Tablica 4.)

Tablica 4. Relativna ekspresija miR-185-5p, miR-141-5p, miR-21-5p i miR-16-5p u tkivu

karcinoma kolona prema stadiju tumora (T i N klasifikacija).

RELATIVNA EKSPRESIJA U TUMORSKOM TKIVU (ASSD)
Karakteristika n (%)
miRNA-185 | miRNA-141 | miRNA-21 miRNA-16
T stadij
T1, T2 5 (7%) 0.857 £ 0.258 0.062 £ 0.082 125.180 + 116.361 7.927 £10.445
T3 58 (83%) 0.923 £ 0.487 0.103 +0.166 237.725 +213.413 18.579 +22.998
T4 7 (10%) 0.711+0.441 0.096 £ 0.140 227.491 + 228.848 16.942 + 25.495
p* 0.529 0.859 0.521 0.602
Veli¢ina ucinka** <0.0001 <0.0001 <0.0001 <0.0001
N stadij
NO 54 (77%) 0.850 + 0.459 0.099+0.171 209.331 + 214.049 15.884 + 21.660
N1 11 (16%) 0.940 + 0.389 0.103 £0.127 280.451 + 179.025 24,738 £ 27.098
N2 5 (7%) 1.291 £ 0.637 0.095 £ 0.079 317.833 £215.123 20.656 +22.229
p* 0.126 0.994 0.367 0.478
Veli¢ina ucinka ** 0.032 <0.0001 <0.0001 <0.0001

*ANOVA; ** w? n — broj ispitanika; AS — aritmeti¢ka sredina; SD — standardna devijacija
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4.4.1. Stadij tumora (T i N)

Nije bilo zna¢ajnih razlika u ekspresiji nijedne miRNA izmedu tumora stadija T1-T2,
T3 i T4 (p > 0,5). Takoder nisu uoCene razlike izmedu NO, N1 i N2 kategorija. lako je
deskriptivha analiza sugerirala nesto viSe razine miR-185-5p i miR-21-5p u N-pozitivnih

tumora, razlike nisu dosegle statisticku znacajnost.

4.4.2. Histoloski tip i gradus

Nije pronadena znaCajna razlika izmedu adenokarcinoma i mucinoznih

adenokarcinoma (sve p > 0,3). Takoder nije bilo razlika izmedu visoko- i niskogradusnih
tumora (p > 0,5). (Tablica 5)

Tablica 5. Relativne ekspresije miR-185-5p, miR-141-5p, miR-21-5p i miR-16-5p prema

histoloskom tipu i gradusu tumora.

. RELATIVNA EKSPRESIJA U TUMORSKOM TKIVU (Medijan, raspon)
Karakteristika n (%) - - - -
miRNA-185 |  miRNA-141 miRNA-21 | miRNA-16
Histoloski tip
Adenokarcinom 50 0.789 0.043 168.455 7.346
(72%) | (0.264-2.354) | (0.0002-0.394) | (13.594-670.301) | (0.028—70.516)
Mikropapilarni 0
adenokarcinom* 1(2%)
Mucinozni 19 0.831 0.036 113.477 4.307
adenokarcinom | (27%) | (0.334-1.630) (0.001 - 1.069) (17.682-729.997) | (0.353 —95.904)
p** 0. 335 0.968 1.000 0.818
Veli¢ina ucinka*** -0.154 -0.008 -0.001 0.038
Histoloski gradus
Visoki 7 0.874 0.047 87.236 5.637
(10%) | (0.358-1.628) (0.003 - 0.397) (31.100-533.130) | (1.025-70.640)
Niski 63 0.785 0.038 175.849 7.128
(90%) (0.264 — 2.354) (0.0002 - 1.069) (13.594 — 729.997) (0.028 — 95.904)
p** 0.531 0.788 0.976 0.835
Veli¢ina ucinka*** -0.147 -0.065 0.009 -0.051

* Skupine s N < 5 iskljuCene su iz analize; ** Mann—Whitneyjev test; *** rang-biserijalna
korelacija; n — broj ispitanika
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4.4.3. Limfovaskularna invazija i limfocitna infiltracija

Prisutnost limfovaskularne invazije nije znacajno utjecala na ekspresiju miRNA.
Slicno tome, kategorije limfocitne infiltracije (obilna, srednja, oskudna) nisu pokazale

znacajne razlike (p > 0,23) (Tablica 6.).

4.4.4. Perineuralna invazija

Buduci da su zabiljeZzena samo Cetiri sluCaja perineuralne invazije, analiza nije bila

moguca.

Tablica 6. Relativne ekspresije miR-185-5p, miR-141-5p, miR-21-5p i miR-16-5p u odnosu

na limfovaskularnu invaziju, limfocitnu infiltraciju i perineuralnu invaziju.

o RELATIVNA EKSPRESIJA U TUMORSKOM TKIVU (Medijan, raspon / AS+SD)
Karakteristika n (%) - - - -
miRNA-185 |  miRNA-141 | mMiRNA-21 | miRNA-16
Limfovaskularna invazija
Da 54 0.764 0.031 162.325 6.910
(77%) (0.264 — 2.354) (0.0002 — 1.069) (13.594 — 729.997) (0.028 —95.904)
Ne 16 0.903 0.057 185.961 7.810
(23%) (0.381 - 1.689) (0.0004 —0.397) (15.296 — 670.301) (0.053 — 70.640)
p** 0.289 0.175 0.352 0.509
Veli¢ina ucinka ** -0.177 -0.226 -0.156 -0.111
Limfocitni infiltrat
Obilan (321%/) 1.040 £ 0.532 0.079 £0.104 235.873 £ 225.347 16.076 £ 19.781
0
Oskudan (3%)10/) 0.855 +0.395 0.140 £ 0.239 238.351+£221.998 21.789 £ 28.446
(o]
Umjeren (321/) 0.817 £ 0.464 0.083 £0.107 215.185 +£192.943 15.633 £ 19.561
0
P+ 0.237 0.364 0.915 0.605
Veli¢ina ucinka ++ <0.0001 <0.0001 <0.0001 <0.0001
Perineurana invazija*
Da 4 (6%) - - -
66
Ne (94%) ; ; ;

* Skupine s N < 5 iskljuéene su iz analize; ** Mann—Whitneyjev test; *** rang-biserijalna
korelacija; + ANOVA; ++ w? n — broj ispitanika; AS — aritmeti¢ka sredina; SD — standardna

devijacija
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4.4.5. Veli¢ina tumora

Nije pronadena znacajna korelacija izmedu veliine tumora i ekspresije bilo koje

analizirane miRNA (sve p > 0,38).

Sveukupno, ovi rezultati pokazuju da ekspresija miR-185-5p, miR-141-5p, miR-21-
5p i miR-16-5p nije bila povezana s klju¢nim patolo$kim parametrima, Sto ukazuje na

njihov ograni¢en prognosticki potencijal u ovoj kohorti.

4.5. Povezanost ekspresije miRNA s klinickim ishodima

Ispitano je postoje li razlike u ekspresiji miRNA s obzirom na progresiju bolesti i

petogodiSnje prezivljenje (Tablica 7.).

Tablica 7. Relativna ekspresija miR-185-5p, miR-141-5p, miR-21-5p i miR-16-5p u tkivu

karcinoma kolona prema progresiji bolesti.

Karakteristika N (%) RELATIVNA EKSPRESIJA U TUMORSKOM TKIVU (Medijan, raspon)
miRNA-185 [ miRNA-141 | miRNA-21 | miRNA-16
Progresija
Da 9 (15%) 1.158 0.055 207.481 9.981
(0.264 —2.354) (0.0002 —0.298) (13.687 — 533.130) (0.028 — 55.814)
Ne 59 (82%) (0.26%Ei0;).041) (0.00((;0;3’?[.069) (13.5;25—'3:;39.997) (0.053?.—879:;.904)
Nepoznato 2 (3%) - - -
p** 0.479 0.949 0.978 0.978
Veli¢ina ucinka*** 0.149 0.015 0.008 -0.008
5-godisnje preZivljenje
Da >4 (77%) (0.26%Ei321.041) (0.00(())'20;3’?).397) (13.5;:%572?3.997) (0.05??.—8?;5).640)
Ne 15 (2%) 0.764 0.052 184.642 8.889
(0.264 —2.354) (0.0002 - 1.069) (13.687 — 658.571) (0.028 — 95.904)
Nepoznato 1(1%) - - - -
p** 0.871 0.690 0.451 0.657
Veli¢ina uinka*** 0.029 0.069 0.130 0.077

** Mann—Whitneyjev test; *** rang-biserijalna korelacija; n — broj ispitanika
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Nije bilo znac€ajnih razlika izmedu bolesnika s progresijom (n = 9) i onih bez

progresije (n = 59) za ijednu miRNA (p = 0,479), uz minimalne veli€ine ucinka.

Takoder nije bilo razlika izmedu bolesnika koji su preZzivjeli pet godina (n = 54) i onih
koji nisu (n = 15) (sve p > 0,45).

Ovi nalazi upuéuju na to da analizirane miRNA nemaju prognosti¢ku vrijednost u

lokaliziranoj bolesti stadija |-III.

4.6. Korelacijska analiza ekspresije miRNA

Parne korelacije pokazale su snazne pozitivhe povezanosti medu miR-16-5p, miR-
141-5p i miR-21-5p u tumorskom tkivu (r = 0,90-0,95). MiR-185-5p pokazivala je
umjerene pozitivne korelacije s ostalim miRNA (r = 0,62-0,67). (Slika 15.)
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Slika 15: Korelacija ekspresije miRNA u tumorskom tkivu kolona: miR-16-5p prema miR-
21-5p, miR-16-5p prema miR-141-5p i miR-21-5p prema miR-141-5p. Navedeni parovi su
pokazali korelaciju u analiziranom skupu, dok ostale kombinacije miRNA nisu pokazale statistiCki
znaCajnu povezanost. ToCke predstavijaju pojedinaéne uzorke s pripadajucim vrijednostima
ekspresije dviju miRNA. Plava crta prikazuje prilagodenu trend-liniju koja opisuje opci smjer i oblik
povezanosti izmedu varijabli. Sivo podrucje predstavija 95% interval pouzdanosti oko procijenjene
trend-linije.
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U normalnom tkivu korelacijski obrasci bili su sli¢ni: miR-16-5p i miR-141-5p imale
su najjaCu povezanost (r = 0,89), dok je miR-185-5p opet pokazivala slabije, ali

konzistentne korelacije s ostalima.

Ovi nalazi sugeriraju da su miR-16-5p, miR-141-5p i miR-21-5p zajednicki regulirane
i djeluju unutar istog regulatornog sklopa, dok miR-185-5p ima specifi¢niju i kontekstualno

ovisniju ulogu.

4.7. Analiza mutacijskog statusa KRAS, NRAS i BRAF gena

Mutacijska analiza KRAS/NRAS/BRAF provedena je u randomiziranom poduzorku

od 20 slu€ajeva kako je navedeno ranije u tekstu.

U analiziranom uzorku KRAS mutacija je pronadena u 12 uzoraka, dok je KRAS
mutacija izostala u 8 uzoraka, a BRAF mutacija je pronadena u 3 uzorka, dok je BRAF
mutacija izostala u 17 uzoraka. NRAS mutacija nadena je u samo jednom uzorku te kod

nje statisticka analiza nije moguca.

S obzirom na izrazito mali i neuravnoteZzen broj uzoraka, osobito u mutiranim
skupinama (n=3 za BRAF), te na veliku varijabilnost mjerenja, ovi se nalazi moraju
tumaciti iskljuc€ivo kao preliminarni i indikativni, uz jasnu potrebu za potvrdom na vecem,

reprezentativnijem i bolje uravnotezenom uzorku.

4.7.1. Ekspresija miRNA prema KRAS statusu

U provedenoj analizi nije utvrdena statistiCki znacCajna razlika u ekspresiji miRNA-
185, miRNA-141, miRNA-16 i miRNA-21 izmedu skupina s prisutnom i odsutnom KRAS
mutacijom, ni u tumorskom ni u netumorskom tkivu (sve p-vrijednosti > 0,05; Mann—
Whitney U test). Unato¢ tome, deskriptivna analiza upuéuje na odredene trendove: u
tumorskom tkivu zabiljeZene su nesto viSe medijanske vrijednosti mMiRNA-185 i miRNA-

141 u skupini s KRAS mutacijom, dok su u netumorskom tkivu iste miRNA pokazale
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suprotan obrazac, s nizim medijanima u KRAS-pozitivnoj skupini. Za miRNA-16 i miRNA-
21 takvi obrasci nisu jasno izrazeni, a medijanske vrijednosti izmedu skupina su vrlo
slicne. Ovi uoCeni trendovi sugeriraju mogucu tkivno-specifiénu povezanost ekspresije
pojedinih miRNA s KRAS statusom, no zbog malog broja ispitanika i velike varijabilnosti

podataka rezultati se trebaju tumaciti s oprezom i potvrditi na vecem uzorku.

Tablica 8: Ekspresija miRNA (22°) prema KRAS statusu.

KRAS=0 (n=8) Medijan KRAS=1 (n=12) Medijan p (Mann-
Tkivo miRNA
(min—max) (min—max) Whitney U)
Tumorsko miRNA-185 1.044 (0.271-1.493) 1.191 (0.264-2.354) 0.571
Tumorsko miRNA-141 0.053 (0.002-0.200) 0.066 (0.000233-0.397) 0.678
Tumorsko miRNA-16 17.406 (0.176-66.946) 10.282 (0.028-70.640) 0.792
Tumorsko miRNA-21 266.112 (13.594-535.663) 254.669 (13.687—-585.221) 1.000
Netumorsko miRNA-185 1.204 (0.330-1.798) 1.129 (0.231-1.582) 0.851
Netumorsko miRNA-141 0.262 (0.000122-0.373) 0.191 (0.000181-0.447) 0.910
Netumorsko miRNA-16 55.078 (0.232-83.620) 57.229 (0.351-82.239) 0.571
Netumorsko miRNA-21 156.450 (7.684-217.578) 160.091 (9.746-207.935) 0.624

Vrijednosti su prikazane kao medijan (min—-max). KRAS: 0 = nema mutacije, 1 = mutacija prisutna.

p-vrijednosti dobivene Mann—-Whitney U testom.

4.7.2. Ekspresija miRNA prema BRAF statusu

lako nijedna usporedba nije statistiCki znacajna na razini 0,05, uo¢en je konzistentan
deskriptivni trend viSih vrijednosti medijana miRNA u BRAF-pozitivhoj skupini u odnosu
na BRAF-negativnu, osobito u tumorskom tkivu. Najizrazeniji je ovaj obrazac za miRNA-
141 u tumorskom tkivu (p=0,054), gdje je medijan u BRAF=1 skupini viSestruko veci u
odnosu na BRAF=0. S obzirom na vrlo mali broj BRAF-pozitivnih uzoraka (n=3), rezultati

se trebaju tumaciti oprezno kao preliminarni pokazatelji moguceg obrasca povezanosti

53



izmedu BRAF statusa i poviSene ekspresije pojedinih miRNA, koji zahtijeva potvrdu na

vecem i uravnotezenijem uzorku.

Tablica 9: Ekspresija miRNA (22¢") prema BRAF statusu

BRAF=0 (n=17) Medijan BRAF=1 (n=3) Medijan (min- p (Mann-
Tkivo miRNA
(min—-max) max) Whitney U)
Tumorsko miRNA-185 1.011 (0.264-2.354) 1.472 (1.175-1.628) 0.118
Tumorsko miRNA-141 0.047 (0.000233-0.206) 0.264 (0.063-0.397) 0.054
Tumorsko miRNA-16 9.981 (0.028-66.946) 49.986 (7.824-70.640) 0.146
Tumorsko miRNA-21 207.481 (13.594-535.663) 496.453 (162.325-585.221) 0.179
Netumorsko miRNA-185 1.096 (0.231-1.538) 1.582 (1.067-1.798) 0.093
Netumorsko miRNA-141 0.182 (0.000122-0.442) 0.373 (0.064-0.447) 0.146
Netumorsko miRNA-16 54.965 (0.232-83.620) 72.988 (24.510-82.239) 0.179
Netumorsko miRNA-21 154.984 (7.684-217.578) 166.010 (77.919-207.935) 0.416

Vrijednosti su prikazane kao medijan (min—max). BRAF: 0 = nema mutacije, 1 = mutacija prisutna.

p-vrijednosti dobivene Mann—-Whitney U testom.
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5. RASPRAVA

U ovoj studiji analizirana je ekspresija miR-185-5p, miR-141-5p i miR-21-5p u tkivu
karcinoma kolona te je usporedena s ekspresijom u susjednoj netumorskoj sluznici,
koristeCi uparene uzorke istog bolesnika. Dodatno, istrazen je utjecaj lokalizacije tumora
(desni vs. lijevi kolon) na ekspresiju miRNA te je procijenjena stabilnost kandidata za
referentne miRNA u kontekstu FFPE tkiva. Kohorta je bila ograni¢ena na bolesnike
operirane s kurativnom namjerom i lokaliziranom boleScu stadija I-lll, uz praéenje ishoda

(progresija i petogodi$nje prezivljenje).

Glavni nalaz ovog rada je da je vrsta tkiva (tumor vs. susjedna sluznica) dominantan
determinirajuci €imbenik ekspresije analiziranih miRNA, dok lokalizacija ima maniji, ali
bioloski relevantan ucCinak za pojedine miRNA. U skladu s hipotezom, miR-185-5p i miR-
141-5p pokazale su nizu ekspresiju u tumorskom tkivu, dok je miR-21-5p pokazala viSu
ekspresiju u tumoru. Istodobno, uoCena je i bazalna asimetrija ekspresije u netumorskoj
sluznici izmedu desne i lijeve strane kolona, $to ima vazne implikacije za interpretaciju

studija koje koriste “normalno tkivo” kao kontrolu bez stratifikacije prema strani.

Konacno, analizirane miRNA u ovoj kohorti nisu pokazale jasnu povezanost s
klinicko-patoloskim obiljezjima niti s ishodima (progresija i petogodidnje prezivljenje), sto
upucuje da u lokaliziranoj bolesti njihov signal ostaje primarno dijagnosticki (razlikovanje

tumora od netumorskog tkiva), dok je prognosticki signal slab ili odsutan.

Jedan od Kkljuénih doprinosa ovog rada odnosi se na problem koji je Cesto
podcijenjen u tkivnim miRNA studijama: izbor endogene kontrole. U poCetnom dizajnu
razmatrane su miR-16-5p i miR-151a-3p kao kandidati za normalizaciju. Medutim,
empirijska procjena stabilnosti pokazala je da se miR-16-5p sustavno mijenja u prisutnosti
bolesti, Sto kompromitira njezinu ulogu neutralne “housekeeping” miRNA u ovom
kontekstu. Analiza ponovljenih mjerenja ANOVA za miR-151a-3p pokazala je statisticki
znacajnu razliku izmedu tumorskog i normalnog tkiva (p = 0,012), ali uz malu veli€inu
ucinka (n* = 0,050) i bez znacajne interakcije s lokalizacijom (p = 0,776), kao i bez razlike

izmedu desne i lijeve strane u analizi medu ispitanicima (p = 0,455). Ovakav obrazac
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upucuje na relativnu stabilnost miR-151a-3p i €ini je razumnom endogenom kontrolom za

normalizaciju u analiziranom materijalu.

Suprotno tome, miR-16-5p je pokazala izrazenu razliku izmedu tumora i normalnog
tkiva (p < 0,001), uz srednju do veliku veli¢inu u€inka (n* = 0,093), $to snazno sugerira da
se radi o bioloski aktivhoj miRNA Cija ekspresija odrazava tumorsku transformaciju (ili
promjene mikrookoliSa), a ne o stabilnoj tehni¢koj referenci. U Tablici 1 vidljivo je da miR-
16-5p ima najizrazeniji u€inak vrste tkiva (p < 0,001; w? = 0,190), s viSim vrijednostima u
netumorskom tkivu, uz i manji ucinak lokalizacije (p = 0,012; w? = 0,041). Zbog
navedenog, miR-16-5p je isklju¢ena iz normalizacije, a miR-151a-3p je koristena kao

jedina endogena kontrola.

Ovaj nalaz ima dvije vazne implikacije. Prvo, jaCa internu validnost rezultata jer se
normalizacija temelji na empirijski potvrdenoj stabilnosti u konkretnoj kohorti i tipu uzorka
(tumor + uparena susjedna sluznica). Drugo, pruza objadnjenje zasto literatura o miRNA
biomarkerima u CRC-u Cesto pokazuje neujednalene rezultate: razlike u odabiru
“housekeeping” miRNA mogu generirati prividne razlike ili prikriti stvarne bioloske ucinke
[101,141,143,145].

U skladu s postavljenom hipotezom, uo€ene su jasne razlike u ekspresiji izmedu
tumorskog i netumorskog tkiva za sve tri primarne miRNA od interesa: miR-185-5p i miR-
141-5p bile su viSe eksprimirane u zdravoj sluznici, dok je miR-21-5p bila viSe
eksprimirana u tumorskom tkivu. Dvofaktorska ANOVA s ponovljenim mjerenjima
pokazala je da je vrsta tkiva dominantan Cimbenik u sva Cetiri analizirana markera
(ukljuCujuéi i miR-16-5p kao demonstraciju varijabilnosti), dok je ucinak lokalizacije u

pravilu manji, a interakcije uglavnom odsutne ili slabe.

Za miR-141-5p, ucinak vrste tkiva bio je izrazen (p < 0,001; w? = 0,094), uz visu
ekspresiju u netumorskom tkivu. Za miR-21-5p, obrazac je bio suprotan: ekspresija je bila
znacajno visa u tumorskom tkivu (p < 0,001; w? = 0,094). Za miR-185-5p, ekspresija je
takoder bila visa u zdravom tkivu (p < 0,001; w? = 0,082).

U interpretativnom smislu, ovakav uzorak podrzava koncept da miR-21-5p
funkcionira kao onkomiR povezan s tumorigenezom i protumorskim mikrookoliSem, dok

miR-141-5p (miR-200 obitelj) i miR-185-5p u mnogim kontekstima pokazuju
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tumorsupresorske karakteristike. Vazno je naglasiti da su u kohorti razlike tumor—
normalno bile konzistentne i relativno neovisne o vecini klinicko-patoloskih varijabli, Sto
dodatno sugerira da je njihov primarni doprinos u lokaliziranoj bolesti dijagnosticki, dok
prognostiCka stratifikacija zahtijeva Siri spektar bioloSke heterogenosti ili dodatne
molekularne slojeve (npr. MSI/dMMR, CMS), dok je mutacijski status KRAS/NRAS/BRAF

u ovom radu analiziran eksploratorno u randomiziranom poduzorku.

Jedan od nalaza koji se posebno istiCe jest postojanje bazalne asimetrije ekspresije
miRNA u netumorskoj sluznici izmedu desnog i lijevog kolona. U netumorskom tkivu, miR-
185-5p, miR-141-5p i miR-16-5p pokazuju viSe vrijednosti u desnom kolonu, sto upucuje
da epitel kolona nije bioloski homogen. Ovaj nalaz ima nekoliko vaznih posljedica za

interpretaciju i dizajn buducih studija.

Prvo, interpretacija razlika “tumor vs. normalno” mora uzeti u obzir da normalna
sluznica lijeve i desne strane nije nuzno usporediva na bazi¢noj razini. Drugim rijeCima,
“susjedna sluznica” nije univerzalna kontrola ako se ne vodi racuna o regionalnoj biologiji.
Drugo, uo€ena asimetrija pruza dodatni okvir za razumijevanje poznatih bioloskih razlika
desnostranih i ljevostranih tumora, gdje regionalni fizioloSki Cimbenici, sastav mikrobiote,
imunoloski tonus i razvojni (embrioloski) kontekst mogu utjecati na regulatorne mreze
miRNA. U ovom radu ovakva ideja dobiva konkretan empirijski oblik kroz nalaze za miR-
185-5p, gdje je lokalizacija imala neovisan ucCinak, a uz to je detektirana i interakcija tipa

tkiva i lokalizacije.

MiR-185-5p je pokazala jedan od najsloZenijih, ali i konceptualno najzanimljivijih
obrazaca. Ekspresija je bila zna¢ajno visa u netumorskoj sluznici u usporedbi s tumorom
(p < 0,001; w? = 0,082), sto je konzistentno s tumorsupresorskim profilom. Istodobno,
lokalizacija je imala snazan neovisan ucinak (p < 0,001; w? = 0,104), uz viSe vrijednosti u
desnom kolonu, a dodatno je prisutna i znac¢ajna interakcija tkiva i lokalizacije (p = 0,010;
w? = 0,038). Prakticno znacenje interakcije tkivo-lokalizacija jest da razlika izmedu tumora
i netumorskog tkiva nije jednaka na lijevoj i desnoj strani, odnosno da tumorska
transformacija “reprogramira” miR-185-5p signal na nacin koji ovisi o regionalnom
kontekstu. Ovakav nalaz naglaSava da miR-185-5p nije samo tumor-specificna miRNA,

nego je njezina regulacija vjerojatno snazno modulirana bazalnim homeostatskim
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programima proksimalnog i distalnog kolona. Interpretativno, moguce je da se dio signala
miR-185-5p odnosi na zastitne ili diferencijacijske mehanizme sluznice proksimalnog
kolona, pri ¢emu tumorska transformacija mijenja taj obrazac, ali ne jednako u lijevom i
desnom kolonu. U translacijskom smislu, miR-185-5p se stoga namece kao kandidat Cija
se vrijednost biomarkera ne bi smjela procjenjivati bez eksplicitne stratifikacije po strani,
jer agregiranje desnih i lijevin tumora moze dovesti do podcjenjivanja ili pogreSne

interpretacije ucinka.

MiR-141-5p bila je niza u tumorskom tkivu u usporedbi sa susjednom sluznicom (p
< 0,001; w? = 0,094), uz maniji, ali statisti¢ki znacajan ucinak lokalizacije (p = 0,027; w? =
0,030), bez znacajne interakcije (p = 0,930). Ovi rezultati upucuju da se razlika izmedu
tumora i netumorskog tkiva za miR-141-5p pojavljuje podjednako u desnom i lijevom
kolonu (nema interakcije), dok je razlika u bazalnoj ekspresiji izmedu strana prisutna, ali

slabija nego kod miR-185-5p.

Bioloski, miR-141 pripada miR-200 obitelji, koja je Cesto povezana s regulacijom
epitelno-mezenhimalne tranzicije (EMT) i odrzavanjem epitelnih obiljezja [154-157].
Stoga je niZa ekspresija u tumoru u skladu s idejom da proces karcinogeneze ukljucuje
gubitak dijela epitelnih programa i povecanje plastiCnosti tumorskih stanica. Medutim, u
kohorti miR-141-5p nije pokazala povezanost s histoloSkim tipom, gradusom,
limfovaskularnom invazijom, limfocithom infiltracijom ili ishodima. Najvjerojatnije
objasnjenje lezi u strukturi kohorte tj. €injenici da su uklju¢eni bolesnici s lokaliziranom
boleScu stadija |-Ill, bez stadija IV, uz relativho mali broj nepovoljnih dogadaja (progresija
bolesti), Sto smanjuje statistiCku snagu za detekciju suptilnih prognostickih razlika. U tom
kontekstu, miR-141-5p ostaje primarno indikator tumorske transformacije, a ne marker

agresivnosti ili ishoda.

MiR-21-5p je u na$oj studiji pokazala oCekivani obrazac poviSenja u tumorskom
tkivu, s izraZzenim ucinkom vrste tkiva (p < 0,001; w? = 0,094). Lokalizacija nije bila
znacajna (p = 0,094; w? = 0,014), kao ni interakcija (p = 0,753), $to sugerira da je porast

miR-21-5p relativno robustan i neovisan o strani kolona u ovom uzorku.

U interpretaciji, miR-21-5p se CcCesto promatra kao miRNA povezana s

tumorigenezom i protumorskim mikrookoliSem, a u tkivnim uzorcima njezin signal moze
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odrazavati ne samo tumorske stanice nego i stromalne te imunoloske komponente [158—
161]. Upravo zbog toga, u lokaliziranoj bolesti miR-21-5p moze biti vrlo dobar marker
prisutnosti tumorskog procesa tj. dijagnosticki signal, ali ne nuzno i marker agresivnosti,
osobito ako kohorta nema dovoljno Sirok raspon bioloskih fenotipova (npr. metastatska
bolest, jasno definirani molekularni podtipovi). U skladu s time, u nasoj analizi nije nadena

povezanost miR-21-5p s progresijom niti s petogodiSnjim prezivljenjem.

U analizi povezanosti miRNA s patoloskim parametrima, nije pronadena znacajna
povezanost ekspresije miR-185-5p, miR-141-5p, miR-21-5p i miR-16-5p s kljucnim
obiljezjima, uklju€ujuéi veli€¢inu tumora (sve p > 0,38) i druge patoloSke varijable, Sto

upucuje na ograni¢en prognosti¢ki potencijal u ovoj kohorti.

Nadalje, pri usporedbi bolesnika s progresijom (n = 9) i bez progresije (n = 59), nije
bilo zna€ajnih razlika ni za jednu miRNA (p = 0,479), uz minimalne veli€ine ucinka.
Takoder nije bilo razlika izmedu bolesnika koji su preZivjeli pet godina (n = 54) i onih koji
nisu (n = 15) (sve p > 0,45). Ovi podaci upucuju da u lokaliziranoj bolesti stadija I-IlI
analizirane miRNA nisu prognosti¢ki korisne u smislu dugoro¢nih ishoda, barem ne kao
pojedinacni markeri. Vazno je naglasiti da izostanak prognostickog signala ne mora znaciti
da miRNA nemaju prognosticki potencijal opcenito, nego da je u homogenoj kohorti bez
metastatske bolesti dominantan signal vjerojatno dijagnosticki, dok se prognosticki signal
Cesto pojavijuje tek u Sirem spektru bioloSke agresivnosti ili u jasno definiranim
molekularnim podskupinama. U tom smislu, MSI/CMS okvir bi pruzio interpretativnhu
podlogu jer se prognosti¢ki relevantne razlike u CRC-u Cesto grupiraju u podtipove
obiljezene dominantnim bioloSkim programima (imunoloski, stromalno/mezhenhimalni)
[104,105,162—-164]. Posljedicno, miRNA profili u lokaliziranoj bolesti najée$¢e ostaju na
razini razlikovanja tumora i netumorskog tkiva, dok se prognostiCki signal jasnije

manifestira u analizi unutar molekularno definiranih podskupina.

Korelacijska analiza dodatno podupire ideju da dio miRNA djeluje unutar
zajednickog regulatornog sklopa. U tumorskom tkivu zabiljeZzene su snazne pozitivhe
povezanosti medu miR-16-5p, miR-141-5p i miR-21-5p (r = 0,90-0,95), dok je miR-185-

5p pokazivala umjerene korelacije s ostalima (r = 0,62-0,67). U netumorskom tkivu
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obrasci su bili sli¢ni: miR-16-5p i miR-141-5p imale su najjacu povezanost (r = 0,89), dok

je miR-185-5p opet pokazivala slabije korelacije.

Ovakav nalaz je vazan iz dva razloga. Prvo, to upucuje da miR-16-5p, miR-141-5p i
miR-21-5p vjerojatno odrazavaju djelomi¢no zajednicke regulatorne programe povezane
s tumorskom transformacijom, koji su u tumoru izrazenije aktivirani, ali su u odredenoj
mjeri prisutni i u normalnoj sluznici. Drugo, relativha “odvojenost” miR-185-5p podupire
zaklju€ak da je njezina regulacija kontekstualno ovisnija i snaznije modulirana regionalnim
faktorima, Sto je konzistentno s izraZenijim signalom lateralnost i prisutnoSc¢u interakcije u
ANOVA modelu.

Mutacijska analiza KRAS/NRAS/BRAF provedena je u randomiziranom poduzorku
od 20 tumorskih uzoraka, s ciljem dobivanja procjene ucestalosti kljuénih promjena u
RAS/RAF osi i ispitivanja postoji li naznaka povezanosti izmedu mutacijskog statusa i
tkivnih miRNA profila. Takav pristup je metodoloski opravdan jer omogucuje da se na
manjem, slu¢ajno odabranom poduzorku najprije identificiraju moguéi molekularni obrasci
i generiraju hipoteze, koje se potom mogu provjeriti na ve¢em uzorku i u slozenijim

multivarijatnim modelima.

U analiziranom poduzorku KRAS mutacija bila je prisutna u 12/20 slu€ajeva, dok je
u 8/20 slu€ajeva izostala. BRAF mutacija utvrdena je u 3/20 slu€ajeva, dok je u preostalih
17/20 bila odsutna. NRAS mutacija zabiljeZena je u jednom slu€aju, zbog Cega statistiCka
usporedba po NRAS statusu nije bila moguca. Usporedba ekspresije miRNA prema KRAS
statusu nije pokazala statisticki zna¢ajne razlike ni u tumorskom ni u netumorskom tkivu
(Mann—-Whitney U; sve p-vrijednosti > 0,05). Taj nalaz upuéuje da u ovakvoj kohorti
lokalizirane Dbolesti, dominantni miRNA signal ostaje vezan uz samu tumorsku
transformaciju i regionalni kontekst sluznice, dok potencijalni doprinos KRAS mutacije,
ako postoji, vjerojatno ima manju veli¢inu ucinka ili je uvjetovan dodatnim ¢imbenicima
(npr. mikrookolisem, udjelom strome, CMS/MSI podtipom ili interakcijom s lateralnoS¢u),

koji u ovom dizajnu nisu mogli biti pouzdano modelirani.

Za BRAF status uoceni su konzistentni deskriptivni trendovi viSih vrijednosti miRNA
u BRAF-pozitivhoj skupini, osobito u tumorskom tkivu. NajizraZeniji trend zabiljeZen je za

mMiRNA-141 u tumorskom tkivu (p = 0,054), uz istosmjerni porast medijana i za miRNA-21,
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MiRNA-185 i miRNA-16, dok su u netumorskom tkivu trendovi bili slabiji, ali u istom
smjeru. Buduci da BRAF-pozitivha skupina u uzorku broji samo tri slu¢aja, ovaj se obrazac
ne moze interpretirati kao dokaz, nego kao naznaka moguceg bioloSkog potpisa
BRAF-mutiranih tumora koja zahtijeva potvrdu na vecem i uravnotezenijem uzorku.
Unato¢ ogranienjima, ovi trendovi su konceptualno zanimljivi jer BRAF-mutirani CRC
Cesto predstavlja bioloSki poseban podtip s karakteristicnim transkripcijskim i
mikrookoliSnim obiljezjima. U takvom kontekstu, razlike u miRNA ekspresiji mogu
odrazavati izravne posljedice pojatane MAPK signalizacije, ali i promjene u
diferencijacijskim programima i sastavu tumorske jedinice (omjer epitelnih, stromalnih i

imunoloskih komponenti).

Kako bi se miRNA nalazi interpretirali mehanisticki, korisno je promatrati ih u okviru
nekoliko medusobno povezanih signalnih mreza koje Cine jezgru CRC biologije:
RAS/RAF/MEK/ERK (MAPK) os, PI3K/AKT/mTOR os, WNT/B-katenin program te
TGF-B-ovisne mreze koje reguliraju EMT i remodeliranje mikrookoliSa [14,165-168].
Mutacije KRAS i BRAF nalaze se ,uzvodno“ u MAPK osi i mogu preoblikovati
transkripcijske  programe tumora [71,167,169]. MIRNA pritom djeluju kao
posttranskripcijski regulatori koji, umjesto jedne mete, najc¢eSée simultano moduliraju vise
komponenti puta ili njegovih negativnih povratnih sprega, pa njihov neto-uc¢inak moze biti

kontekstualan i ovisan o stanichnom sastavu uzorka [170-172].

MiR-21-5p je u ovom istrazivanju pokazala robusno poviSenje u tumoru, bez jasnog
ucinka lateralnosti, §to je kompatibilno s njezinom ulogom u protumorskim programima i
mikrookoliSu. U literaturi se miR-21 Cesto povezuje s osi PI3K/AKT kroz inhibiciju
negativnih regulatora (primjerice PTEN) te s modulacijom apoptotskih i invazivnih
programa [130,173,174]. Dodatno, miR-21 moze utjecati i na MAPK mrezu kroz ciljanje
pojedinih negativnih regulatora signalizacije, ¢ime se stvara ,pojaCavajuca petlja“ u
tumorskom kontekstu [175-177]. U tom svjetlu, trend viSih vrijednosti miR-21 u
BRAF-pozitivnim tumorima u nasem poduzorku bioloski je smislen jer pojatana MAPK
aktivnost mozZe potaknuti transkripcijske programe koji pogoduju poviSenju miR-21, no

zbog malog broja BRAF pozitivnih uzoraka taj zaklju¢ak ostaje hipotetski.

61



MiR-141-5p (miR-200 obitelj) u nasem je uzorku snizena u tumoru, uz manji u€inak
lateralnosti i bez interakcije, $to upucuje na relativno stabilan tumor-povezan obrazac.
Funkcionalno, miR-200 obitelj povezuje se s odrzavanjem epitelnih obiljeZja kroz
regulaciju transkripcijskin faktora EMT programa (npr. osi ZEB/epitelni markeri) te s
modulacijom TGF-B-posredovane plasti¢nosti [154—156,178-180]. U tom okviru, snizenje
miR-141 moZe se tumaciti kao dio deregulacije diferencijacijskin programa tijekom
karcinogeneze. Zanimljivo, u BRAF-pozitivnim slu€ajevima uocili smo trend viSih
vrijednosti miR-141 u tumoru, Sto moze odraziti specificnu biologiju BRAF-mutiranih
tumora ili razlike u sastavu uzorka (npr. udio epitelnin komponenti), ali bez &vrstog

zaklju€ka, ponovno radi malog broja mutacija u uzorcima.

MiR-185-5p pokazala je najsnazniji ,kontekstualni“ obrazac, uklju€uju¢i bazalnu
asimetriju u netumorskoj sluznici i zna€ajnu interakciju tkivo-lokalizacija. Takav nalaz
sugerira da miR-185 integrira regionalne homeostatske programe sluznice s tumorskom
deregulacijom. U eksperimentalnim modelima miR-185 se opisuje kao regulator osi koje
se preklapaju s PI3K/AKT (npr. kroz IGF signalizaciju) [109,115,181,182] te kao
potencijalni modulator komponenti programa proliferacije i diferencijacije, ukljuujuéi i
mreze povezane s WNT/B-katenin signalizacijom [110,183]. Time se otvara moguénost
da je dio uocCenog signala lateralnosti posljedica regionalno razli€ite bazalne aktivnosti
razvojnih i metaboliCkih programa, dok tumorska transformacija taj obrazac preoblikuje

razli€ito na lijevoj i desnoj strani.

U cjelini, rezultati se mogu tumaciti kao slojevito: najjasnije se vidi razlika izmedu
tumora i netumorskog tkiva; zatim se, slabije ali dosljedno, oCituju regionalne razlike
izmedu desnog i ljevog kolona; a povezanost s mutacijama u ovom trenutku ostaje tek
naznaCena i vidljiva prvenstveno kroz trendove povezane s BRAF statusom. Takav
poredak je oCekivan u kohorti lokalizirane bolesti stadija I-Ill, gdje dominira zajednicki
S2tumorski“ program, dok se molekularno-specificne razlike Cesto manifestiraju tek uz

detaljniju stratifikaciju (MSI/dMMR, CMS) ili u uznapredovalim stadijima.

Za buduéu nadogradnju, moguée je proSiriti mutacijsku analizu na veéu i
uravnotezeniju skupinu te testirati interakcije mutacija s lateralno$¢u, posebno za

miR-185, buduéi da je upravo ona pokazala interakcijski obrazac u glavhom modelu.
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Nadalje, ukljuc¢ivanje MSI/dMMR ili CMS podtipova omogucilo bi preciznije mapiranje
miRNA na bioloSke programe (imunoloski, stromalni, epitelni/WNT, metabolicki) i

vjerojatno bi povecalo Sansu za detekciju prognostickih signala u podskupinama.

OgraniCenja ovog rada treba interpretirati kao dio konteksta, ali i kao smjernice za
eventualna daljnja istrazivanja. Prvo, uklju€eni su bolesnici s lokaliziranom boleScu stadija
[-1ll, bez metastatske bolesti, uz relativno mali broj nepovoljnih dogadaja u smislu
progresija. To ograniCava moguénost detekcije prognostiCkih ucinaka i smanjuje
statisticku snagu za suptilne razlike medu podskupinama. Nadalje, tkivni miRNA signal u
FFPE uzorcima reflektira i tumorske i mikrookoliSne komponente, uklju€ujuci stromu i
imunoloske stanice. Time se dobiva “integrirani” signal bioloSkih programa, ali se ne moze
precizno razdvojiti doprinos tumorskih stanica od mikrookoliSa bez dodatnih metoda.
Takoder, u nije bilo planirano odredivanje MSI/dMMR ili CMS status, pa CMS okvir sluzi
kao interpretativna hipoteza, a ne dokaz. U konacnici, mutacijski status
KRAS/NRAS/BRAF uklju€en je u unaprijed definiranom randomiziranom poduzorku od 20
slucajeva. Zbog male veli€ine i neuravnotezenosti skupina (osobito za BRAF-mutirane
tumore), ova analiza ima eksploratorni karakter te ogranicenu snagu za detekciju razlika.
Stoga se nalazi trebaju tumacditi prvenstveno kao hipotezno-generirajuéi i kao smjernica

za buduce, opseznije analize uz potpunu molekularnu stratifikaciju.

lako se miRNA Cesto promoviraju kao kandidati za prognostiCke biomarkere,
rezultati sugeriraju da u lokaliziranoj bolesti stadija |-Ill njihov najkonzistentniji doprinos
ostaje na razini bioloSke detekcije tumorske transformacije. To je posebno jasno za miR-
21-5p (poviSena u tumoru) te za miR-141-5p i miR-185-5p (snizene u tumoru), gdje je
ucinak vrste tkiva robustan. Medutim, jedna od najvaznijih stavki ovog rada u odnosu na
brojne postojece studije jest naglasak na regionalnoj biologiji i €injenici da netumorska
sluznica nije nuzno homogena kontrola. Nalaz bazalne asimetrije i, jo$ vaznije, interakcije
tkivo-lokalizacija za miR-185-5p, upucuju da translacija miRNA u klinicke testove (bilo
tkivne, bilo potencijalno i cirkuliraju¢e) mora ukljuciti promisljanje o stratifikaciji prema

strani, izboru kontrolnog tkiva te standardizaciji metodologije.
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U prakticnom smislu, nalazi ovog istraZivanja imaju implikacije na vise razina. U
dizajnu istrazivanja, desni i lijevi kolon treba tretirati kao bioloski razliCite niSe, a ne kao
“isti organ s razli€itim simptomima”, jer regionalna biologija moze oblikovati i bazalnu
ekspresiju miRNA u netumorskoj sluznici i nacin na koji se miRNA deregulira u tumoru. U
interpretaciji biomarkera to znaci da se razlike “tumor vs. normalno” ne smiju tumaciti
izolirano, vec¢ kroz prizmu bazalnih razlika normalne sluznice, osobito kada se usporeduju
kohorte s razli€itim udjelom desnostranih i ljevostranih tumora. Konacno, u analitickom
smislu, izbor endogene kontrole moze bitnho promijeniti zakljuCke te mora biti empirijski
potvrden u konkrethom materijalu i dizajnu; naSi rezultati pokazuju da se miR-151a-3p
ponasa stabilnije od miR-16-5p, dok miR-16-5p pokazuje bioloSku varijabilnost povezanu

s boleS¢u, zbog €ega nije prikladna kao neutralna referenca u ovom kontekstu.

Zaklju€no, ovo istraZzivanje pokazalo je da miR-185-5p, miR-141-5p i miR-21-5p
imaju konzistentno razliCitu ekspresiju u tumorskom tkivu u odnosu na susjednu
netumorsku sluznicu u lokaliziranom karcinomu kolona stadija I-Ill, pri ¢emu je vrsta tkiva
dominantan ¢imbenik ekspresije. MiR-21-5p je poviSena u tumoru, dok su miR-141-5p i
miR-185-5p snizene, Sto podupire njihovu ulogu kao dijela regulatornih mreza tumorske
transformacije. Istodobno, nalaz bazalne asimetrije u netumorskoj sluznici te izrazene
interakcije tkivo-lokalizacija za miR-185-5p potvrduju da se CRC ne moze interpretirati
bez uzimanja u obzir regionalne biologije kolona, te naglasavaju prakti¢nu potrebu da se
u analizama biomarkera eksplicitno kontrolira lateralnost i da se ,normalno® tkivo promatra
kao regionalno odredena kontrola. Mutacijska analiza u randomiziranom poduzorku od 20
sluCajeva nije pokazala razlike miRNA prema KRAS statusu, dok su za BRAF uoceni
konzistentni trendovi visih vrijednosti miRNA, osobito miR-141 u tumorskom tkivu; iako
ograni¢eni malim brojem BRAF-pozitivnih slu€ajeva, ti nalazi sugeriraju potencijalnu
poveznicu izmedu RAS/RAF signalizacije i miRNA pejzaza koja zahtijeva potvrdu u vecoj
kohorti. Ukupno, rezultati upuéuju da analizirane miRNA u lokaliziranoj bolesti nose prije
svega dijagnosticki i bioloSko-interpretativni signal, dok je za prognostiCku stratifikaciju
vjerojatno potrebna integracija s dodatnim molekularnim slojevima, poput MSI/dMMR i

CMS klasifikacije, te potpunijim mutacijskim profilom.
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6. ZAKLJUCCI

Prema rezultatima dobivenim ovim istrazivanjem moze se zakljuciti sljedece:

- U lokaliziranom karcinomu kolona stadija I-Ill miR-21-5p je poviSena u tumorskom
tkivu, dok su miR-141-5p i miR-185-5p sniZzene u odnosu na susjednu netumorsku

sluznicu. Vrsta tkiva najizrazeniji je izvor varijabilnosti ekspresije.

- Netumorska sluznica pokazuje bazalne razlike izmedu desnog i lijevog kolona, to
potvrduje da ,normalno” tkivo predstavlja regionalno odredenu kontrolu te da lateralnost
treba eksplicitno uvaziti u biomarkernim analizama; za miR-185-5p je dodatno potvrdena
interakcija tkiva i lokalizacija, odnosno razliCita veli€ina razlike tumor—sluznica izmedu

strana.

- Za miR-141-5p razlika izmedu tumora i susjedne sluznice konzistentna je na obje

strane kolona uz maniji, ali prisutan ucinak lokalizacije na ukupne razine ekspresije.

- Empirijska validacija endogene kontrole pokazala je da je miR-151a-3p stabilnija
referentna miRNA od miR-16-5p, dok miR-16-5p pokazuje bioloSku varijabilnost povezanu

s boles¢u te nije prikladna kao neutralna kontrola normalizacije u ovom kontekstu.

- U ovoj kohorti analizirane miRNA nisu pokazale pouzdanu povezanost s
kliniCko-patoloSkim obiljezjima ni ishodima, $to upucuje da u lokaliziranoj bolesti njihov

signal primarno odrazava tumornu transformaciju i regionalnu biologiju.

- Mutacijska analiza KRAS/NRAS/BRAF provedena je u randomiziranom poduzorku
od 20 slu€ajeva kao hipotezno-generiraju¢a procjena: nije uocena razlika miRNA prema
KRAS statusu, dok su za BRAF zabiljeZeni konzistentni trendovi visih vrijednosti miRNA,
osobito miR-141-5p u tumorskom tkivu; zbog rijetkosti NRAS mutacije nije bilo moguce

izvoditi statisticke zakljucke.
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POPIS SKRACENICA

AGO — protein Argonaut (Argonaute protein)

AJCC — Americki zajednicki odbor za rak (American Joint Committee on Cancer)
AKT — proteinska kinaza B (AKT / protein kinase B)

ANOVA — analiza varijance (analysis of variance)

APC — gen adenomatozne polipoze kolona (adenomatous polyposis coli)

BRAF — protoonkogen B-Raf, serin/treonin kinaza (B-Raf proto-oncogene,

serine/threonine kinase)

cDNA — komplementarna DNA (complementary DNA)

CIMP — fenotip metilatora CpG-otoka (CpG island methylator phenotype)
CIN — kromosomska nestabilnost (chromosomal instability)

CMS — konsenzusni molekularni podtip (consensus molecular subtype)
CMS1 — MSI—imuni podtip (MSl-immune)

CMS2 — kanonicki podtip (canonical)

CMS3 — metabolicki podtip (metabolic)

CMS4 — mezenhimalni podtip (mesenchymal)

CRC — kolorektalni karcinom (colorectal cancer)

Ct — prag ciklusa (cycle threshold)

dMMR — defekt popravka nesparenih baza (deficient mismatch repair)
DNA — deoksiribonukleinska kiselina (deoxyribonucleic acid)

dsDNA — dvolancana DNA (double-stranded DNA)

EGFR — receptor epidermalnog ¢imbenika rasta (epidermal growth factor receptor)
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EMT — epitelno-mezenhimalna tranzicija (epithelial-mesenchymal transition)

ERK — izvanstani¢nim signalom regulirana kinaza (extracellular signal-regulated

kinase)

FFPE — formalinom fiksiran, parafinom uklopljen (formalin-fixed, paraffin-embedded)
GDP — gvanozin-difosfat (guanosine diphosphate)

GTP — gvanozin-trifosfat (guanosine triphosphate)

IGF — inzulinu sli¢an ¢imbenik rasta (insulin-like growth factor)

JASP — statisticki program JASP (JASP statistical software)

KRAS — homolog viralnog onkogena Kirsten rat sarkoma (Kirsten rat sarcoma viral

oncogene homolog)

LNA — zaklju€ana nukleinska kiselina (locked nucleic acid)

MAPK — mitogenom aktivirana proteinska kinaza (mitogen-activated protein kinase)
MEK — MAPK/ERK kinaza (MAPK/ERK kinase; MAP kinase kinase)

mMiRNA — mikroRNA / mikroribonukleinska kiselina (microRNA)

MMR — popravak nesparenih baza DNA (DNA mismatch repair)

MSI — mikrosatelitna nestabilnost (microsatellite instability)

MSI-H — mikrosatelitha nestabilnost visoke razine (microsatellite instability-high)
MYC — protoonkogen MYC (MY C proto-oncogene)

NRAS — homolog viralnog onkogena RAS neuroblastoma (neuroblastoma RAS viral

oncogene homolog)

PCR — lan€ana reakcija polimerazom (polymerase chain reaction)

PI13K — fosfatidilinozitol-3-kinaza (phosphoinositide 3-kinase)

PIP3 — fosfatidilinozitol-3,4,5-trifosfat (phosphatidylinositol (3,4,5)-trisphosphate)

pre-miRNA — prekursorska miRNA (precursor microRNA)
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pri-miRNA — primarni transkript miRNA (primary microRNA transcript)

PTEN — fosfataza i tenzin homolog (phosphatase and tensin homolog)

gPCR — kvantitativni PCR u realnom vremenu (quantitative real-time PCR)

RAF — RAF serin/treonin kinaza (RAF serine/threonine kinase)

RAS — RAS (obitelj malih GTP-aza) (rat sarcoma; RAS family of small GTPases)
RISC — kompleks za utiS8avanje induciran RNA (RNA-induced silencing complex)
RNA — ribonukleinska kiselina (ribonucleic acid)

RT-gPCR — reverzna transkripcija + kvantitativni PCR u realnom vremenu (reverse

transcription quantitative real-time PCR)

SD — standardna devijacija (standard deviation)

SYBR — bojilo SYBR Green (SYBR Green dye)

TE — Tris-EDTA pufer (Tris-EDTA buffer)

TNM — klasifikacija tumora, limfnih ¢vorova i metastaza (Tumor—-Node—Metastasis)
TP53 — tumorski protein p53 / gen TP53 (tumor protein p53)

UICC — Unija za medunarodnu kontrolu raka (Union for International Cancer Control)

WNT — Wnt signalni put (Wnt (Wingless/Int) signaling pathway)
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Ime i prezime: Dorian Krsul
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Radno iskustvo

Klini¢ki bolni¢ki centar Rijeka, Rijeka, Hrvatska — Specijalist abdominalne kirurgije;
19.11.2020. — trenutacno

Medicinski fakultet SveuciliSta u Rijeci, Rijeka, Hrvatska — Asistent na Katedri za
kirurgiju; 2017. — trenuta¢no

Fakultet zdravstvenih studija SveuciliSta u Rijeci, Rijeka, Hrvatska — Asistent; 2015.
—2022.

Klinicki bolni¢ki centar Rijeka, Rijeka, Hrvatska - Specijalizant abdominalne
kirurgije; 04.01.2015. — 19.11.2020.

Skolovanje
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Strani jezici
- engleski
Istrazivacke vjestine i kompetencije

Ucinak liberalne i restriktivne primjene intravenskih tekucina na endotelni glikokaliks u

operiranih bolesnika s kolorektalnim karcinomom; 2016. — suradnik na projektu

Razvoj tumorskih ksenograft modela iz humanih tumora probavnog sustava te istraZivanje
biomarkera bolesti i validacija bioloSkih meta za razvoj novih onkoloskih lijekova; 2017. —
2020. — suradnik na projektu

Translacijska istrazivanja u podruCju gastroenterologije na preostalom kirurS§kom

materijalu; 2021. — danas — suradnik na projektu

Translacijska istraZivanja kolorektalnog karcinoma na preostalom kirurSkom materijalu;
2021.- 2023. — suradnik na projektu

Prostorna omika za profiliranje heterogenosti kolorektalnog karcinoma, identifikaciju
biomarkera, karakterizaciju mikrobiote i translaciju u personalizirani terapijski pristup;

2024. — danas — Clan istrazivaCkog tima

Znanstveni rad iz podrucja teme doktorata:

Krsul D, Prenc E, Pozgaj L, Stefok D, Pongrac P, Podolski M, i ostali. Diagnostic
Relevance of miR-185, miR-141, and miR-21 in Colon Carcinoma: Insights into Tumor
Sidedness and Reference Gene Selection. Biomedicines. 10. listopad 2025.;13(10):2460.
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Ostali izvorni znanstveni radovi:

Krsul D, Karlovi¢ D, Jerkovi¢ A, Zelic M. Endoscopic pilonidal sinus treatment: tutorial
with tips and tricks - a video vignette. Colorectal Dis. 2024 Apr;26(4):824-825. doi:
10.1111/codi.16919. Epub 2024 Feb 25. PMID: 38403811. DOI: 10.1111/codi.16919

Karlovi¢, D., Krsul, D., Bori¢, M., Quien, D., BarCot, O., Ibuki¢, A., Zeli¢, M. (2024).
Smijernice za lijeCenje benignih bolesti anorektalne regije. LijeCnicki vjesnik, 146 (3-4), 77-
90. https://doi.org/10.26800/LV-146-3-4-1

Karlovi¢ D, Klarica L, Krsul D, Simi¢i¢ N, Zelic M. ASGIIFT (Autologous Skin Graft
Intersphincteric Implantation in anal Fistula Treatment): Additional step in LIFT procedure
for complex transsphincteric anal fistula - A video vignette. Colorectal Dis. 2025
Oct;27(10):e70272. doi: 10.1111/codi.70272. PMID: 41063491.

European Society of Coloproctology (ESCP) Circular Stapled Anastomosis Working
Group and 2017 European Society of Coloproctology (ESCP) Collaborating Group.
Anastomotic leak after manual circular stapled left-sided bowel surgery: analysis of
technology-, disease-, and patient-related factors. BJS Open. 2024 Sep 3;8(5):zrae089.
doi: 10.1093/bjsopen/ zrae089. PMID: 39441693; PMCID: PMC11498054 (kao clan

istraZivaCke skupine)

Vu J, Koh C, Solomon M, Brown K, et al.; Prehabilitation Expert Collaborative; Steffens D.
Patients' and carers' views on research priorities in prehabilitation for cancer surgery.
Support Care Cancer. 2024 May 24;32(6):378. doi: 10.1007/s00520-024-08585-1. PMID:
38787478; PMCID: PMC11126464. (kao ¢lan ekspertne skupine)

NIHR Global Health Research Unit on Global Surgery; STARSurg Collaborative. A
prognostic model for use before elective surgery to estimate the risk of postoperative
pulmonary complications (GSU-Pulmonary Score): a development and validation study in
three international cohorts. Lancet Digit Health. 2024 Jul;6(7):e507-e519. doi:
10.1016/S2589-7500(24)00065-7. PMID: 38906616. (kao ¢&lan istraZivacke skupine)
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Raichurkar P, Denehy L, Solomon M, Koh C, et al.; Prehabilitation Expert Collaborative.
Research Priorities in Prehabilitation for Patients Undergoing Cancer Surgery: An
International Delphi Study. Ann Surg Oncol. 2023 Nov;30(12):7226-7235. doi:
10.1245/s10434-023-14192-x. Epub 2023 Aug 24. PMID: 37620526; PMCID:
PMC10562336. (kao Clan ekspertne skupine)

NIHR Global Health Unit on Global Surgery; COVIDSurg Collaborative. Elective surgery
system strengthening: development, measurement, and validation of the surgical
preparedness index across 1632 hospitals in 119 countries. Lancet. 2022 Nov
5;400(10363):1607-1617. doi: 10.1016/S0140-6736(22)01846-3. Epub 2022 Oct 31.
PMID: 36328042; PMCID: PMC9621702. (kao Clan istrazivacke skupine)

Fotopoulou C, Khan T, Bracinik J, Glasbey J, et al.; CovidSurg Gynecological Cancer
Collaborators. Outcomes of gynecologic cancer surgery during the COVID-19 pandemic:
an international, multicenter, prospective CovidSurg-Gynecologic Oncology Cancer study.
Am J Obstet Gynecol. 2022 Nov; 227(5):735.e1-735.e25. doi:
10.1016/j.ajog.2022.06.052. Epub 2022 Jun 30. PMID: 35779589; PMCID: PMC9242690.

(kao Clan istraZivacke skupine)
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cancer: An international prospective cohort study. Colorectal Dis. 2022 Mar 14;24(6):708—
26. doi: 10.1111/codi.16117. PMID: 35286766; PMCID: PMC9322431. (kao ¢lan
istrazivaCke skupine)

COVIDSurg Collaborative. Effect of COVID-19 pandemic lockdowns on planned cancer
surgery for 15 tumour types in 61 countries: an international, prospective, cohort study.
Lancet Oncol. 2021 Nov;22(11):1507-1517. doi: 10.1016/S1470-2045(21)00493-9. Epub
2021 Oct 5. PMID: 34624250; PMCID: PMC8492020. (kao ¢lan istrazivacke skupine)

STARSurg Collaborative and COVIDSurg Collaborative. Death following pulmonary
complications of surgery before and during the SARS-CoV-2 pandemic. Br J Surg. 2021
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Dec 1;108(12):1448-1464. doi: 10.1093/bjs/znab336. PMID: 34871379. (kao clan
istrazivaCke skupine)

COVIDSurg Collaborative. Preoperative nasopharyngeal swab testing and postoperative
pulmonary complications inpatients undergoing elective surgery during the SARS-CoV-2
pandemic. Br J Surg. 2021 Jan 27;108(1):88-96. doi:10.1093/bjs/znaa051. PMID:
33640908; PMCID: PMC7717156. (kao Clan istrazivacke skupine)

Glasbey JC, Nepogodiev D, Simoes JFF, Omar O, et al.; COVIDSurg Collaborative.
Elective Cancer Surgery in COVID-19-Free Surgical Pathways During the SARS-CoV-2
Pandemic: An International, Multicenter, Comparative Cohort Study. J Clin Oncol. 2021
Jan 1;39(1):66-78. doi: 10.1200/JC0O.20.01933. Epub 2020 Oct 6. PMID: 33021869;
PMCID: PMC8189635. (kao Clan istrazivacke skupine)

ESCP Enhanced Recovery Collaborating Group. An international assessment of the
adoption of enhanced recovery after surgery (ERAS®) principles across colorectal units
in 2019-2020. Colorectal Dis. 2021 Nov;23(11):2980-2987. doi:10.1111/codi.15863. Epub
2021 Sep 30. PMID: 34365718. (kao Clan istrazivaCke skupine)

Karlovi¢ D, Krsul D, Baci¢ D, Zeli¢ M. Video-assisted anal fistula treatment in combination
with ligation of the intersphincteric fistula tract in the treatment of complex transsphincteric
fistulas - a video vignette. Colorectal Dis. 2020 Sep;22(9):1204-1205. doi:
10.1111/codi.15050. Epub 2020 Apr 6. PMID: 32198908

Zelic M, Karlovi¢ D, Krsul D, Baci¢ D, Warusavitarne J. Video-Assisted Anal Fistula
Treatment for Treatment of Complex Cryptoglandular Anal Fistulas with 2 Years Follow-
Up Period: Our Experience. J Laparoendosc Adv Surg Tech A. 2020 Dec;30(12):1329-
1333. doi: 10.1089/1ap.2020.0231. Epub 2020 May 15. PMID: 32412822.

COVIDSurg Collaborative. Delaying surgery for patients with a previous SARS-CoV-2
infection. Br J Surg. 2020 Nov; 107(12):e601-e602. doi: 10.1002/bjs.12050. Epub 2020
Sep 25. PMID: 32974904; PMCID: PMC7537063. (kao Clan istrazivaCke skupine)
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SARS-CoV-2 pandemic. Colorectal Dis. 2020 Nov 15;23(3):732-49. doi:
10.1111/c0di.15431. Epub ahead of print. PMID: 33191669; PMCID: PMC7753519. (kao

Clan istrazivacke skupine)

2017 European Society of Coloproctology (ESCP) collaborating group. Safety of primary
anastomosis following emergency left sided colorectal resection: an international, multi-
centre prospective audit. Colorectal Dis. 2018 Sep;20 Suppl 6:47-57. doi:
10.1111/c0di.14373. PMID: 30255647. (kao Clan istrazivacke skupine)

2017 and 2015 European Society of Coloproctology (ESCP) collaborating groups. The
impact of conversion on the risk of major complication following laparoscopic colonic
surgery: an international, multicentre prospective audit. Colorectal Dis. 2018 Sep;20 Suppl
6:69-89. doi: 10.1111/codi.14371. PMID: 30255643. (kao Clan istrazivacke skupine)

2017 European Society of Coloproctology (ESCP) collaborating group. Evaluating the
incidence of pathological complete response in current international rectal cancer
practice: the barriers to widespread safe deferral of surgery. Colorectal Dis. 2018 Sep;20
Suppl 6:58-68. doi: 10.1111/codi.14361. PMID: 30255641. (kao ¢lan istrazivacke skupine)

2017 European Society of Coloproctology (ESCP) collaborating group. An international
multicentre prospective audit of elective rectal cancer surgery; operative approach versus
outcome, including transanal total mesorectal excision (TaTME). Colorectal Dis. 2018
Sep;20 Suppl 6:33-46. doi: 10.1111/codi.14376. PMID: 30255642. (kao Clan istrazivacke

skupine)

2017 European Society of Coloproctology (ESCP) collaborating group. Association of
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sided colorectal resection: an international, multi-centre, prospective audit. Colorectal Dis.
2018 Sep;20 Suppl 6:15-32. doi: 10.1111/codi.14362. PMID: 30255646. (kao c¢lan

istrazivaCke skupine)
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KuniSek L, Gudelj M, Zeli¢ M, Krsul D, Kunisek J. Acute Gallbladder Torsion with
Gangrene and Cholelithiasis — A Rare Condition. Acta Clin Croat. 2016 Dec;55(4):671-
674. doi: 10.20471/acc.2016.55.04.22. PMID: 29117662.

Objavljena poglavlja u knjigama:

Krsul D, Karlovi¢ D, Baci¢ b, Zeli¢ M. Sphincter Preserving Techniques in Anal Fistula
Treatment [Internet]. Current Topics in Colorectal Surgery. IntechOpen; 2021. DOI:
10.5772/intechopen.99547

Karlovi¢ D, Krsul D, Jerkovi¢ A, BacCi¢ D, Zeli¢ M. Anal Fistula: Contemporary View of
Complex Problem [Internet]. Benign Anorectal Disorders - An Update. IntechOpen; 2023.
DOI: 10.5772/intechopen.102752

Karlovi¢ D, Klarica L, Krsul D, SimiCi¢ N, Jerkovi¢ A, Miloti¢ M, Zelic¢ M. Fecal
Incontinence: How to Approach and Treat?. Diseases of the Rectum and Anus - A Concise
Guide. IntechOpen; 2025. DOI: 10.5772/intechopen.1009657

Znanstvena kongresna priopéenja:

Krsul D. EPSIT (endoscopic pilonidal sinus treatment) — minimally invasive procedure in
treatment of pilonidal sinus; our 5-year experience. ARCE 2022 — 11th national congress
of Romanian association of endoscopic surgery; Rujan 2022. TemiSvar, Rumunjska.

(pozvani predavac)

Krsul D. Perianal hidradenitis excision: flaps. ESCP 2024; Rujan 2024. Solun, Gr¢ka

(pozvani predavac)

Krsul D. Simi¢i¢ N. My most challenging case - hidradenitis suppurativa. ESCP 2024;

Rujan 2024. Solun, Gr€ka (pozvani predavac)

99



Krsul D. Baci¢ B. Transanal endoscopic microsurgery (tem), 10-year experience and
results. ISPP 2019 — International society of pelvi-perineology congress; Rujan 2019.

Treviso, Italija (predavac)

Krsul D. Fecal incontinence and LARS — do we talk enough about it?. Petnaesti
kongres hrvatskog drustva za digestivnu kirurgiju sa medunarodnim sudjelovanjem;

Svibanj 2023. Opatija, Hrvatska (predavac)

Krsul D, Karlovi¢ D, Zeli¢ M. Fistuloscopy in sphincter preserving techniques for anal
fistula treatment. Petnaesti kongres Hrvatskog drustva za endoskosku kirurgiju; Lipanj
2022. Vodice. Hrvatska (predavac)

Znanstveno i struéno usavrsavanje

- Fellow of the Board of Surgery in  Coloproctology (FEBS)
European Board of Surgery Qualification (EBSQ); 30.09.2023.

- Stru¢no usavrdavanje na Zavodu za digestivnu kirurgiju UKC-a Maribor,
Slovenija. 2022.

- Sacral neuromodulation workshop, Martin, Slovacka; 2022

- Transanal ultrasound workshop - Krankenhaus Waldfriede Hospital, Berlin,
Njemacka; 2017

- Anal fistula course — Berlin, Njemacka; 2017.

- Napredni ITLS te€aj - 12.10.2014.

Simpoziji i kongresi

- Integrated digestive and metabolic medicine — the future for better treatment
outcomes - 1.10.2025; Rijeka

-  ESCP 2025. - Rujan 2025; Pariz, Francuska

- Drugi hrvatski kongres o upalnim bolestima crijeva - 29.06.2025; Pula
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16. kongres hrvatskog drustva za digestivhu Kkirurgiju s medunarodnim
sudjelovanjem i 5. kongres drustva medicinskih sestara/tehniCara digestivne
kirurgije s medunarodnim sudjelovanjem - 25.05.2025; Opatija

Stru¢ni skup Hrvatskog druStva za digestivhu kirurgiju HLZ-a: Funkcionalni
poremecaji u proktologiji - 01.12.2024; Marija Bistrica

16. Kongres Hrvatskog drustva za endoskopsku kirurgiju, - 20.10.2024; Dubrovnik
ESCP 2024 - rujan 2024; Solun, Gr¢ka

4. Hrvatski simpozij o enterostomalnoj terapiji - 26. - 28. 4. 2024; Porec¢

Strucni skup Hrvatskog druStva za digestivnu kirurgiju HLZ-a: Sindrom kratkog
crijeva u svakodnevnoj kirurskoj praksi - 1. — 3. 3. 2024; Sv. Martin na Muri
Struéni skup Hrvatskog drustva za digestivnu kirurgiju HLZ-a: Prezentacija
smjernica o lijecenju benignih proktoloskih oboljenja - 03.12.2023; Marija Bistrica
ESCP 2023 - rujan 2023; Vilnius, Litva

15. kongres hrvatskog drusStva za endoskopsku kirurgiju s medunarodnim
sudjelovanjem - 11.6. 2022; Vodice

15. Kongres Hrvatskog drusStva za digestivnu kirurgiju s medunarodnim
sudjelovanjem & 4. Kongres DruStva medicinskih sestara/tehni¢ara digestivne
kirurgije s medunarodnim sudjelovanjem - 05.06.2023; Opatija

Struéni skup Hrvatskog drustva za digestivnu kirurgiju HLZ-a: Izrada smjernica o
ljeCenju benignih proktoloskih oboljenja - 04.12.2022; Marija Bistrica

3. Hrvatski simpozij o enterostomalnoj terapiji - 22.05.2022; Pore¢

3. Simpozij “suvremeni znacaj crijevne mikrobiote” - 20. 3. 2022; Pula
Proktologija i bolesti dna zdjelice - 04.03.2022; Pore¢

14. Kongres Hrvatskog drusStva za digestivnu kirurgiju s medunarodnim
sudjelovanjem i 3. Kongres Drustva medicinskih sestara/tehniCara digestivne
kKirurgije s medunarodnim sudjelovanjem - 26.06.2021; Opatija

13. Kongres Hrvatskog drusStva za digestivnhu kirurgiju s medunarodnim
sudjelovanjem i 2. Kongres Drustva medicinskih sestara/tehniCara digestivhe

kirurgije s medunarodnim sudjelovanjem - 18.05.2019; Opatija
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2. kongres kirurSke onkologije - 16.03.2019; Vodice

- Enterostomalna terapija u Hrvatskoj danas - 05.06.2018; PoreC

- 14 Hrvatski kongres endoskopske kirurgije - 19.05.2018; Pula

- Godisnji sastanak hrvatskog drustva za vaskularnu kirurgiju HLZ-a - 13.05.2018;
Opatija

- 4. Simpozij HDDK: Infekcije u digestivnhoj medicine - 25.02.2018; Pore¢

- Suvremeni znacaj crijevne mikrobiote u digestivnoj medicine - 26.11.2017; Sv.
Matrin na Muri

- ESCP 2017 - rujan 2017; Dublin, Irska

- 12. Kongres Hrvatskog drustva za digestivhu Kkirurgiju s medunarodnim
sudjelovanjem i 1. Kongres Drustva medicinskih sestara/tehniara digestivne
kirurgije - 10.6. 2017; Opatija

- MEDIP 2016 - 03.06.2016; Trako$¢an

- 13. hrvatski kongres endoskopske kirurgije s medunarodnim sudjelovanjem -
21.05.2016; Tuhelj

- 11. Kongres Hrvatskog druStva za digestivhu Kkirurgiju s medunarodnim

sudjelovanjem - 16.05.2015; Opatija

Ostale vjestine

- Demonstrator na Katedri za medicinsku fiziku i biofiziku Medicinskog fakulteta
Sveucilista u Rijeci (2008. do 2013.)

Clanstva
- HDDK - Hrvatsko drustvo za digestivnu kirurgiju
- HLZ — Hrvatski lije€nicki zbor
- HLK - Hrvatska lije€nicka komora
- ESCP - European society of coloproctology

- HDEK - Hrvatsko drustvo za endoskopsku kirurgiju
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Organizacijske vjestine i kompetencije

- Aktivno sudjelovanje u organizaciji i radu kongresa i simpozija HDDK-a
- Clan Fakultetskog vije¢a Medicinskog fakulteta Sveudilista u Rijeci (2023. do
danas.)
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