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ANALIZA PREDIKTIVNOG ZNACAJA PROMENA U METABOLIZMU SFINGOLIPIDA
KOD PACIJENATA SA LOKALNO UZNAPREDOVALIM KARCINOMOM REKTUMA

SAZETAK

Promene u sfingolipidnom metabolizmu mogu doprineti razvoju, progresiji i terapijskom
odgovoru karcinoma rektuma kroz regulaciju razli¢itih bioloskih procesa, ukljucujuci apoptozu. Za
odrzavanje ravnoteze izmedu proapoptotskih i proproliferativnih sfingolipida klju¢nu ulogu ima
kisela ceramidaza (AC), koju kodira gen ASAH1. Ova studija je imala za cilj da ispita serumsku
ekspresiju sfingolipida i AC, kao i njihovu povezanost sa apoptotskim statusom tumorskog tkiva i
prediktivni potencijal za terapijski odgovor kod pacijenata sa lokalno uznapredovalim karcinomom
rektuma (LARC). Nivo ceramida (CER) i sfingomijelina (SM) je analiziran u serumu 30 pacijenata
sa LARC i 25 zdravih kontrola koris¢enjem ultrafast te¢ne hromatografije u kombinaciji sa tandem
masenom spektrometrijom. Apoptotski status parova tumorskog i netumorskog tkiva pacijenata
procenjivan je na osnovu odnosa ekspresije proapoptotskog gena BAX i antiapoptotskog gena BCL2,
izmerenih pomoc¢u metode reakcije lan¢anog umnozavanja u realnom vremenu. Pored toga, ekspresija
ASAH1 analizirana je u istim tkivnim uzorcima, dok je nivo AC u serumu meren ELISA testom. U
serumu pacijanata su izmerene nize koncentracije ceramida i sfingomijelina, pri ¢emu su znacajno
bili smanjeni nivoi CER C18, CER C22 i CER C24, kao 1 SM C18 i SM C24 u poredenju sa
kontrolama (p<0,05 za sve). U grupi pacijenata je uocena pozitivna korelacija izmedu CER C20, CER
C22 i CER C24 i odnosa BAX/BCL2 (r=0,619, r=-0,694 i r=0,601, redom; p<0,05 za sve), dok je za
AC pokazana negativna korelacija (r=-0,536, p=0,002). Uocena je i Smanjena ekspresija gena ASAH1
u tumorskom u poredenju sa okolnim netumorskim tkivom, uz umerenu sposobnost razlikovanja ova
dva tipa tkiva (AUC=0,652, p=0,042) i bez korelacije sa serumskim nivoom AC. Na osnovu
odgovora na neoadjuvantnu hemioradioterapiju (nCRT) pacijenti su bili grupisani u one sa dobrim,
umerenim i losim odgovorom na terapiju. Medutim, ni za jedan analiziran parametar nije utvrdena
povezanost sa odgovorom na nCRT. Rezultati ove studije ukazuju da smanjeni nivoi pojedinih
ceramida i sfingomijelina u serumu mogu odrazavati prisustvo karcinoma rektuma. Korelacija
serumskih nivoa ceramida C20-C24 i AC sa apoptotskim statusom tumorskog tkiva ukazuje na
moguénost njihove upotrebe za indirektnu, neinvazivnu procenu apoptotske aktivnosti tumora, $to bi
trebalo dodatno istrazZiti. Za razjasnjenje zna€aja promena u metabolizmu sfingolipida u predikciji
terapijskog odgovora neophodna su istraZzivanja na vecem broju ispitanika, uz ujednaceniju
zastupljenost pacijenata sa razli¢itim odgovorima na terapiju.

Kljuéne reli: apoptoza, karcinom rektuma, Kisela ceramidaza, neoadjuvantna
hemioradioterapija, sfingolipidi
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UZa naucna oblast: Biologija tumora i oksidativna oboljenja

UDK broj:




ANALYSIS OF THE PREDICTIVE SIGNIFICANCE OF ALTERATIONS IN
SPHINGOLIPID METABOLISM IN PATIENTS WITH LOCALLY ADVANCED RECTAL
CANCER

ABSTRACT

Alterations in sphingolipid metabolism may contribute to the development, progression, and
therapeutic response of rectal cancer by regulating various biological processes, including apoptosis.
Acid ceramidase (AC), encoded by the ASAH1 gene, plays a key role in maintaining the balance
between pro-apoptotic and pro-proliferative sphingolipids. This study aimed to investigate serum
sphingolipid and AC expression, their association with the apoptotic status of tumor tissue, and their
predictive potential for response to therapy in patients with locally advanced rectal cancer (LARC).
Ceramide (CER) and sphingomyelin (SM) levels were analyzed in the serum of 30 LARC patients
and 25 healthy controls using ultrafast liquid chromatography combined with tandem mass
spectrometry. The apoptotic status of paired tumor and non-tumor tissue from patients was assessed
based on the ratio of the pro-apoptotic gene BAX to the anti-apoptotic gene BCL2, measured using
real-time polymerase chain reaction. Additionally, ASAH1 expression was analyzed in the same tissue
samples, while serum AC levels were measured using ELISA assay. Lower concentrations of
ceramide and sphingomyelins were showed in serum of patients, with significantly reduced levels of
CER C18, CER C22, CER C24, as well as SM C18 and SM C24 compared to controls (p<0.05 for
all). Within the patient group, a positive correlation was observed between CER C20, CER C22, and
CER C24 and the BAX/BCL2 ratio (r=0.619, r=-0.694, and r=0.601, respectively; p<0.05 for all),
whereas AC showed a negative correlation (r=-0.536, p=0.002). ASAH1 gene expression was reduced
in tumor tissue compared to adjacent non-tumor tissue, demonstrating moderate discriminative ability
between these tissue types (AUC=0.652, p=0.042) and showing no correlation with serum AC levels.
Based on their response to neoadjuvant chemoradiotherapy (nCRT), patients were grouped into those
with good, moderate, and poor responses to therapy. However, none of the analyzed parameters were
associated with the response to nCRT. These findings suggest that reduced serum levels of specific
ceramides and sphingomyelins may reflect the presence of rectal cancer. Correlation of serum
ceramides C20-C24 and AC levels with the apoptotic status of tumor tissue indicates their potential
use for indirect, non-invasive assessment of tumor apoptotic activity, which warrants further
investigation. To clarify the significance of sphingolipid metabolism alterations in predicting
therapeutic response, studies with larger patient cohorts and a more balanced representation of
patients with different therapy responses are required.

Keywords: acid ceramidase, apoptosis, neoadjuvant chemoradiotherapy, rectal cancer,
sphingolipids
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1. UvOD
1.1 Kolorektalni karcinom (CRC)
1.1.1 Epidemiologija CRC

Prema podacima Globalne opservatorije za rak (eng. Global Cancer Observatory,
GLOBOCAN) za 2022. godinu, kolorektalni karcinom (eng. colorectal cancer, CRC) je tre¢i po
ucestalosti, a drugi po smrtnosti od svih malignih bolesti u svetskoj populaciji. Za istu godinu broj
novootkrivenih slu¢ajeva CRC na globalnom nivou je iznosio priblizno 1,93 miliona (1). Na osnovu
projekcija za 2025. godinu ocekuje se povecanje na oko 2,06 miliona, a za 2040. godinu se predvida
gotovo 3 miliona novih slucajeva (https://gco.iarc.fr/en; pristupljeno 18.10.2025.).

Podaci Programa za pracenje, epidemiologiju i ishode leCenja  (eng. Surveillance,
Epidemiology, and End Results Program) za 2025. godinu govore o preciznijem broju
dijagnostikovanih slucajeva CRC wu Sjedinjenim americkim drzavama (SAD): 154.270
novoregistrovanih pacijenata (7,6 % svih maligniteta) i 52.900 umrlih (8,6 % svih umrlih od
karcinoma). Zabrinjavajuca je i pretpostavka, na osnovu podataka od 2018. do 2021. godine da ¢e
otprilike 3,9% svih osoba u jednom trenutku oboleti od CRC (2). Sli¢ne podatke daje i Mreza za
prevenciju kolorektalnog karcinoma (eng. Colorectal Cancer Prevention Network), Univerziteta
Juzne Karoline, da ¢e 1 od 24 musSkarca i 1 od 26 Zena razviti rak debelog creva
(https://www.crcfacts.com/; pristupljeno 18.10.2025.). Takode, incidenca oboljevanja raste za 2,4 %
kod osoba mladih od 50 godina. Medutim, ohrabruje podatak da kod osoba starijih od 50 godina
incidenca pada za oko 1% godisnje, §to je svakako povezano sa razvojem i propagiranjem skrining
programa najce$¢e kroz kolonoskopski pregled i imunohemijsku detekciju fekalnog okultnog
krvarenja, dok se na novim i osetljivijim  metodama  kontinuirano  radi
https://colorectalcancer.org/basics/facts-and-statistics; pristupljeno 18.10.2025.).

Izvestaji Instituta za javno zdravlje ,,Dr Milan Jovanovi¢ Batut®, azurirani za 2022. godinu,
navode da je u Srbiji CRC kod muskaraca drugi (14,3%), a kod Zena tre¢i (10,5%) vodec¢i uzrok
oboljevanja od malignih bolesti. Za istu godinu prijavljenih novih slucajeva je 3.146 muskaraca i
2.053 zene. Standardizovane stope incidence su 97,3% (muskarci) i 60,1% (Zene), a stope mortaliteta
su najve¢e u uzrastu preko 70 godina i regionalno su vise u severnim krajevima Srbije
(https://www.batut.org.rs/index.php?content=2096; pristupljeno 18.10.2025.).

1.1.2 Patogeneza CRC

Mukozu debelog creva karakteriSe kontinuirana obnova, pri ¢emu je za oCuvanje integriteta i
funkcionalnosti epitela neophodna precizna i strogo kontrolisana regulacija proliferacije,
diferencijacije, migracije i apoptoze celija. Hemostatska ravnoteza odrzava se putem kompleksnih
signalnih puteva, a promene u genima koji kodiraju njihove komponente mogu dovesti do poremecaja
ovih regulatornih mehanizama.

Kolorektalna karcinogeneza je kompleksan i postepen proces. Nau¢na saznanja ukazuju na to
da se CRC tipi¢no razvija kroz sekvencu adenom-karcinom, §to podrazumeva promene od pocetnih
aberantnih fokus kripti, preko adenomatoznih polipa, do maligno transformisanih ¢elija. Seratni put
predstavlja drugi mehanizam karcinogeneze, u okviru kojeg se CRC razvija od normalne sluznice
preko hiperplasti¢nih polipa i sesilnih seratnih adenoma do karcinoma (3). Treéi put je povezan sa
hroni¢nom inflamacijom gde se CRC razvija polaze¢i od displazije, kakav je slucaj kod pacijenata sa
inflamatronim bolestima creva (4).

Molekularni mehanizmi koji se nalaze u osnovi kolorektalne karcinogeneze, a koji se ¢esto
medusobno preklapaju, su:

1) hromozomska nestabilnost (eng. chromosomal instability, CIN),

2) mikrosatelitska nestabilnost (eng. microsatellite instability, MSI), i
1
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3) fenotip nastao metilacijom CpG ostrvaca (eng. CpG island methylator phenotype, CIMP)
(®).

CIN je najces¢i mehanizam nastanka CRC i prema opisu Fearon i Vogelstein-a predstavlja
klasi¢an model kolorektalne karcinogenze u kome se geneticke alteracije nagomilavaju odredenim
redosledom, a koje favorizuju nekontrolisan rast ¢elija i prelazak benignih lezija u maligni oblik. CIN
se javlja u vecini slucajeva CRC (75-80%) i dominantno je u vezi sa adenom-karcinom sekvencom
(Slika 1). Inaktivacija tumorsupresora APC je prvi dogadaj u ovom putu, reguliSe poc¢etni prelazak
¢elija iz adenoma u karcinom zbog ¢ega je okarakterisan kao “Cuvar ulaza”. Mutacija u onkogenu
KRAS dalje dovodi do ubrzane i neregularne proliferacije ¢elija, dok je mutacija u genu TP53 kasni
dogadaj u karcinogenezi, sa posledicom poremecene apoptoze transformisane celije 1 progresije
adenoma do karcinoma (6, 7). Za razliku od adenom-karcinom sekvence, u inflamatornom putu
mutacije u TP53 genu se javljaju ranije, dok se mutacije u APC genu retko javljaju, i to u kasnijoj
fazi karcinogeneze (4, 8).

rn«'ﬁu‘»ﬂ "
T -

i - ? ‘o.
A 'ﬂ‘@
normalna rani kasni rani Invazivni
mukoza adenom adenom karcinom  Karcinom/metastaze

Slika 1. Proces kolorektalne karcinogeneze. Pojednostavljen prikaz razvoja CRC kroz sekvencu
adenom-karcinom, sa naznacenim genima u kojima se de$avaju mutacije odredenim redosledom.

MSI predstavlja promene u duzini repetitivnih sekvenci DNK usled neispravnog mehanizma
reparacije pogre$no sparenih baza (eng. mismatch repair, MMR). U humanom genomu
identifikovano je priblizno 100.000 kratkih, repetitivnih sekvenci poznatih kao mikrosateliti. Uloga
MMR sistema ogleda se u prepoznavanju i korekciji greSaka pri uparivanju nukleotida tokom procesa
rekombinacije i replikacije DNK. Mutacijom u nekim od gena koji kodiraju proteine odgovorne za
reparaciju (MLH1, MSH2, MSH6 i PMS2), dolazi do deficita MMR sistema (eng. deficient mismatch
repair — dMMR), $to rezultira akumulacijom mutacija u molekulu DNK (9). Ovakvo stanje dovodi
do stanja hipermutabilnosti, ¢ime se znacajno povecava rizik od maligne transformacije celija.
Germinativne mutacije u MMR genima predstavljaju molekularnu osnovu Lynch sindroma, a koji
nosi povecan rizik za razvoj naslednog nepolipoznog CRC (eng. hereditary nonpolyposis CRC). U
sporadi¢nim sluc¢ajevima (10-12%), MSI se javlja kao posledica hipermetilacije ili dvostruke mutacije
MMR gena (10).
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CIMP predstavlja epigeneticki mehanizam koji se pretezno ogleda u hipermetilaciji gena
MLH1, MINT1, CACNA1G i CDKN2A. U seratnom putu CIMP je drugi dogadaj, dok je mutacija
onkogena BRAF prvi. Oko 20% sporadi¢nih slucajeva nastalih ovim mehanizmom se karakterise
hipermetilacijom MLH1 gena (11).

CRC se anatomski moze definisati u 2 odvojena patofizioloska entiteta: karcinom kolona 1
karcinom rektuma. S obzirom na njihovo razli¢ito embrionalno poreklo, razli¢ite funkcije koje ovi
delovi debelog creva imaju, kao i lokaciju rektuma u karliénom prostoru i odnosa sa organima i
funkcijama urogenitalnog sistema, rektum se moze posmatrati kao posebna celina (12). Stoga i ne
cudi Sto se poslednjih nekoliko godina ovaj zavrsni deo debelog creva, koji anatomski povezuje
sigmoidini kolon i analni kanal, posmatra dijagnosticki i terapijski kao zaseban organ. Histoloski,
95% svih karcinoma rektuma su adenokarcinomi, dok ostalo mogu biti neuroendokrini tumori,
limfomi, skvamocelularni tumori, sarkomi i drugi (13).

1.1.3 Faktori rizika za nastanak CRC
Faktori rizika za nastanak CRC su brojni i najcesée se dele na:

¢ nasledne, kod kojih se osim pozitivne porodi¢ne anamneze, opisuju i germinativne
mutacije odgovorne za razvoj naslednog polipoznog i nepolipoznog oblika CRC, i.

e stecene, koji se opisuju kroz nezdrave Zivotne navike, ali i1 prisustvo komorbiditeta 1
posledica ranijih le¢enja (14).

Takode, prigodna je i podela na faktore (Slika 2):
e koji se ne mogu kontrolisati — starost, pol, inflamatorne bolesti creva i nasledna
predispozicija, i

e koji se mogu kontrolisati — gojaznost, puSenje, konzumiranje alkohola, sedentarni
nacin zivota.
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Slika 2. Faktori rizika za nastanak CRC. Prikaz faktora na koje se ne moze uticati i Zivotnih navika
koji povecavaju rizik od razvoja bolesti.

Rizik od nastanka CRC se povecava sa staroS¢u i vec¢ina bolesnika su stariji od 50 godina.
Statistika pokazuje i da muskarci stariji od 50 godina ¢es$¢e oboljevaju od CRC. Prema podacima
GLOBOCAN za 2022. godinu incidenca oboljevanja standardizovana prema godinama je 23,4 prema
16,2 na 100.000 za muskarce, odnosno za zene, a mortaliteta 11 prema 7,2 na 100.000 (1). Razlike u
incidencama izmedu polova mogu imati veze sa hormonskim statusom, iako su rezultati studija
nedovoljno jasni. I kod Zzena i kod muskaraca nivoi estrogena, odnosno testosterona i proteina SHBG
koji se vezuje za polne hormone (eng. sex hormone binding protein) negativno koreliSu sa rizikom
od nastanka CRC (15). Medutim, meta-analiza koja je obuhvatila 8 velikih studija nije potvrdila ove
argumente i moguce da je odnos estrogena i testosterona (E/T) kod oba pola znacajniji od nivoa
pojedina¢nih hormona (16). Osobe sa pozitivnom porodi¢nom anamnezom se nalaze od 2 do 4 puta
vec¢im rizikom obolevanja u odnosu na osobe koje u porodici nemaju istoriju karcinoma debelog creva
(17). Kod Lynch sindroma, zbog mutacija u MHL1 genu Sanse za razvoj nepolipoznog CRC pre 70.
godine je 50%. Kod familijarne adenomatozne polipoze (eng. familial adenomatous polyposis, FAP),
zbog prisutne mutacija u APC genu, osobe u ranoj mladosti razvijaju na stotine polipa u kolonu, sa
velikom verovatnoc¢om da se CRC razvije pre 35 godine (18). Osobe sa inflamatornim bolestima
crevnog trakta poput ulceroznog kolitisa 1 Kronove bolesti, su takode pod povecanim rizikom od
razvoja CRC usled hroni¢ne inflamacije crevnog trakta (8).

U grupi faktora podloznih uticaju vazan deo pripada ishrani. Istrazivanja u polju zivotnih
navika i veza sa nastankom CRC pokazuju kontradiktorne podatke. Brojne studije su se bavile
navikama u ishrani, u smislu konzumiranja vecih koli¢ina hrane bogate vlaknima (voce, povrce,
semenke, orasasti plodovi i integralne Zitarice), uz pretpostavku da antioksidativni vitamini (vitamini
C i E, i B- karoten), folna kiselina, mikronutrijenti, flavonoidi mogu imati protektivnu ulogu (19).

4



Dve velike randomizirane kohortne studije u SAD i nisu nasle vezu sa ovakvim nac¢inom ishrane i
rizikom od CRC (20, 21). Proucavajuéi rezultate meta-analize kineskih istrazivaca, dobijene
koris¢enjem kljuénih izraza “colorectal cancer” i “dietary fiber”, sagledava se 18 velikih studija u
celom svetu u periodu od 2019. do 2023.godine. Zaklju¢ak ove analize je da, iako ima brojnih
kontradiktornosti, veéina studija pokazuje znacajnu korelaciju izmedu visokog unosa vlakana i
smanjenja rizika od CRC (22). Dijete bogate mastima svakako dovode do povecéanja rizika od CRC
ili direktno ili uzrokovanjem prekomerne tezine i gojaznosti. Naime, hroni¢na inflamacija niskog
inzenziteta, insulinska rezistencija, hormonski disbalans i poremecena crevna mikrobiota, sve
obelezja gojaznosti, poznati su faktori rizika za nastanak maligne transformacije mukoze debelog
creva. Ovakav nacin ishrane pojacava sekreciju Zu¢nih kiselina koje u povec¢anoj koli¢ini dospevaju
do kolona zbog emulgovanja masti, a zu¢ne kiseline kao $to je dezoksiholna, na primer, poznate su
kao karcinogene supstance. Nasuprot ovome, zna se i da neke masti deluju protektivno, kao $to su
omega-3 polinezasi¢ene masne kiseline zbog svojih antiinflamatornih karakteristika. Zasi¢ene masti,
kontraverzno, promovisu rizik, ali 1 Stite sluznicu kolona povecavajué¢i produkciju mucina, $to su
potvrdili eksperimenti na Zivotinjama (23-25).

Pusenje je dobro proucen faktor rizika, ne samo za CRC, i opisano je bar 70 poznatih
karcinogena, kao $to su nitrozamini, heterocikli¢ni amini, policiklicni aromati¢ni ugljovodonici,
benzen i drugi (26). Onkogeno delovanje ovih supstanci ostvaruje se direktnim uni$enjem kroz epitel
ili putem cirkulacije do ciljnog tkiva. IstraZzivanja pokazuju da pusaci imaju vecu verovatnocu za
pojavu mutacija KRAS i BRAF gena, kao i za razvoj MSI, u poredenju sa nepusacima (27).

Velika meta-analiza ukazala je na postojanje jasne povezanosti izmedu konzumiranja alkohola
i nastanka karcinoma kolona i rektuma (28). Mehanizmi kojim alkoholizam doprinosi pove¢anom
riziku od oboljevanja jo$ uvek nisu u potpunosti razjasnjeni i predstavljaju predmet savremenih
istrazivanja. Smatra se da metabolit acetaldehid negativno uti¢e na procese replikacije i reparacije
ostecene DNK (29).

Smanjena fizicka aktivnost predstavlja vazan faktor rizika za CRC, iako je ¢esto povezana sa
gojaznos$¢u i1 drugim metaboli¢kim poremecajima (30). Redovno vezbanje ubrzava intestinalni
tranzit, smanjuje kontakt sluzokoze sa karcinogenim supstancama, pomaze u redukciji visceralne
masti 1 snizava nivo insulina, ¢ime ograniava inicijaciju i progresiju tumorskog rasta (31, 32).
Takode poboljsava imunolosku funkciju, insulinsku osetljivost i smanjuje sistemsku inflamaciju,
pruzajuci zastitu od nastanka i razvoja bolesti. Dugotrajna neaktivnost moze dovesti do metabolickih
poremecaja i narusene lokalne imunoloske odbrane, stvaraju¢i povoljne uslove za malignitet (33).

1.1.4 Skrining CRC

Skrining program predstavlja termin koji se odnosi na uobi¢ajene procedure za rano otkrivanje
raka u zdravoj populaciji. Ciljevi ovakvih preventivnog delovanja je detektovanje tumora u ranoj fazi
i na taj na¢in povecavanja Sansi za izleCenje i smanjenje broja smrtnih ishoda.

Poslednji vodi¢i Americ¢ke radne grupe za preventivne usluge (eng. US Preventive Services
Task Force) za 2021. godinu potvrduju znacaj ovakvih testiranja, najvise u populaciji od 45 do 75
godina. Ova testiranja obuhvataju analizu uzoraka stolice, koji se sprovode jednom godisnje, direktan
pregled crevne sluznice svakih 5 do 10 godina metodama kolonoskopije, kolonografije pomocu
kompjuterizovane tomografije (eng. computed tomography, CT), fleksibilne sigmoidoskopije, kao i
kombinacije fleksibilne sigmoidoskopije i imunohemijskog testa iz uzorka stolice (34). Sli¢na
uputstva daje Nacionalna sveobuhvatna mreza za rak (eng. National Comprehensive Cancer
Network) iz 2024. godine sa detaljnim uputstvima i objasnjenjima opstoj polulaciji o patogenezi i
simptomima bolesti (https://www.nccn.org/; pristupljeno 18.10.2025.).

Kancelarija za skrining raka u Srbiji je sprovela dva ciklusa nacionalnog programa
organizovanog testiranja ciljne populacije od 50 do 74 godine. Prvi korak u testiranju bio je pregled
uzoraka stolice, nakon €ega su svi ispitanici sa pozitivnim rezultatom upuceni na kolonoskopiju, dok
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su oni sa negativnim rezultatom ponovo testirani nakon dve godine. Osobe sa pozitivnim nalazom
kolonoskopije su procesuirani dalje po protokolu. Od ukupnog broja uradenih kolonoskopija, kod
osoba bez ikakvih simptoma bolesti, dijagnoza CRC je potvrdena kod 8,3 za period od 2013. do
2014.,17,4% za period od 2015. do 2016. (13, 35).

Testovi iz uzoraka stolice imaju za cilj otkrivanje, ranu dijagnostiku i povecanje izgleda za
izleCenje pacijenata sa karcinomom debelog creva, a kako su ovakva testiranja neinvazivna i
prihvatljivija za pacijente danas imaju sve vecu primenu.

Test na okultno krvarenje u stolici (eng. fecal occult blood test, FOBT) je jedan od najstarijih
testova za otkrivanje prisustva krvi u stolici. Zasniva se na detekciji dela molekula hemoglobina preko
pseudoperoksidazne aktivnosti hema, koji katalizuje oslobadanje kiseonika iz vodonik peroksida, pa
se oksidacijom odredenog hromogena detektuje pojava boje na test polju (36). Test je nespecifican
za kolon, a zahteva i pripremu pacijenata kao sto je izbegavanje nesteroidnih antiinflamatornih lekova
I antikoagulanasa, odredene hrane koja sadrzi visok procenat peroksidaze zbog mogucih lazno
pozitivnih rezultata, kao i visokih doza vitamina C, koji moze dovesti do lazno negativnih
interpretacija testa (37, 38).

Fekalni imunohemijski testovi (eng. fecal immunochemical test, FIT) detektuju globinski deo
molekula hemoglobina. Ovaj nacin testiranja omogucéava vecu specificnost za kolon, jer se globin,
osloboden u gornjem delu digestivnog trakta, hidrolizuje proteolitickim enzimima u crevima i ne
detektuje se u stolici. Takode, ovo testiranje ne zahteva dijetarni postupak pripreme pacijenta (39).

Postoje i testovi koji detektuju porfirinski deo molekula hema metodom spektrofluorimetrije
i specifi¢niji su za krvarenja u tankom crevu (40). Jedna od novijih metoda je matricom potpomognuta
laserska desorpcija/jonizacija sa masenom spektrometrijom (eng. matrix-assisted laser
desorption/ionization-time of flight-mass spectrometry), kojom se detektuju a- i B-globinski lanci
hemoglobina. Metoda je visSestruko osetljivija od FOBT i FIT, ali je neprikladna za skrining zbog
komplikovane opreme i visoke cene (41).

U SAD je tokom 2014. godine Uprava za hranu i lekove (eng. Food and Drug Administration,
FDA) odobrila SDNA-FIT test koji obuhvata 11 biomarkera, i to: 7 tackastih mutacija gena KRAS, 2
metilaciona markera NDRG4 i BMP3 gena, B-aktin kao DNK kvantitativnu kontrolu i FIT test (42).
Znacajnost ovog testa ispitana je u studiji koja je obuhvatila skoro 10.000 ispitanika i dobijena je
osetljivost ovog kombinovanog testa od 92,3% za CRC 1 42,4% za premaligne lezije. Specifi¢nost je
bila, takode, znaCajna i iznosila je 89,8%, a ocekivano je bilo vise lazno pozitivnih rezutata nego
primenom samog FIT testa (43).

1.1.5 Dijagnostika CRC

Iako su testovi iz uzoraka stolice jeftiniji i mogu se automatizovati, Sto povec¢ava objektivnost
rezlutata i efikasnost svih faza laboratorijskog procesa, kolonoskopija je i dalje zlatni standard u
detekciji i dijagnostici CRC. Ova procedura podrazumeva endoskopski pregled creva i biopsiju
vizuelno izmenjenih delova sluznice, ¢ime se omogucava definitivna histopatoloSka potvrda. Osim u
dijagnosticke svrhe, kolonoskopija moZze biti i terapijska intervencija, jer se odredeni polipi mogu
ukloniti ovakvom procedurom, a mogu se dilatirati stenoze odredenog stepena i zaustaviti krvarenja
iz manjih krvarecih lezija mukoze (44). Ova metoda je skupa, invazivna, nosi rizik perforacije creva,
sindroma polipektomije, krvarenja, povrede slezine, kao i eventualne nezeljene dogadaje anestezije,
ukoliko se radi u sedaciji, ali je benefit za pacijenta nemerljiv i za sada nijedna druga metoda nema
toliki klinicki znacaj.

Inicijalna faza nakon potvrde maligniteta obuhvata precizno klini¢ko odredivanje stadijuma
(eng. staging) primenom radioloskih metoda, prvenstveno CT, magnetne rezonance (eng. magnetic
resonance imaging, MRI) i endorektalne ultrasonografije (ERUS), radi evaluacije lokalne
prosirenosti i detekcije sekundarnih depozita (45).
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Jedan od najranijih sistema za odredivanje stadijuma CRC, a koji se zasniva na proceni dubine
infiltracije tumora u zidu creva i zahvacenosti regionalnih limfnih ¢vorova, je Dukesova klasifikacija
(Slika 3). Prema ovoj klasifikaciji stadijum A obuhvata tumore ogranicene na sluznicu i submukozu,
stadijum B tumore koji zahvataju ¢itav zid creva bez metastaza u limfnim ¢vorovima, dok stadijum
C podrazumeva prisustvo metastaza u regionalnim limfnim ¢vorovima. U kasnijim modifikacijama
uveden je i stadijum D, koji ozna¢ava udaljene metastaze (46).
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Slika 3. Klasifikacija stadijuma CRC prema Dukes-u. Prikaz Sirenja tumora kroz zid creva i limfne
¢vorove.

Danas se prema vodi¢u Americkog udruzenog komiteta za rak (eng. American Joint
Committee on Cancer, AJCC) u klini¢koj praksi stepen uznapredovalosti tumora opisuje pomocu
TNM sistema (eng. tumor, node, metastasis, TNM) koji je prikazan u Tabeli 1. Stadijum T predstavlja
tumorski stadijum i opisuje veli¢inu i lokalnu proSirenost primarnog tumora. Stadijum N je
limfonodalni stadijum i odnosi se na prisustvo, odnosno odsustvo tumorskih ¢elija u regionalnim
limfnim ¢vorovima, a stadijum M ili metastatski stadijum se odnosi na Sirenje metastaza na udaljene
organe (47).



Tabela 1. TNM sistem klasifikacije

Stadijum |Karakteristika

T

X Prisustvo tumora ne moze biti procenjeno

T0 Odsustvo primarnog tumora

Tis Karcinom in-situ; tumorske ¢elije se nalaze u unutrasnjem sloju mukoze

T1 Tumor zahvata submukozu

T2 Tumor zahvata spoljasnji deo misi¢nog sloja (muscularis propria)
Tumor prolazi kroz misiéni sloj i zahvata serozu (visceralni peritoneum) i okolno

T3 masno tkivo

T4a Tumor prodire kroz visceralni peritoneum

T4b Tumor prodire u oblizenje organe

N

NX Prisustvo metastaza u limfnim ¢vorovima ne moze biti procenjeno

NO Bez metastaza u regionalnim limfnim ¢vorovma

Nla Metastaze u 1 regionalnom limfnom ¢voru

N1b Metastaze u 2-3 regionalna limfna ¢vora

Nic Depoziti u mezenterijumu, nema metastaza u regionalnim limfnim ¢vorovima

N2a Metastaze u 4-6 limfnih ¢vorova

N2b Metastaze u viSe od 7 limfnih ¢vorova

M

Mx Prisustvo metastaza ne moze biti procenjeno

MO Bez udaljenih metastaza

M1la Metastaza u 1 udaljenom organu

M1b Metastaze u vise udaljenih organa

M1lc Peritonealne metastaze sa ili bez metastaza u druge organe

TNM — tumor, node, metastasis



Ukupni TNM stadijum predstavlja klju¢ni prognosticki faktor nezavisno od primenjene
terapije, 1 na osnovu njega se pacijenti svrstavaju u odgovarajuce klinicke i prognosticke kategorije
(48). Prema TNM Kklasifikaciji, stadijumi bolesti se opisno definiSu na sledeci nacin:

e Stadijum O (Tis NO MO0) — karcinom in situ, ogranic¢en iskljucivo na sluznicu creva;
e Stadijum | (T1-T2 NO MO) — tumor zahvata submukozu ili misi¢ni sloj crevnog zida, bez
zahvacenosti limfnih ¢vorova i bez udaljenih metastaza,
e Stadijum Il — lokalno uznapredovala bolest bez metastaza u limfnim ¢vorovima:
- 1A (T3 NO MO) — tumor prodire kroz mi$iéni sloj u perikolorektalno tkivo
- 1IB (T4a NO MO0) — tumor zahvata serozu, odnosno peritoneum
- 1IC (T4b NO MO) — tumor invadira susedne organe ili strukture,
e Stadijum IlIl — prisustvo metastaza u regionalnim limfnim ¢&vorovima, bez udaljenih
metastaza:
- IA (T1-T2 N1/N1c MO ili T1 N2a MO0) — povrsinski tumor sa ograni¢enim
zahvatanjem limfnih ¢vorova;
- 1B (T3-T4a N1/N1c MO ili T2-T3 N2a MO ili T1-T2 N2b MO0) — lokalno
uznapredovali tumor sa veéim brojem zahvacenih limfnih ¢vorova;
- 1IC (T4a N2a MO0, T3-T4a N2b MO, T4b N1-N2 MO) — invazivan tumor uz zna¢ajno
zahvacenje limfnih ¢vorova, i
e Stadijum IV — prisustvo udaljenih metastaza:
- IVA (Bilo koji T, bilo koji N, M1a) — metastaza u jednom udaljenom organu
- IVB (Bilo koji T, bilo koji N, M1b) — metastaze u dva ili vi$e udaljenih organa
- IVC (Bilo koji T, bilo koji N, M1c) — peritonealne metastaze, sa ili bez metastaza u
drugim organima.

Pored ukupnog stadijuma bolesti, nezavisni prognosticki faktori koji daju dodatnu informaciju
0 ishodu bolesti uklju¢uju rezidualni status tumora (R kategorija), prisustvo tumorskih depozita (TD),
pupljenje tumora (eng. tumor budding), limfovaskularnu (L), vensku (V) i perineuralnu (PN) invaziju
(49, 50).

1.1.6 Terapija CRC

Klini¢ki tok CRC razlikuje se u zavisnosti od lokalizacije tumora, pri ¢emu je karcinom
rektuma generalno povezan sa loSijim prezivljavanjem bez relapsa u poredenju sa karcinomom
kolona (51). Terapijska strategija CRC zavisi od stadijuma bolesti u trenutku dijagnoze, lokalizacije
tumora, kao 1 od opSteg zdravstvenog stanja pacijenta. Osnovu lecenja ¢ine hirurSko odstranjivanje
tumorskog tkiva i primena hemioraditerapije. Kod uznapredovalih tumora koji infiltriraju okolna
tkiva, hirur§ka intervencija, ukoliko je izvodljiva, predstavlja poseban izazov, te se pacijenti pre
operacije naj¢es¢e podvrgavaju zraenju 1/ili hemioterapiji. Ovakav terapijski pristup pre hirurskog
zahvata se naziva neoadjuvantna terapija 1 ima za cilj smanjenje stadijuma 1 veli¢ine tumora pre
operacije, odnosno, u slu¢ajevima dobrog terapijskog odgovora, moguénost potpunog izbegavanja
hirur$ke intervencije. Terapija koja se primenjuje nakon operacije naziva se adjuvantna i ima za cilj
eliminaciju preostalih tumorskih ¢elija i prevenciju recidiva bolesti.

Hemioterapija se pre svega zasniva na primeni 5-fluorouracila (5-FU) u kombinaciji sa
leukovorinom (folnom kiselinom). U ¢eliji, se 5-FU metaboliSe u viSe aktivnih metabolita koji
ometaju metabolizam nukleotida, naroc€ito sintezu timidina, putem inhibicije enzima timidilat sintaze.
Pored toga, 5-FU moze da se ugradi u RNK molekule, ¢ime se narusava proces sinteze proteina.
Leukovorin pojacava antitumorski efekat 5-FU (52). U standardnim terapijskim rezimima takode se
koriste oksaliplatin i irinotekan, dok se kod metastatske bolesti primenjuju i odobreni bioloski agensi,
poput bevacizumaba i cetuksimaba (53-57). Oksaliplatin deluje tako Sto interferira sa strukturom
DNK, dok irinotekan inhibira enzim topoizomerazu I, ¢ime se remete procesi DNK replikacije i
transkripcije, $to na kraju dovodi do apoptoze celija (58, 59). Bevacizumab je monoklonsko antitelo
koje se primenjuje u kombinaciji sa standardnim hemioterapijskim rezimima. Vezuje se direktno za
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vaskularni endotelni faktor rasta (eng. vascular endothelial growth factor, VEGF) ¢ime inhibira
angiogenezu u tumorskom tkivu, dok se cetiksumab vezuje za receptor za epidermalni faktor rasta
(eng. epithelial growth factor receptor, EGFR) i proliferaciju i diferencijaciju ¢elija (60).

Oko 30% svih slucajeva CRC su pacijenati sa karcinomom rektuma, a medu njima 45% ima
lokalno uznapredovalu bolest (61, 62). Tumori stadijuma 111 111 svrstavaju se u lokalno uznapredovali
rektalni karcinom (eng. locally advanced rectal cancer, LARC) odnosno obuhvataju pacijente sa
tumorima klasifikacije T3 ili T4 bez infiltracije u limfne ¢vorove, kao i pacijente sa bilo kojim T
stadijumom uz prisutnu infiltraciju regionalnih limfnih ¢vorova, ali bez udaljenih metastaza. Za
pacijente sa LARC visoko rizi¢ne karakteristike uklju¢uju T3 tumore sa mezorektalnom invazijom
od 5 mm ili viSe, zahvacene karli¢ne limfne ¢vorove, T4 stadijum bolesti, prisustvo ekstramuralne
vaskularne invazije, kao i druge nepovoljne faktore (63). Dok se rani stadijum karcinoma rektuma
Cesto leci iskljucivo hirurskim putem, LARC najces¢e zahteva multimodalni terapijski pristup, koji
podrazumeva primenu neoadjuvantne hemioradioterapije (eng. neoadjuvant chemoradiotherapy,
nCRT), nakon ¢ega sledi hirurska resekcija tumorskog tkiva (64).

Za procenu odgovora na terapiju se koristi Mandardov sistem kojim se odreduje stepen
tumorske regresije (eng. tumor regression grade, TRG) i obuhvata 5 sledeé¢ih kategorija (65):

TRG 1 — kompletna regresija (odsustvo rezidualnog tumora),

TRG 2 — priblizno kompletna regresija (retke rezidue tumorskih ¢elija),
TRG 3 — umerena regresija (znatne rezidue tumora),

TRG 4 — minimalna regresija (dominantne rezidue tumora), i

TRG 5 — bez regresije (bez vidljivih znakova regresije tumora).

Medutim, odgovor na neoadjuvantnu terapiju je izrazito varijabilan, pri cemu samo oko 20%
pacijenata postize potpun patohistoloski odgovor (66). Pored toga, sistemska inflamacija ima
znacajnu ulogu u progresiji malignih bolesti i razvoju rezistencije na terapiju, Sto dodatno komplikuje
ishode lecenja (4). U tom kontekstu, savremena istrazivanja usmerena su na identifikaciju pouzdanih
molekularnih biomarkera koji bi omoguc¢ili stratifikaciju pacijenata na one kod kojih bi nCRT bila
efikasna i one kod kojih bi izostao adekvatan terapijski odgovor, ¢ime bi se doprinelo optimalnom
izboru terapijskog rezima.

1.1.7 Biomarkeri u CRC

Radna grupa nacionalnih instituta za zdravlje (eng. NIH Biomarkers Working Group) je 1998.
godine definisala biomarkere kao “karakeristike koje se objektivno mere i procenjuju kao indikatori
bioloSkog procesa, patoloskog procesa ili farmakoloSskog odgovora na terapijsku intervenciju” (67).
Do danas se ova definicija prakticno nije menjala i oni jesu objektivni, merljivi pokazatelji
metaboli¢kog stanja organizma. Idealan biomarker trebalo bi da bude osetljiv 1 specifican, precizan 1
pouzdan, reproducibilan i jednostavan za izvodenje. Takode, neinvazivne ili minimalno invazivne
metode uzorkovanja uvek su prihvatljivije za pacijente.

Biomarkeri imaju vaznu i sve znacajniju ulogu u savremenom pristupu CRC, ali ipak ne
predstavljaju najvazniji niti samostalan element dijagnostickog sistema. Najvisi dijagnostic¢ki znacaj
1 dalje imaju klinicka procena, endoskopske metode, histopatoloska analiza i radioloSke tehnike, dok
se biomarkeri koriste kao snazan komplementarni alat koji unapreduje preciznost i personalizaciju
lecenja. Iako njihova ograniCena senzitivnost i specifi¢nost, naro€ito u ranim stadijumima bolesti,
onemogucava njihovu upotrebu kao jedinog dijagnostickog alata, biomarkeri su od izuzetnog znacaja
za prcenu rizika od bolesti, skrining, ranu detekciju, postavljanje dijagnoze, odredivanje stadijuma
bolesti i procenu prognoze CRC i odgovora na terapiju (67). Mogu se grupisati na razli¢ite nacine,
od uloge u fizioloskom i/ili patofizioloskom procesu do vrste bioloskog materijala iz kojih se mogu
odredivati (tumorsko tkivo, krv i stolica), a neretko se ove grupe i preklapaju.
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Antecedentni biomarkeri podrazumevaju one koji se koriste za procenu rizika od nastanka
bolesti, i to najéesc¢e kod osoba sa pozitivnom porodi¢nom anamnezom. Za oko 2-8 % CRC odgovorni
su nasledni sindromi, kao $to su Lynch sindrom ili FAP, a kako se nasleduju autozomno dominantno,
mogu se¢ utvrditi genetickim testiranjem (68).

Osim biomarkera detektovanih u stolici, koji se ve¢ rutinski koriste u skriningu na CRC,
testiranje se moze vrsiti i u krvi. Ovaj nacin testiranja je prihvatljiv za pacijente, ne zahteva posebnu
pripremu, medutim metode su skupe, manje osetljive od vizuelnih metoda i nemaju dovoljan
potencijal za detekciju adenoma i tumora u ranoj fazi. FDA je 2016. godine odobrila test za skrining
na CRC, nazvan Epi proColon®, a zasniva se na detekciji metilovanog gena SEPTIN9. Ovaj gen
kodira Septin-9, koji pripada familiji GTP-vezujucih proteina, ima ulogu u formiranju citoskeleta,
ucestvuje u mnogim celijskim procesima obezbeduju¢i stabilnost c¢elijske membrane, kao i
intracelularnih barijera (69). Istrazivanja pokazuju da su epigeneticke promene SEPTIN9 gena
prisutne u malignom tkivu kolona i rektuma, Sto je i iskoriS¢eno za formiranje testa iz krvi. Meta-
analiza iz 2019. godine, koja je obuhvatila 22 studije i ukupno 2271 pacijenta sa CRC, pokazala je
prosecnu senzitivnost od 69%, a specifi¢nost od 92 %. Jos jedan obecavajuci rezultat ove analize bio
je da se kombinovanjem ovog testa sa standardnim FOBT/FIT senzitivnost povecava na 89% (70).
Desetak godina kasnije, ta¢nije u junu 2024., ista agencija odobrila je test nazvana Shield™, kao
primarni test za skrining CRC. Odobrenje je dobijeno nakon istrazivanja Chung i saradnika, u kome
je testirana slobodna cirkuliSuéa DNK u plazmi prikupljenoj od 7861 ispitanika (71). Test je
dizajniran da omogu¢i analizu genetickih mutacija u DNK, aberantnog statusa metilacije, kao i
obrazaca fragmentacije DNK sa senzitivno$éu od 83,1%, i specificnos¢u od 89,6%. Nazalost,
senzitivnost testa na premaligne lezije bila je mala i iznosila je svega 13,2%.

Opisani skrining biomarkeri mogli bi da posluze i u svrhu potvrdivanja dijagnoze CRC. Pored
tog, veliki potencijal kao dijagnosti¢ki biomarkeri imaju cirkuliSu¢e mikro-RNK (miRNK), kratki
nekodiraju¢i RNK molekuli duzine 18-25 nukleotida. MiRNK imaju znac¢ajnu ulogu u meducelijskoj
komunikaciji, regulaciji imunskog odgovora, apoptozi, odgovoru na stres, regulaciji ¢elijskog ciklusa
i brojnim drugim procesima u ¢eliji (72). Otkrivene su 90-ih godina proslog veka, a do sada ih je
opisano oko 40.000 (73). Brojne studjie danas istrazuju dijagnostic¢ki zna¢aj miRNK, jedan od takvih
je definisala profil od 6 miRNK (miR-18a-5p, miR21-5p, miR-29a-5p, miR-92a-5p, miR-143-5p and
miR-378-5p) (74). Ipak, rezultati brojnih studija su nekompatibilni zbog nedostatka standardizacije
metoda (75).

Procena stadijuma CRC je, uz patohistoloSku verifikaciju, najznacajniji podatak pre
zapocCinjanja bilo kakve terapijske intervencije. Prethodno opisana TNM klasifikacija je osnova
prema kojoj se odreduje izbor optimalnog lecenja, medutim kompleksnost same bolesti zahteva
detaljniji pristup odabiru terapije i proceni prognoze le¢enja. U ovi svrhu istrazivanja pokazuju da bi
serumski karcino-embrionalni antigen (eng. carcinoembryonic antigen, CEA) mogao imati veliki
znacaj kao dopunski nalaz postojecoj klasifikaciji. Istrazivanja pokazuju da su pacijenti u stadijumu
I sa visokim vrednostima CEA u veéem riziku nego pacijenti u stadijumu II sa normalnim
vrednostima ovog tumorskog markera, kao i da je prognoza stadijuma II sa visokim CEA sli¢na ili
gora od stadijuma Il sa vrednostima CEA u granicama referentnog opsega (76). Odatle i predlog
AJCC grupe za CRC (eng. The AJCC Colorectal Working Group) da se vrednosti CEA ukljuce kao
stadijum C u postojecu TNM Kklasifikaciju (77). Ovaj predlog nije zaZiveo zbog velike bioloske
varijabilnosti ovog biomarkera, a takode povisen je kod puSaca i nekih benignih stanja.

Studije su pokazale da povisen preoperativni CEA prognosticki ukazuje na veéi rizik od
recidiva i1 loSije prezivljavanje. Takode povisen nivo Karbohidratnog antigena 19-9 (eng.
carbohydrate antigen CA19-9) pre nCRT je povezan sa losijim prezivljavanjem bez bolesti i ukupnim
prezivljavanjem. Medutim, studije ukazuju i da se oba tumor markera sve viSe koriste kao prediktivni
biomarkeri odgovora na terapiju, a ne samo kao prognosticki pokazatelji ishoda. Smanjenje
koncentracija CEA i CA19-9 korelise sa povoljnim terapijskim odgovorom (62). Dodatno, neki od
prethodno opisanih antecedentnih, skrining i dijagnostickih biomarkera, imaju i prediktivnu ulogu u
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evaluaciji terapijskog odgovora. Naime, davanje adjuvantne terapije u stadijumu Il i dalje nije jasno
definisano, ve¢ se rizik procenjuje na osnovu drugih pokazatelja: T4 stadijuma, status AMMR/MSI,
stepena patohistoloske diferencijacije, 1 potencijalno vrednosti CEA. Prema vaze¢im vodi¢ima
indikovano je testiranje tumorskog tkiva na dMMR/MSI status kod svih pacijenata sa novootkrivenim
CRC. Pacijenti sa defektom MMR sistema, odnosno visokom mikrosatelitskom nestabilnos¢u su
rezistetni na tretman 5-FU (78, 79). Mutacije u onkogenu KRAS, prisutne u oko 35-40% CRC
slucajeva, povezane su sa rezistencijom na EGFR inhibitore, zbog ¢ega je rutinsko testiranje KRAS
statusa kljuno za personalizovanu terapiju metastatskog CRC (80, 81). Takode, dosadasnja
istrazivanja ukazuju na postojanje specificnog miRNK , potpisa“ koji koreliSe sa odgovorom na
nCRT. Studija sprovedena u Kini na uzorku od 322 pacijenta pokazala je da poviSeni nivoi Cetiri
MiRNA (miR-652-3p, miR-342-3p, miR-501-3p i miR-328-3p) korelisu sa lo§im odgovorom na
primenjenu terapiju (82). Neinvazivno testiranje cirkuliSu¢ih molekula DNK poreklom iz tumora,
ima za cilj detekciju minimalne rezidualne bolesti, $to predstavlja klju¢nu informaciju za donosenje
terapijskih odluka nakon nCRT (83).

1.2 Sfingolipidi
1.2.1 Struktura i funkcija sfingolipida

U odnosu na proteine, ugljene hidrate i nukleinske kiseline, lipidi su dugo vremena bili
nepravedno zapostavljani kao inertni molekuli, ¢ija je uloga bila isklju¢ivo vezana za gradu celijske
membrane i za skladistenje energije. Savremena saznanja, medutim, ukazuju na to da su lipidi
esencijalni i kompleksni regulatori homeostaze ljudskog organizma (84, 85). Strukturna i hemijska
kompleksnost lipida omogucava im vrsenje $irokog spektra vitalnih funkcija. Tradicionalno, lipidi se
dele na nepolarne (holesterol 1 trigliceridi) i1 polarne (fosfolipidi i njihovi derivati), uz podelu na Cetiri
osnovne klase: holesterol i estre, trigliceride, fosfolipide i masne kiseline. Ipak, od 2005. godine
standard u nau¢noj zajednici predstavlja LIPID MAPS klasifikacija (eng. LIPID Metabolites And
Pathways Strategy) i prema ovom sistemu, lipidi se na osnovu svojih hemijskih i biofizickih svojstava
dele u osam grupa: masne kiseline, glicerolipidi, glicerofosfolipidi, sfingolipidi, steroli, prenoli,
saharolipidi i poliketidi (86).

Sfingolipidi obuhvataju zaista veliku klasu lipida. Otkrio ih je nemacki lekar Johann Ludwig
Wilhelm Thudichum (1829-1901), koji se danas smatra ,,ocem neurohemije* zbog izolacije ovih
biomolekula iz mozdanog tkiva (85, 87). Tada je uveo u terminologiju pojam‘sfingozin®, po grékom
mitoloskom bic¢u Sfingi. Mnogo godina kasnije misterije sfingolipida otkrivaju njihove mnogobrojne
fizioloske 1 patofizioloSke uloge u skoro svim ¢elijskim procesim.

Pocetak XX veka je doneo saznanja o strukturi sfingozina, koji predstavlja osnovnu jedinicu
grade svih sfingolipida, a razvoj savremenih analitickih metoda za detekciju i kvantifikaciju, posebno
tecne hromatografije u kombinaciji sa masenom spektrometrijom (eng. liquid chromatography—mass
spectrometry, LC/MS-MS), u velikoj meri je unapredio razumevanje uloge sfingolipida. Delujuéi kao
signalni molekuli, sfingolipidi odreduju sudbinu ¢elije tako S§to reguliSu njen rast, diferencijaciju i
programiranu cCelijsku smrt, a istovremeno ucestvuju u koordinaciji inflamatornog odgovora
organizma.

Sfingozin (2-amino-4-oktadecen-1,3-diol) je dugolancani aminoalkohol sa mononezasi¢enim
ugljovodoni¢nim lancem duZine 18 ugljenikovih atoma, hemijske formule C18H37NO2 (Slika 4).
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OH Y: DUGOLANCANE MASNE KISELINE= CERAMID
3 | X: H* = SFINGOZIN
O0—X «x H2POs"= FOSFORILISANI OBLICI (S1P i C1P)

X: FOSFOHOLIN= SFINGOMIJEIN

NH —Y
X: SECERNI OSTACI = GLIKOSFINGOLIPIDI

Slika 4. Struktura sfingozina. Susptitucijom H* na poziciji X sa H.POs™ nastaje fosforilisana forma
sfingozina. Supstitucijom H* na poziciji Y dugolan¢anim masnim kiselinama nastaje ceramid, pri
¢emu dodatna supstitucija na poziciji X odreduje druge lipidne forme: fosforilisani ceramid ili
kompleksne sfingolipide.

Kao bioaktivni lipid, sfingozin modulise fundamentalne bioloSke procese poput celijske
diferencijacije i proliferacije. Zbog njegove znacajne uloge u signalnim putevima, promene u nivou
sfingozina direktno su povezane sa etiopatogenezom razlicitih stanja, ukljucujuéi neurodegenerativna
oboljenja, onkogenezu, kardiovaskularne poremecaje i hroni¢ne inflamatorne procese (88).
Mehanizam njegovog delovanja primarno se ostvaruje kroz interakciju sa protein kinazom C, ¢iju
aktivnost reguliSe kao specifi¢ni efektor (89), kao i kroz direktnu modulaciju biofizickih svojstava i
provodljivosti selektivnih jonskih kanala na ¢elijskoj membrani.

U odnosu na sfingozin, njegova fosforilisana forma sfingozin-1-fosfat (eng. sphingosine-1-
phosphate, S1P) pokazuje vecu raznolikost. Distribucija S1P je strogo kontrolisana i vazna je kako
za urodeni, tako i za ste¢eni imunitet. Poseban klini¢ki znacaj pridaje se njegovoj ulozi u onkogenezi,
etiopatogenezi ateroskleroze, dijabetes melitusa i osteoporoze (90). Eksperimenti su pokazali da je
jedna od njegovih funkcija vezana za skeletne misi¢e. Naime, S1P ima znacajnu ulogu u aktivaciji i
diferencijaciji malih, multipotentnih mati¢nih ¢elija u skeletnim misi¢ima (eng. muscle satellite cells),
olakSavaju¢i im ulazak u Celijski ciklus. Pretpostavlja se da S1P ima znacajnu ulogu u brzom
odgovoru misi¢a na povredu (91).

Formiranjem amidske veze dugolananih masnih kiselina 1 sfingozina nastaju ceramidi, a
supstitucijom vodonikovog atoma u sklopu hidroksilne grupe na C1 atomu sfingozina polarnim
grupama nastaju kompleksni sfingolipidi (Slika 5). U zavisnosti od vrste supstituenta, nastaju
sfingomijelini (ako se veze fosfoholin) ili glikosfingolipidi (ako se vezu Secerne jedinice) (92).
Polarnost samog supstituenta, takode, determiniSe 1 prirodu pojedina¢nog sfingolipida: ceramid 1
sfingomijelin su hidrofobniji od nekih kompleksnih glikosfingolipida, a u ¢eliji se ovi molekuli
transportuju preko specifi¢nih proteina nosaca. Ceramid, kao neutralni sfingolipid, se na ovaj nacin
lako translocira kroz ¢eliju i u€estvuje u reakcijama metabolizma sfingolipida (93). Fosforilacijom
cermida na istom mestu nastaje ceramid-1-fosfat (eng. ceramide-1-phosphate, C1P).

sfingozin

) OH X: HPO3 = FOSFORILISANI OBLIK (C1P)

v 0—X
/\/\/\/\/\/\/W\ X: FOSFOHOLIN= SFINGOMIJEIN

/\/\/\/\/\/\/\/\/\/\/\/\'(NH \
) supstituent X: SECERNI OSTACI = GLIKOSFINGOLIPIDI

\ na bazi

masna kiselina

Slika 5. Struktura ceramida. Supstitucijom H* na poziciji X nastaje fosforilisana forma ceramida,
sfingomijelin ili glikosfingolipid. Preuzeto i modifikovano https://www.seppic.com/.
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1.2.2 Metabolizam sfingolipida

Metabolizam sfingolipida predstavlja slozen proces koji se odvija na razli¢itim mestima
unutar ¢elije, pri ¢emu ceramidi imaju klju¢nu ulogu u svim metabolickim putevima (Slika 6).
Proizvodnja ceramida uglavnom se odvija kroz katabolicki put hidrolize sfingomijelina, posredstvom
aktivnosti sfingomijelinaza. Nasuprot ovom brzom mehanizmu, de novo sinteza putem ceramid
sintaze predstavlja sekundarni metabolicki put, koji karakterise sporija kinetika enzimskih reakcija i
postepena akumulacija produkta u endoplazmati¢énom retikulumu (94). Tredi, alternativni put je
lizozomski put, put regeneracije sfingozina nakon degradacije sfingomijelina u plazma membrani i
izlaska sfingomijelina u citosol (95).

De novo sinteza zapo€inje u glatkom endoplazmati¢nom retikulumu, gde kondenzacijom
serina 1 palmitoil-CoA nastaje 3-ketodihidrosfingozin pod katalitickim dejstvom enzima serin-
palmitoil transferaze, a redukcijom ovog molekula nastaje dihidrosfingozin. Dejstvom enzima
ceramid sintaze u daljoj reakciji nastaje dihidroceramid, koji se delovanjem enzima desaturaze
prevodi u ceramid. Ovako nastali ceramid transportuje se iz glatkog endoplazmati¢nog retikuluma u
Goldzijev aparat i formira kompleksne sfingolipide, a najznacajniji je sfingomijelin, koji sa ostalim,
naj¢esce glikoziliranim formama bivaju transportovani u plazma membranu. U plazma membrani
hidrolizom neutralnim i kiselim sfingomijelinazama obnavlja se ceramid, a dejstvom kinaza prevodi
se u svoju fosforilisanu formu, S1P (96, 97). Na dalje, uglavnom hidrolizom u lizozomima (,,salvage*
put) sfingozin se dejstvom enzima ceramid sintaze reciklira do ceramida, gde se moze ukljuciti u
nove cikluse i koristiti za vazne uloge u ¢eliji.
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Slika 6. Metabolizam sfingolipida. Prikaz puteva sinteze ceramida kao centralnog metabolita
sfingolipidnog metabolizma, sa naznac¢enim kljuénim enzimima. SPT — serin-palmitoil transferaza;
3-KSR — 3-ketodihidrosfingozin; CeS — ceramid sintaza; DeS - desaturaza; Smaza -
sfingomijelinaza; Cdaza —ceramidaza; SK — sfingozin kinaza; ASM — kisela sfingomijelinaza; SmS
— sfingomijelin sintaza; CerGT — ceramid glikoziltransferaza; ER — endoplazmati¢ni retikulum; SM
— sfingomijelin.

1.2.3 Ceramidi

Ceramidi obuhvataju familiju koja ¢ini vise od 200 strukturno razli¢itih molekula, koji su
proizvod metabolizma viSe od 28 enzimskih reakcija (98). Ceramidi se izmedu sebe razilkuju po
strukturi baze 1 duzini lanca masne kiseline (94). Dugolan¢ane masne kiseline u molekuli ceramida
su raznovrsne, variraju u broju uglenjikovih atoma i nezasi¢enih veza, a naj¢es¢e su duZine od 16 do
24 C atoma (99). U Tabeli 2 su prikazani specifi¢ni humani ceramidi i njihova uloga u razli¢itim
fizioloskim i patoloskim stanjima.
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Tabela 2. Bioloski i klini¢ki zna¢aj promena koncentracije ceramida

Specificni ceramid

Patofizioloski procesi i stanja

C18:0 1, C24:0 1

Alchajmerova bolest

C18:0 1, C16:0 1

Cisti¢na fibroza

C24:1 1, C24:2 1

Sindrom iritabilnog creva

C24:1 1, C24:0 1, C16:0 1

Karcinom dojke

C24:1 1, C24:0 1, C16:0 1, C18:0 |

Karcinom glave i vrata

C22:0 |, C24:0 |, C16:0 1

Defekti mijelinskog omotaca

C24:1 |, C24:0 |, C16:0 1

Hepatocelularna hiperplazija

C24:1 |, C24:0 |, C16:0 1, C14:0 1, dhC24:1 1,
dhC24:0 1, dhC16:0 1

Autofagija

C24:0 1, C24:1 1

Proproliferativno dejstvo

C18:0 1, C16:0 1, C22:0 1

Antiproliferativno dejstvo

C18:0 1, C16:0 1

Apoptoza

C16:0 1, C24:0 |, C24:1 |, C22:0 |

Fluidnost membrane

Strelice oznacavaju povecanje (1), i smanjenje (]) koncentracije ceramida u odnosu na referentno
stanje. Oznake Cx:y oznacavaju duZinu i stepen zasi¢enosti acilnog lanca, gde x predstavlja broj
ugljenikovih atoma, a y broj dvostrukih veza u masnoj kiselini. Prefiks ,,dh* oznacava

dihidroceramid, odnosno ceramid bez dvostruke veze u sfingoidnoj bazi.

Povecana sinteza ceramida predstavlja konzervirani celijski odgovor na stres izazvan
razli¢itim fizickim, hemijskim i bioloskim stimulusima, ukljucuju¢i proinflamatornu signalnu
kaskadu posredovanu TNF-a (eng. tumor necrosis factor alpha), UV i jonizujuce zracenje, infekcije
bakterijama 1 virusima, kao i izlaganje -citotoksi¢nim hemioterapeuticima.
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nagomilavanje ceramida indukuje apoptozu, koordinisan i aktivan proces programirane ¢elijske smrti.
Proces ukljucuje aktivaciju cistein proteaza, kaspaza, i kaskadu intracelularnih dogadaja koji dovodi
do smrti ¢elije (100). Pocetni porast ceramida u Celiji prethodi mitohondrijalnoj fazi apoptoze i
udruzen je sa oslobadanjem proteina iz unutrasnje membrane mitohondrija i1 sinteze reaktivnih
kiseoni¢nih vrsta u mitohondrijama, §to za posledicu ima kolaps membrane. Ovaj proces se desava
kroz dva mehanizma, formiranjem ceramidskih kanala u membrani i interakcijom sa proteinima iz
BCL2 familije (eng. apoptosis regulator BCL2), koji su klju¢ni regulatori ovih procesa (101).
Ceramidski kanali su pore veli¢ine oko 10 nm, direktno su ili inhibirani antiapoptotskim BCL2
proteinom ili stimulisani proapoptotskim BAX proteinom (eng. BCL2-associated X protein) (102,
103).

1.2.4 Sfingomijelini

Sfingomijleini ¢ine oko 85 % svih sfingolipida i 10-20 % ukupniih lipida u plazmi. Nastaju u
Goldzijevom aparatu transferom fosfoholina sa kompleksnog fosfatidilholina na ceramid i kao takvi
predstavljaju meduproizvod fosfolipida i sfingolipida. Ovakav makromolekul mogao bi biti spona
koja povezuje i omogucava transformaciju velikih grupa lipida. Sli¢no ceramidima, i sfingomijelini
sadrze amidsku vezu sa dugolan¢anim masnim kiselimana (C16 do C24) (104).

Dugo se smatralo da su sfingomijelini samo izvor bioaktivnih metabolita ceramida i S1P.
Medutim, pored toga $to su veliki rezervoar ovih bioaktivnih molekula, sfingomijelini imaju i druge
funkcije. Najvise su zastupljeni u plazma membranama, gde imaju ulogu kako u celijskoj
signalizaciji, tako i u kreiranju mikrodomena, poznatih kao lipidni ,,splavovi® (eng. lipid rafts), koji
su vazni za vezivanje i regulaciju transmembranskih proteina (105). Pored toga, kao aktivni molekuli
se dovode u vezu sa metabolizmom holesterola. Naime, smatra se da pozitivno koreliSu sa stepenom
ateroskleroze u ¢iji prilog govori ¢injenica da su zastupljeni preko 70 % u lipoproteinima veoma
niske (eng. very low-density lipoprotein, VDL) i niske gustine (eng. low-density lipoprotein, LDL)
(106). Takode, oksidovani LDL, mozZe biti znaCajan izvor oksisterola, koji stimuliSu sintezu
sfingomijelina i dovode do njegovog nakupljanja u aterosklerotskom zidu. Poremeéaji metabolizma
sfingomijelina opisani su i u retkoj autozomalno recesivnoj bolesti, Nijman-Pikovom sindromu, koja
nastaje usled nedostatka enzima kisele sfingomijelinaze. Ovu bolest karakterise nagomilavanje
sfingomijelina u lizozomimam, najvise u makrofagama, koji se onda deponuju u jetri, slezini,
plu¢ima, kao i u mozgu, gde dovode do ireverzibilne neurodegeneracije usled naruSavanja lipidne
homeostaze u centralnom nervnom sistemu (107).

1.2.5 Enzimi sfingolipidnog metabolizma

Savremena medicinska biohemija prepoznaje metabolizam sfingolipida kao jedan od
najslozenijih lipidnih sistema u eukariotskim ¢elijama. Prevazilaze¢i svoju osnovnu ulogu u strukturi
¢elijskih membrana, sfingolipidni metabolizam funkcionise kao slozen i visoko regulisan biohemijski
mehanizam. Uklju¢ivanjem velikog broja enzima, kao §to su sfingomijelinaze, ceramidaze 1 kinaze,
ovaj sistem formira mreZu, a sloZenost ovog puta ne lezi samo u broju ukljucenih enzima, ve¢ i u
njihovoj kompartmentalizaciji i sposobnosti da integriSu razli¢ite signalne puteve (108-112).

Koordinisano delovanje razli€itih enzima omogucava stalnu modifikaciju sfingolipidnih
biomolekula i1 prilagodavanje metaboli¢kih puteva trenutnim potrebama celije. U Tabeli 3 su
prikazani klju¢ni enzimi koji ucestvuju u metabolizmu sfingolipida i pomazu u odrzavanju njihove
ravnoteze 1 funkcionalne stabilnosti u ¢eliji.
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Tabela 3. Enzimi sfingolipidnog metabolizma

Lokalizacija

Enzim

Uloga

Endoplazmaticni retikulum

Serin palmitoiltransferaza

3-keto-sfinganin reduktaza

de novo sinteza ceramida

Ceramid sintaze 1-6

Dihidroceramid desaturaza

Sfingozin kinaza 2

fosforilacija sfingozina

Sfingozin-1-fosfat lijaza

razgradnja sfingozin-1-fosfata

Goldzijev aparat

Sfingomijelin sintaza 1

Sinteza sfingomijelina

Glukozilceramid sintaza

Pocetak sinteze glikofingolipida
(cerebrozida)

Ceramid kinaza

Fosforilacija ceramida

Lizozomi

Kisela sfingomijelinaza

Razgradnja sfingomijelina iz
endocitoze

Kisela ceramidaza

Razgradnja ceramida u sfingozin

a-galaktozidaza A

Razgradnja glikolipida i

B-glukocerebrozidaza

galaktolipida

Plazma membrana

Sfingomijelin sintaza 2

Regulacija nivoa ceramida na
samoj povrsini Celije
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Neutralna sfingomijelinaza Brzo generisanje ceramida

Neutralna ceramidaza Konverzija ceramida u sfingozin

Citosol Sfingozin kinaza 1 Fosforilacija sfingozina

Ceramid sintaza

Specificne izoforme koji reguliSu

i i Neutralna sfingomijelinaza X .
Mitohondrije gormy mitohondrijalnu apoptozu

Ceramidaza

Kao jedan od klju¢nih regulatornih enzima u katabolizmu ceramida i odrzavanju sfingolipidne
homeostaze, kisela ceramidaza (eng. acid ceramidase, AC) ima znacajnu ulogu u kontroli
intracelularnih nivoa ceramida i sfingozina. Identifikacija ovog enzima datira iz 1963. godine, kada
su Gatt i saradnici prvi opisali njenu enzimsku aktivnost u mozdanom tkivu pacova, dok je izolacija
humanog enzima iz urina dokumentovana vise od tri decenije kasnije. AC je lizozomni enzim koji se
inicijalno sintetiSe kao prekursorski polipeptid od priblizno 55 kDa i 395 aminokiselina. Unutar
lizozoma, ovaj prekursor se proteoliticki obraduje u zreli heterodimer molekulske mase priblizno 50
kDa, sastavljen od a-subjedinice (13 kDa) i B-subjedinice (40 kDa). Gen koji kodira ovaj enzim,
lokalizovan je na hromozomskom lokusu 8p21.3—p22, obuhvata priblizno 30 kb genomske DNK i
sadrzi 14 egzona i 13 introna (113). Prema nomenklaturi IUPAC i HUGO Gene Nomenclature
Committee (HGNC), gen je oznacen kao ASAH1, a kodirani protein je N-acilsfingozin amidohidrolaza
1 (eng. N-acylsphingosine amidohydrolase 1) (GeneCards, https://www.genecards.org/; pristupljeno
17.2.2026.).

1.2.6 Uloga sfingolipida u CRC

Maligni procesi Cesto preusmeravaju metabolizam sfingolipida ka produkciji S1P, $to vodi
sistemskoj inflamaciji koja podrzava rast tumora (114, 115). U tumorskom tkivu, ceramidi imaju
supresivnu ulogu, podstic¢uéi apoptozu, dok fosforilisane forme ceramida i sfingozina, C1P i S1P i,
deluju antiapoptotski i promovisu prezivljavanje tumorskih ¢elija. Promene u ravnoteZzi izmedu ovih
molekula mogu odluciti sudbinu ¢elije. Metabolicki putevi su brzi i1 selektivni, a ravnoteza izmedu
ceramida i S1P oblikuje sfingolipidni reostat (Slika 7) (116). U tumorima dolazi do naruSavanje ove
ravnoteze.
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Slika 7. Sfingolipidni reostat. Prikaz ravnoteze izmedu sfingozin-1-fosfata i ceramida. Odnos
koncentracija ovih bioaktivnih lipida odreduje sudbinu ¢elije: prezivljavanje ili smrt.

Dosadasnja istrazivanja sfingolipidnog metabolizma u CRC su pretezno bila fokusirana na
kolon ili su koristila mes$ane uzorke kolona i rektuma. PoviSeni serumski nivoi specifi¢nih ceramida
i sfingozina su uoceni kod pacijenata sa CRC u poredenju sa zdravom kontrolnom grupom (117).
Varijacije u koncentraciji ceramida kod adenokarcinoma kolona primarno se pripisuju alteracijama u
ekspresiji ili katalitiCkoj aktivnosti ceramid sintaza (118). Utvrdena je pozitivna korelacija izmedu
tkivne koncentracije ceramida i uznapredovalih stadijuma maligniteta, dok se prisustvo dugolanc¢anih
ceramida dovodi u direktnu vezu sa zahvaéenoscu regionalnih limfnih nodusa (118, 119). Dodatno,
uocen je znacajan porast nivoa ceramid sintaza i sfingozin kinaze 1 u tumorskom tkivu u odnosu na
histoloski zdravu mukozu (118).

Istrazivanja sugeriSu da de novo sinteza ceramida predstavlja klju¢ni mehanizam u indukciji
apoptoze posredovane nCRT (7). Generisanje i sukcesivna akumulacija ceramida kao odgovor na
terapijski agens potenciraju programiranu smrt tumorskih ¢elija. Konkretno, uo€ena je korelacija
izmedu poviSene ekspresije ceramida C6 i pojacane senzitivnosti ¢elija adenokarcinoma kolona na
citostatsko dejstvo 5-FU (66). Nadalje, nivo ceramida u plazmi kod pacijenata sa metastatskim CRC
identifikovan je kao relevantan prediktor terapijskog odgovora na kombinovani tretman irinotekanom
i radioterapijom (118).

Uprkos ulozi ceramida kao tumorskih supresora, maligne ¢éelije ¢esto mogu izmeniti njihov
metabolizam sa ciljem razvoja terapijske rezistencije i progresije bolesti (66, 120). Hipoteza o
rezistenciji na nCRT zasniva se na ubrzanoj konverziji akumuliranih ceramida u kompleksne
sfingolipide i inertne biomolekule, ¢ime se neutraliSe njihov proapoptotic¢ki potencijal (121). Takode,
pojacana degradacija ceramida se dovodi u vezu sa razvojem rezistencije na hemioterapeutike.
Shodno tome, AC predstavlja zna¢ajnu ciljnu metu za nove terapijske strategije. Aktuelna istrazivanja
na celijskim linijama i organoidima ukazuju da AC moduliSe radiosenzitivnost, ¢ime direktno utice
na terapijski odgovor na nCRT (122, 123). Takode, akumulacija S1P pod dejstvom AC ne samo da
inhibira puteve programirane Celijske smrti, ve¢ aktivira signalne kaskade koje pospeSuju metastatski
potencijal i remodelovanje tumorske mikrosredine. Inhibitori AC ispituju se danas kao terapeutska
sredstva koja mogu nadvladati rezistenciju tumora na hemioterapiju i radioterapiju kroz reaktivaciju
apoptoskih puteva. Ipak, studije fokusirane na ulogu AC specifi¢no kod karcinoma rektuma i dalje su
malobrojne (122-124).
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2. CILJEVI
Ciljevi istrazivanja ove doktorske disertacije su bili sledeci:

1. Odredivanje koncentracija ceramida i sfingomijelina u serumu pacijenata sa LARC pre i
nakon primene nCRT, kao i u serumu zdravih ispitanika, i medusobno poredenje dobijenih rezultata.

2. Odredivanje koncentracije AC u serumu pacijenata sa LARC i analiza nivoa ekspresije
gena ASAH1 u rektalnom tkivu, uz utvrdivanje razlika u ekspresiji izmedu tumorskog tkiva i okolne
zdrave crevne sluznice.

3. Analiza apoptotskog statusa tumorskog tkiva i korelacija dobijenih rezultata sa nivoima
ceramida, sfingomijelina i AC u serumu pacijenata sa LARC.

4. Analiza povezanosti ucesnika sfingolipidnog metabolizma sa klini¢kim karaktersitikama
pacijenata sa LARC, kao i sa ishodima bolesti i leCenja.
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3. MATERIJAL | METODE
3.1 Ispitanici

Ova studija je obuhvatila dve grupe ispitanika: a) grupu od 30 pacijenata sa LARC (starosti
34-83 godine, 63,3% muskaraca), koji su regrutovani na Klinici za digestivnu hirurgiju — Prvoj
hirurskoj klinici Univerzitetskog klini¢kog centra Srbije u periodu od aprila 2019. do februara 2022.
godine; i b) kontrolnu grupu od 25 zdravih dobrovoljaca (starosti 26-64 godine, 40,0% muskaraca)
koji su ukljuceni u studiju u periodu od avgusta 2019. do januara 2020. godine.

Studija je sprovedena kao deo strateskog projekta MOHERATEKA (broj granta F—69) u
okviru kog je za prikupljanje uzoraka dobijena eticka saglasnost Etickog odbora Medicinskog
fakulteta Univerziteta u Beogradu (odobrenje br. 1550/\VV-2; 31. maj 2019. godine). lako je regrutacija
pacijenata zapocela u aprilu 2019. godine, prikupljanje uzoraka i podataka sprovedeno je tek nakon
dobijanja saglasnosti. Analize sprovedene konkretno u ovoj studiji su odobrene od strane Etickog
odbora Univerzitetskog klinickog centra Srbije (odobrenje br. 447/6; 19. oktobar 2021. godine) i
Etickog odbora Medicinskog fakulteta Univerziteta u Beogradu (odobrenje br. 17/VI1-7; 29. jun 2023.
godine), u skladu sa HelsinSkom deklaracijom. Pisani informisani pristanak pribavljen je od svih
ucesnika.

Kriterijumi za ukljucivanje pacijenata u studiju bili su slede¢i: histoloski potvrden
adenokarcinom rektuma, stadijum T3 ili T4 ukoliko nisu infiltrisani limfni ¢vorovi ili bilo koji stadijm
T ukoliko jesu, odsustvo udaljenih metastaza (MO status) i izostanak preoperativnog leCenja.
Kriterijumi za ukljucivanje zdravih osoba su bili: odsustvo istorije malignih oboljenja, odsustvo bilo
kakvih hroni¢nih oboljenja, i neprimanje akutne terapije u trenutku regrutacije. Ispitanici koji su
odbili da daju informisani pristanak su bili iskljuceni iz studije.

Pocetni klini¢ki stadijum bolesti kod pacijenata odreden je ERUS metodom i MRI male
karlice. Prisustvo ili odsustvo metastaza procenjivano je pomo¢u metoda CT i/ili MRI. U proseku pet
nedelja nakon dijagnoze, pacijenti su podvrgnuti klinickoj reevaluaciji pre zapo€injanja bilo kakvog
lecenja. Od ukupno 30 pacijenata, 26 je podvrgnuto nCRT koja je obuhvatala ukupnu dozu zrac¢enja
od 50,4 Gy, podeljenu u 28 frakcija, u kombinaciji sa dva ili tri ciklusa hemioterapije (5-fluorouracil
425 mg/m? i Leucovorin 20 mg/m?). Nakon 8 — 12 nedelja, ovi pacijenti su podvrgnuti hirur§koj
resekeiji, a stepen regresije tumora (TRG) odreden je histopatoloSkom analizom radi procene
odgovora na nCRT. Na osnovu patoloskog odgovora na nCRT, pacijenti su dalje stratifikovani u tri
kategorije: na one sa dobrim odgovorom (kompletna 1 priblizno kompletna regresija tumora —
TRG1+TRG2); sa umerenim odgovorom (umerena regresija tumora — TRG3); i losim odgovorom
(minimalna regresija tumora ili bez regresije — TRG4+TRGS5). Cetiri pacijenta su le¢ena isklju¢ivo
sistemskom hemioterapijom zbog loSeg opSteg stanja i/ili novootkrivenih sekundarnih depozita u
pluc¢ima i/ili jetri. S obzirom na odstupanje od planiranog terapijskog protokola i stadijum bolesti koji
je prevazilazio lokalno uznapredovali karcinom, ovi pacijenti su iskljuceni iz evaluativne analize
terapijskog odgovora. Ishodi lecenja pacijenata procenjivani su na osnovu ukupnog prezivljavanja,
uz pracenje do novembra 2024. godine.

3.2 Uzorkovanje bioloskog materijala

Uzorci tkiva su prikupljani od pacijenata u dve vremenske tac¢ke. Prvo uzorkovanje tkiva je
vrseno u trenutku postavljanja dijagnoze kada su od svih pacijenata biopsijom uzeti uzorci primarnog
tumorskog tkiva i okolne zdrave sluzokoze. Drugo uzorkovanje parova tkiva je vrSeno tokom
operacije isecanjem sa resektovanog preparata samo kod pacijenata koji su bili prethodno podvrgnuti
nCRT. Sva tkiva su adekvatno obradena nakon uzorkovanja i ¢uvana na -80°C do dalje upotrebe.

Uzorci krvi su prikupljani od pacijenata i zdravih ispitanika. Od pacijenta krv je uzorkovana
takode u dve vremenske tacke, tokom rutinskih ispitivanja pre biopsije 1 najkasnije 48h pre hirurske
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intervencije, dok je od zdravih ispitanika uzorkovana samo jednom. Prikupljeni uzorci krvi iz obe
grupe su bili podvrgnuti istim analizama.

3.3 Laboratorijske analize krvi

Za hematoloske analize periferna krv je uzorkovana u vakutejnere u zapremini od 2 mL pri
¢emu je etilendiamintetrasiréetna kiselina (eng. ethylenediaminetetraacetic acid, EDTA) koris¢ena
kao antikoagulans. Metodama proto¢ne citometrije i spektrofotometrije na automatskom
hematoloskom analizatoru Cell-Dyn Sapphire (Abbott Diagnostics, SAD) iz pune krvi su analizirani
slede¢i hematoloski parametri: leukociti, trombociti, eritorciti i hemoglobin.

Za ispitivanje hemostaze krv je uzorkovana u vakutejnerima sa natrijum-citratom u zapremini
od 2,7 mL. Nakon uzorkovanja, citratna plazma je izolovana centrifugiranjem pri brzini od 3000 rpm
(obrtaja u minuti) u trajanju od 15 minuta. U plazmi su odredivani parametri hemostaze:
protrombinsko vreme (eng. prothrombin time, PT) i aktivirano parcijalno tromboplastinsko vreme
(eng. activated partial thromboplastin time, aPTT) metodom fotoopticke koagulometrije,
koncentracija fibrinogena metodom po Clauss-u, koncentracija D-dimera metodom
imunoturbidimetrije. Sve analize su izvodene na automatskom koagulometru BCS XP (Siemens,
Nemacka).

Za biohemijske analize krv je uzorkovana u vekutejnerima zapremine 6 mL ili 10 mL bez
aditiva. Nakon koagulacije, serum je izdvojen centrifugiranjem pri brzini od 3000 rpm u trajanju od
10 minuta. Metodom spektrofotometrije na automatskom biohemijskom analizatoru Architect c4000
(Abbott Diagnostics, SAD) odredivani su slede¢i biohemijski parametri: glukoza, urea, kreatinin,
ukupni bilirubin, ukupni proteini, albumin, ukupni holesterol, HDL-holesterol (eng. high-density
lipoprotein, HDL), LDL-holesterol, trigliceridi, gvozde, ukupni kapacitet vezivanja gvozda (eng.
total iron-binding capacity, TIBC), kao i enzimi aspartat-aminotransferaza (AST), alanin-
aminotransferaza (ALT), alkalna fosfataza (eng. alkaline phosphatase, ALP) i gama-
glutamiltransferaza (y-GT). Koncentracije C-reaktivnog proteina (CRP) i feritina odredivane su
metodom imunoturbidimetrije.

U serumu su takode odredivane koncentracije tumorskih markera CEA, CA 19-9 i
karcinomskog antigena 15-3 (eng. CA 15-3) metodom hemiluminiscentne imunoanalize na
mikroCesticama (eng. chemiluminescent microparticle immunoassay, CMIA) na analizatoru
Architect i2000 (Abbott Diagnostics, SAD), dok je koncentracija karcinomskog antigena 72-4 (eng.
cancer antigen 72-4, CA 72-4) odredivana elektrohemiluminiscentnom imunoanalizom (eng.
electrochemiluminescence immunoassay, ECLIA) na aparatu Cobas ¢600 (Roche, Svajcarska).
Alikvoti seruma zapremine 500 pL zamrzavani su na temperaturi od —80 °C za dalju analizu
sfingolipidnih molekula.

3.4 Merenje nivoa sfingolipida u uzorcima seruma

Analiza nivoa sfingolipidnih molekula je uradena u saradnji sa Odeljenjem za biohemiju,
Medicinskog fakulteta Univerziteta Akdeniz u Antaliji, Turska. Nivo sfingomijelina i ceramida u
uzorcima seruma su odredivani ultrabrzom LC/MS-MS metodom koris¢enjem LC-20AD UFLC XR
sistema u kombinaciji sa LCMS-8040 tandem masenim spektrometrom (Shimadzu Corporation,
Kyoto, Japan) kako je ranije opisano (125). Standardi za N-palmitoil-D-eritro-sfingozilfosforilholin
(SM  C16), N-stearoil-D-eritro-sfingozilfosforilnolin  (SM  C18), N-lignoceroil-D-eritro-
sfingozilfosforilholin (SM C24), N-palmitoil-D-eritro-sfingozin (CER C16), N-stearoil-D-eritro-
sfingozin (CER C18), N-arahidoil-D-eritro-sfingozin (CER C20), N-behenoil-D-eritro-sfingozin
(CER C22) i N-lignoceroil-D-eritro-sfingozin (CER C24) nabavljeni su od kompanije Avanti Polar
Lipids (Alabaster, SAD). Obelezeni unutrasnji standard C16 CER d18:1/16:0 (palmitoil-U-*Cis)
dobijen je od kompanije Cambridge Isotope Laboratories (Andover, SAD). Signali analiziranih
sfingolipida optimizovani su u okviru linearnog kalibracionog opsega, pri cemu je vreme analize
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uzorka iznosilo 35 minuta. Uzorci seruma su pripremljeni za LC/MS-MS analizu kako je ranije
opisano (126).

3.5 Merenje Kisle ceramidaze (AC) u uzorcima seruma

Kvantifikacija nivoa AC u uzorcima seruma sprovedena je pomoc¢u ELISA testa (eng. enzyme-
linked immunosorbent assay) koris¢enjem komercijalnog kita Human ASAH1 ELISA kit (Assay
Genie, Irska), u skladu sa uputstvima proizvodaca. Uzorci seruma inkubirani su sa biotin-
konjugovanim monoklonskim antitelom specificnim za AC, nakon ¢ega je dodat enzim peroksidaza
iz rena (eng. horseradish peroxidase) konjugovana sa streptavidinom. Nakon viSestrukih ispiranja,
dodat je supstrat 3,3',5,5'-tetrametilbenzidin, $to je dovelo do razvoja plave boje. Reakcija je
zaustavljena dodatkom stop rastvora (sumporna kiselina), ¢ime rastvor dobija Zutu boju. Apsorbanca
je merena na 450 nm pomocu ¢itaca mikrotitarskih ploca, a intenzitet kolorimetrijskog signala bio je
direktno proporcionalan koncentraciji AC u uzorcima. Kalibracioni opseg testa je bio 0,156-5
ng/mL, granica detekcije 0,094 ng/mL, granica kvantifikacije 0,156 ng/mL, nepreciznost u seriji je <
8%, dok je nepreciznost izmedu serija iznosila < 10%. Primenjen je faktor razblazenja od 2. Svi uzorci
su mereni u duplikatu, u skladu sa dobrom laboratorijskom praksom.

3.6 Analiza ekspresije gena metodom kvantitativne reakcije lan¢anog umnoZavanja u realnom
vremenu

Relativna kvantifikacija nivoa ekspresije gena metodom kvantitativne lancane reakcije
polimeraze u realnom vremenu (eng. quantitative real time polymerase chain reaction — qRT-PCR)
je uradena u saradnji sa Grupom za gensku regulaciju u tumorima, Instituta za molekularnu genetiku
1 genetiCko inzenjerstvo Univerziteta u Beogradu.

Kako bi se analizirala ekspresija ciljnih gena (ASAH1, BCL2 i BAX), ukupna iRNK je prvo
izolovana iz uzoraka tkiva koris¢enjem TRI Reagent Solution (Thermo Fisher Scientific, SAD) prema
uputstvu proizvodaca. Koncentracija i ¢isto¢a RNK su procenjivane merenjem apsorbance na 260 nm
1280 nm pomoc¢u BioSpec-nano spektrofotometra (Shimadzu Corporation, Japan). Koncetracije RNK
su bile u opsegu 23 — 2752 ng/ul, a za optimalno ¢iste uzorke su smatrani oni sa odnosom A260/280
uopsegu 1,8 —2,1.

Prevodenje iRNK (2png) u komplementarnu DNK (cDNK) je izvrSeno pomoc¢u nasumicnih
prajmera i reverzne transkriptaze koriS¢enjem komercijalnog kita High-capacity cDNA Reverse
Transcription Kit (Applied Biosystems, SAD) prama protokolu proizvodaca. Sinteza cDNK na
osnovu 1IRNK matrice izvrSena je u reakcionoj smesi ukupnog volumena od 20 pL pri slede¢im
temperaturnim uslovima: 10 minuta na 25 °C, 120 minuta na 37 °C i 5 minuta na 85 °C.

Relativna kvantifikacija je vrSena u triplikatu na aparatu 7500 Real-Time PCR System
(Applied Biosystems, SAD) koris¢enjem komercijalnog kita Power SYBR™ Green PCR Master Mix
(Applied Biosystems, SAD) prema uputstvu proizvodaca. Sekvence prajmera kao 1 duZine dobijenih
produkata reakcije su dati u Tabeli 4. Za reakciju umnozavanja kori$éen je slede¢i program: 2 minuta
na 50°C, 10 minuta na 95°C, nakon cega je sledilo 40 ciklusa od 15 sekundi na 95°C i 1 minuta na
60°C. Nakon svakog merenja je odredena kriva topljenja fragmenta kako bi se potvrdila specificnost
reakcije.
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Tabela 4 Sekvence prajmera

Gen Sekvenca Duzina fragmenta (bp)
ASAH1 Forward 5-TCCTTGATGATCGCAGAACGCC-3' 121
Reverse 5-ACGGTCAGCTTGTTGAGGAC-3'
BCL2 Forward 5-TCGCCCTGTGGATGACTGA-3' 134
Reverse 5'- CAGAGACAGCCAGGAGAAATC-3'
BAX Forward 5'- TGGCAGCTGACATGTTTTCTGAC-3' 195
Reverse 5-TCACCCAACCACCCTGGTCTT-3'
ACTB Forward 5-GGACTTCGAGCAAGAGATGG-3' 138

Reverse 5'-~AGGAAGGAAGGCTGGAAGAG-3'

bp — bazni par; ASAH1 — N-acylsphingosine amidohydrolase 1; BCL2 — BCL2 apoptosis regulator;
BAX — BCL2 associated X, apoptosis regulator; ACTB — actin beta

Dobijeni podaci su prikupljeni i obradeni pomocu softvera 7500 System Software (Applied
Biosystems, SAD). Za izraCunavanje relativne ekspresije gena kori$¢ena je komparativna dCt metoda
pri ¢emu je ekspresija ciljnog gena normalizovana u odnosu na endogenu kontrolu odnosno ekspresiju
gena aktin beta (eng. aCtin beta, ACTB), a prema Sledeéoj formuli: dCt= Cttarget, uzorak = Ctendogena kontrola,
uzorak. Relativan nivo ekspresije gena je izrazen kao 2 9! i tako dalje koris¢en u statisti¢koj analizi.

3.7 Analiza javno dostupnih transkriptomskih podataka

Kako UCSC Xena Browser omogucava pristup podacima iz projekta The Cancer Genome
Atlas (TCGA), sa ove platforme preuzeti su transkriptomski podaci za karcinom rektuma (Rectum
Adenocarcinoma, READ) (https://xenabrowser.net; pristupljeno 12. juna 2025. godine). Ekspresija
gena od interesa u primarnim tumorskim i netumorskim tkivima procenjena je na osnovu
transkriptomskih podataka iz 92 primarna tumora i 10 netumorskih uzoraka pacijenata sa
karcinomom rektuma.

3.8 Statisticka obrada podataka

Statisticka obrada podataka izvrSena je koris¢enjem programa Statistical Package for Social
Sciences (SPSS), verzija 20.0 (SPSS Inc., SAD), dok je za graficki prikaz rezultata korisé¢en program
GraphPad Prism, verzija 9.0 (GraphPad Software LLC, SAD). Kategorijske varijable su prikazane
kao brojevi 1 procenti, dok su kontinuirane varijable izraZene kao srednja vrednost + standardna
devijacija (SD). Normalnost raspodele kontinuiranih podataka ispitivana je pomoc¢u Shapiro-Wilk
testa. U zavisnosti od distribucije podataka, razlike izmedu uzoraka analizirane su primenom
parametrijskih ili neparametrijskih testova. Za poredenje nezavisnih uzoraka su koriSceni
Independent-Sample t test, Mann—Whitney U test i Kruskal-Wallis test, dok su za poredenje uparenih
uzoraka koris¢eni Paired Sample t test i Related Samples Wilcoxon signed-rank test. Stepen
povezanosti izmedu kontinulanih varijabli je analiziran primenom odgovarajucih testova korelacije:
Pearson's correlation coefficient ili Spearman's rank correlation coefficient. Diskriminatorna
sposobnost parametara procenjivana je analizom ROC krive (eng. receiver operating characteristic),
pri ¢emu je izraCunavana povrsina ispod krive (eng. area under the curve, AUC), dok su grani¢ne
vrednosti (eng. cut-off) odredene na osnovu maksimalnog Youden-ovog indeksa. VVrednosti AUC<0,6
ukazuju na slabu diskriminatornu mo¢ nekog parametra, na umerenu AUC vrednosti 0,6 — 0,7, na
dobru vrednosti 0,7 — 0,8, na vrlo dobru vrednosti 0,8 — 0,9, dok na odli¢nu diskriminatornu mo¢
ukazuju vrednosti AUC>0,9. Analiza prezivljavanja je sprovedena primenom Cox proporcionalnog
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hazardnog regresionog modela, a rezultati su prikazani kao odnosi hazarda (eng. hazard ratio, HR)
sa pripadajuc¢im 95% intervalima poverenja (eng. confidence interval, IC), koji predstavljaju relativni
rizik od nastanka ispitivanog dogadaja u odnosu na referentnu kategoriju (vrednosti HR>1 ukazuju
na povecan, HR<1 na smanjen rizik, a HR=1 na odsustvo razlike u riziku u odnosu na referentnu
kategoriju). U svim analizama dobijene p vrednosti manje od 0,05 su smatrane statisticki znacajnim.
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4. REZULTATI
4.1 Osnovne karakteristike ispitanika

Ova studija je obuhvatila grupu pacijenta sa LARC, prosecne starosti 63,5+11,0 godina, u
kojoj su muskarci €inili 63,6% (19 pacijenata od ukupno 30). Kod svih pacijenata je u trenutku
postavljanja dijagnoze odreden klinicki TNM stadijum 111 (Tabela 5). Kontrolnu grupu su ¢inili zdravi
ispitanici, proseCne starosti 45,9+11,1, od kojih je 44,0% bilo muskog pola (11 od ukupno 25
ucesnika). Grupe se po polnoj strukturi nisu razlikovale (p=0,125), dok je razlika u starosnoj strukturi
bila statisticki znacajna (p<0,001).

Tabela 5. Klini¢ki TNM stadijum bolesti kod pacijenata sa LARC
Pacijenti sa LARC

T stadijum, n (%)

T2 1(3,3)
T3 21(70,0)
T4 8(26,7)
N stadijum, n (%)

N1 7(23,3)
N2 23(76,7)

Ukupni stadijum, n (%)

A 1(3,3)
1B 7(23,3)
HIC 22(73,4)

TNM — tumor, node, metastasis; LARC — locally advanced rectal cancer.

Svi ispitanici su bili podvrgnuti istim analizama krvi, a dobijeni rezultati su prikazani u Tabeli
6. U grupi pacijenata u odnosu na kontrolnu grupu su zabelezene znacajno vise vrednosti za sledece
parametre: leukocite, eritrocite, trombocite, fibrinogen, D-dimer, glukozu, kreatinin, LDL-holesterol,
feritin, ALT, gvozde, CRP, CEA i CA 19-9 (p<0,05). U vrednostima ostalih laboratorijskih
parametara nije uoc¢ena znacajna razlika (p>0,05).

27



ispitivanih grupa

Tabela 6. Uporedni prikaz hematoloskih, hemostaznih i biohemijskih parametara krvi

Pacijenti sa LARC Zdravi

Pre terapije  Posle terapije  1SPitanici
Hematoloski parametri, srednja vrednost+SD
Leukociti (x10%/L)* 7,318 5,5+2,1 6,7+1,3
Limfociti (x10%/L) 2,1+0,8 0,8+0,3 2,3+0,4
Neutrofili (x10%/L) 4,4+1 4 2,4+1,9 3,6+1,1
Eritrociti (x10*2/L)* 4,7+0,5 4,4+0,5 4.5+0,4
Hemoglobin (g/L) 13504132  126,1+16,0  138,2+10,8
Trombociti (x10%/L)* 265,4+79,4 237,6+£92,5 233,2+10,8
Hemostazni parametri, srednja vrednost=SD
PT (s) 11,5+0,6 11,5+0,6 11,8+0,6
aPTT(s) 29,3+3,6 29,63,7 29,6+2,9
Fibrinogen (g/L)* 4,2+0,8 4,3+1,2 3,4+0,8
D-dimer (mg/L FEU)* 0,7+0,6 1,0+1,0 0,4+0,2
Biohemijski parametri, srednja vrednost+SD
Glukoza (mmol/L)* 6,4+1,5 6,2+2,6 4,940,3
Urea (mmol/L) 4,6+1,5 4,7+1,3 48+1,4
Kreatinin (umol/L)* 77,2+13,4 72,4+13,3 69,1+9,2
Bilirubin (umol/L) 12,345,3 13,5+8,9 12,6+7,2
Ukupni proteini (g/L) 72,5£3,7 70,516,6 73,1+4,6
Albumin (g/L) 44,1423 41,8+3,9 44,5426
Holesterol (mmol/L) 57+1,3 5,26+1,41 5,0+0,9
HDL-Holesterol (mmol/L) 1,4+0,3 1,37+0,43 1,3+0,3
LDL-Holesterol (mmol/L)* 3,7¢1,1 3,23+1,15 3,4+0,9
Trigliceridi (mmol/L) 1,5+0,5 1,44+0,94 1,4+0,6
TIBC (umol/L) 59,2+11,6 59,3+13,9 56,2+10,1
Gvozde (umol/L)* 12,246,1 10,9+6,4 14,845,2
Feritin (ug/L)* 68,4+49,5 94,4+108,1 90,5+56,3
AST (U/L) 17,6435 21,3+14,2 20,616,1
ALT (U/L)* 21,4+29.3 20,0£22,0 22,8+10,8
ALP (U/L) 71,0+15,5 71,7149 75,7+18,1
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v-GT (U/L) 19,7+5,7 27,7+30,6 21,2125

CRP (mg/L)* 5,545,9 26,7+70,9 3,1#3,9
CEA (pg/L)* 17,1447,6  4,74+4,61 2,620,6
CA 19-9 (U/mL)* 11,9+15,3 11,6498 5,645,2
CA 15-3 (IU/mL) 13,945,1 12,545,1 15,546,3
CA 72-4 (IU/mL) 4,945,7 4,0+6,7 3,9+ 6,4

*Parametri za koje je pokazana statisticki znacajna razlika izmedu izmerenih vrednosti kod pacijenata
pre terapije i zdravih ispitanika (p<0,05). LARC — locally advanced rectal cancer; SD — standardna
devijacija; PT — prothrombin time; aPTT — activated partial thromboplastin time; HDL — high-density
lipoprotein; LDL — low-density lipoprotein; TIBC — total iron-binding capacity; AST — aspartat-
aminotransferaza; ALT — alanin-aminotransferaza; ALP — alkaline phosphatase; y-GT — gama-
glutamiltransferaza; CRP — C-reaktivni protein; CEA — carcinoembryonic antigen; CA 19-9 —
carbohydrate antigen 19-9; CA 15-3 — cancer antigen 15-3; CA 72-4 — cancer antigen 72-4.

Od ukupnog broja pacijenata, 26 je podvrgnuto nCRT i dalje evaluirano, dok su 4 pacijenta
primili samo hemioterapiju 1 bili isklju€eni iz svih analiza nakon terapije. Rezultati parametara krvi
pacijenta nakon nCRT takode su prikazani u Tabeli 6. Rezultati patohistoloske analize resektovanog
tumora, kao i ishodi bolesti i leCenja pacijenata su prikazani u Tabeli 7.

Tabela 7. Patohistoloske karakteristike tumora i ishodi pacijenata sa LARC nakon nCRT?#

Pacijenti
T stadijum, n (%)
TO 3(11,5)
T1 3(11,5)
T2 5(19,2)
T3 13(50,0)
T4 2(7,8)
N stadijum, n (%)
NO 16(61,5)
N1 9(34,6)
N2 1(3,9)
Invazija limfnih sudova, n (%)
Lx 2(7,7)
LO 13(50,0)
L1 11(42,3)

Vaskularna invazija, n (%)
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VX 2(7!7)

VO 16(61,5)
V1 8(30,8)
Perineuralna invazija, n (%)

PNO 19(73,1)
PN1 7(26,9)
Rezidulani status, n (%)

RO 20(76,9)
R1 6(23,1)
Odgovor na nCRT, n (%)

Dobar (TRG1+ TRG2) 5(19,2)
Umeren (TRG3) 9(34,6)
Los (TRG4+TRG5) 12(46,2)
Status prezivljavanja, n(%)

Ziv 25(83,3)
Preminuo 5(16,7)

#Cetiri pacijenta su primila samo hemioterapiju i nisu analizirana u odnosu na terapijski odgovor,
LARC - locally advanced rectal cancer; nCRT — neoadjuvant chemoradiotherapy; TRG — tumor
regression grade.

4.2 Analiza ceramida i sfingomijelina u serumu ispitanika
4.2.1 Odredivanje koncentracija ceramida i sfingomijelna u grupama ispitanika

Nivoi ceramida 1 sfingomijelina su analizirani u uzorcima seruma svih ispitanika pomoc¢u LC-
MS/MS metode. Rezultati su predstavljeni u Tabeli 8. Medu ceramidima, najviSe vrednosti
zabelezene su za CER C24, zatim CER C22 1 CER C16 u obe grupe. Nivo CER C20 je bio visi od
CER C18 kod pacijenata, dok je u kontrolnoj grupi bilo obrnuto. Najzastupljeniji sfingomijelin u
serumu pacijenata i zdravih ispitanika je bio SM C16, zatim SM C18 i SM C24.
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Tabela 8. Nivo ceramida i sfingomijelina u serumu ispitanika

Pacijenti sa LARC

Pre terapije

Posle terapije®

Zdravi ispitanici

Ceramidi (ng/mL), srednja vrednost+SD

CER C16 2204,8+531,2
CERC18 573,1+216,4
CER C20 619,2+185,1
CER C22 4322,3+1284,3
CER C24 15601,3+4774,7

Sfingomijelini (ug/mL), srednja vrednost=SD

SM C16 335,9+78,2
SM C18 109,7+27,7
SM C24 70,7+25,7

1976,6+403,3

443,9+102,7

580,9+151,9
4700,6+2353,2
17552,5+9192,9

317,6+60,2
106,2+20,1
90,5+40,2

2530,3+516,9

766,9+275,6

744,1+208,3
5968,7+2105,9
24595,4+9383,7

377,7+85,7
133,4+439,8
113,4+37,6

# Rezultati nakon terapije su prikazani samo za pacijente koji su bili podvrgnuti nCRT. LARC —
locally advanced rectal cancer; SD — standardna devijacija; CER — ceramid; SM — sfingomijelin;

nCRT — neoadjuvant chemoradiotherapy.

4.2.2 Poredenje serumskih profila ceramida i sfingomijelna izmedu grupa pacijenata i

kontrola

Kako bi se analizirala povezanost sfingolipida sa karcinomom rektuma, nivoi ceramida i
sfingomijelina su uporedeni izmedu grupa pacijenata i kontrola (Slike 8 i 9 ). Od analiziranih
ceramida, statisticki znaCajna razlika utvrdena je za CER C18 (p=0,005), CER C22 (p=0,005) i CER
C24 (p<0,0005). Nizi serumski nivoi ovih sfingolipida uoceni su kod pacijenata u poredenju sa
kontrolnom grupom. Iako je slican trend primecen za CER C16 1 CER C20, statisticka znacajnost nije

postignuta (p=0,056 i p=0,061, redom).
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Slika 8. Nivoi ceramida u serumu pacijenata sa LARC u poredenju sa zdravim ispitanicima.
Koncentracije sfingolipida prikazane su pomoc¢u box plotova, pri ¢emu horizontalna linija unutar box-
a predstavlja medijanu, dok donji i gornji kraci predstavljaju minimalne i maksimalne vrednosti. CER
— ceramid; LARC — locally advanced rectal cancer. *p<0,010; ***p<0,001

Svi analizirani sfingomijelini bili su sniZeni kod pacijenata u odnosu na zdrave ispitanike, pri
¢emu je statisti¢ki znacajna razlika utvrdena samo za SM C18 i SM C24 (p=0,036 i p<0,001, redom).

32



%k %k %k

800 300- — 200- I
= 600- =1 3 150-
E £ 2004 £ .
(=) o — [e))
2 = =
o 400 oy < 100
- - N
= © 100- T = -
s 1 s s i
= 200 - = 50
0 T T 0 T T 0 T T
& @ O O > O
& & &
’S\\ 0‘0 ’5\\ 0\} 04\ 0\}
& N & N 3 N
vog AL L

Slika 9. Nivoi sfingomijelina u serumu pacijenata sa LARC u poredenju sa zdravim
ispitanicima. Koncentracije sfingolipida prikazane su pomoc¢u box plotova, pri ¢emu horizontalna
linija unutar box-a predstavlja medijanu, dok donji i gornji kraci predstavljaju minimalne i
maksimalne vrednosti. SM — sfingomijelin; LARC — locally advanced rectal cancer. *p<0,05;
***p<0,001

4.2.3 Promene u nivou serumskih ceramida i sfingomijelna u grupi pacijenata nakon
neoadjuvantne hemioradioterapije (hnCRT)

Za pacijente koji su primili nCRT izmereni sfingolipidi u serumu prikupljenom pre i nakon
terapije su medusobno uporedeni, kako bi se ispitao uticaj NCRT na njihove nivoe. Medu analiziranim
ceramidima, jedino je nivo CER C18 bio znacajno smanjen u serumu nakon nCRT (p=0,031; Slika
10), dok se nivoi sfingomijelina nisu razlikovali, iako je blago povecanje uo¢eno za SM C24 (p>0,05;
Slika 11).
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Slika 10. Nivoi ceramida u serumu pacijenata sa LARC pre i posle nCRT. Koncentracije
sfingolipida prikazane su pomoc¢u box plotova, pri ¢emu horizontalna linija unutar box-a predstavlja
medijanu, dok donji i gornji kraci oznac¢avaju minimalne i maksimalne vrednosti. CER — ceramid;
LARC - locally advanced rectal cancer; nCRT — neoadjuvant chemoradiotherapy. *p<0,05
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Slika 11. Nivoi sfingomijelina u serumu pacijenata sa LARC pre i posle nCRT. Koncentracije
sfingolipida prikazane su pomocu box plotova, pri ¢emu horizontalna linija unutar box-a predstavlja
medijanu, dok donji i gornji kraci oznac¢avaju minimalne i maksimalne vrednosti. SM — sfingomijelin;
LARC — locally advanced rectal cancer; nCRT — neoadjuvant chemoradiotherapy.

4.3 Analiza AC u serumu pacijenata
4.3.1 Odredivanje koncentracije AC u serumu pacijenata

Od enzima uklju€enih u sfingolipidni metabolizam, analiziran je nivo AC metodom ELISA u
serumu pacijenta sa LARC prikupljenom pre primene terapije. Dobijene koncentracije su bile u
opsegu od 2,9 do 8,34 ng/mL.

4.3.2 Povezanost nivoa AC sa nivoom ceramida u serumu pacijenata

Ispitana je korelacija izmedu nivoa AC i ceramida izmerenih u serumu pacijenata pre primene
terapije, pri ¢emu nije uocena znacajna povezanost (r=-0,103, p=0,704 za CER C16; r=0,053, p=0,846
za CER C18, r=-0,079, p= 0,770 za CER C20; r=-0,206, p=0,444 za CER C22 i r=-0,188, p=0,485
za CER C24).

4.4 Analiza ekspresije gena ASAH1 u tkivu pacijenata
4.4.1 Odredivanje nivoa ekspresije gena ASAH1 u tkivima pacijanata

Relativna ekspresija gena ASAH1 je analizirana u uparenim uzorcima tumorskog i
netumorskog tkiva prikupljenih od pacijenata sa LARC.

Rezultati analize uzoraka prikupljenih pre terapije su pokazali statisticki zna¢ajnu razliku u
ekspresiji gena ASAH1 u tumorskom u odnosu na okolno netumorsko tkivo (p=0,004) (Slika 12A).
Kod 70% pacijenata uocena je 1,1 do 65 puta smanjena ekspresija gena u tumorskom tkivu u odnosu
na netumorsko, dok je kod preostalih 30% pacijenata ona bila povecana 1,3 do 24 puta. Nezavisna
analiza RNA-seq podataka preuzetih iz TCGA baze, sprovedena pomo¢u UCSC Xena Browsera,
potvrdila je znacajno nizu ekspresiju gena ASAH1 u primarnim tumorskim u poredenju sa normalnim
rektalnim tkivima (p<0.001).

Sa druge strane nije uocena razlika u eskpresiji gena ASAH1 u uparenim uzorcima tkiva
prikupljenih nakon nCRT (p=0,939; Slika 12B).
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Slika 12. Relativna ekspresija gena ASAH1 u uzorcima tumorskih i odgovarajucéih netumorskih
tkiva prikupljenih od pacijenata sa LARC. Pod A: svi pacijenti — poredenje pre terapije. Pod B:
samo pacijenti podvrgnuti NCRT — poredenje nakon terapije. Svaki pojedinacni simbol na grafiku
(®) predstavlja relativnu vrednost ekspresije gena (29!), dok horizontalna linija povezuje uparene
uzorke tumorskog i netumorskog tkiva poreklom od istog ispitanika. ASAH1 — N-acylsphingosine
amidohydrolase 1; LARC — locally advanced rectal cancer; LARC-T — tumorsko tkivo pacijenata sa
LARC; LARC-NT - netumorsko tkivo pacijenata sa LARC. nCRT - neoadjuvant
chemoradiotherapy. **p<0,010

Na Slici 13 je predstavljen rezultat ROC analize koja je sprovedena na uzorcima prikupljenim
pre nCRT. Pokazano je da ekspresija gena ASAH1 ima umerenu sposobnost razlikovanja tumorskog
od netumorskog tkiva (AUC=0,652; 95% CI=0,508-0,796; p=0,042). Optimalna grani¢na vrednost,
odredena primenom Youdenov-0g indeksa, iznosila je 0,116 uz ostvarenu osetljivost od 38,5% i
specificnost od 92,3%.
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Slika 13. ROC kriva za razlikovanje tumorskog i netumorskog rektalnog tkiva na osnovu
ekspresije gena ASAHL. Biomarkerska efikasnost procenjena je na osnovu vrednosti AUC, koja
predstavlja povrsinu ispod ROC krive. Optimalna grani¢na vrednost (cut-off vrednost), oznacena
crvenim simbolom i odredena primenom Youdenovog indeksa, iznosila je 0,116, uz ostvarenu
osetljivost od 38,5% i specifi¢nost od 92,3%. ROC — receiver operating characteristic; ASAH1 — N-
acylsphingosine amidohydrolase 1; AUC — area under the curve; CI — confidence interval.

4.4.2 Promene u nivou ekspresije gena ASAH1 u tkivima pacijenata nakon nCRT

Kako bi se ispitao uticaj nCRT na ekspresiju gena ASAH1 u tkivu, izmerene ekspresije u
uzorcima tumorskog tkiva, kao i u odgovaraju¢im uzorcima netumorskog tkiva pre i posle nCRT su
medusobno uporedene. Na Slici 14 su prikazani dobijeni rezultati. Nisu uo¢ene znacajne razlike u

ekspresiji gena ASAH1 u analiziranim tkivima (p=0,059 za tumorska tkiva i p=0,348 za netumorska
tkiva).

37



=~ =~
T T
o 0.5- o 0.8-
< L <
@ @ i
£ 4R S 0.6
(o)) (o))
S 0.3+ S
g g 0.4-
o 0.2 o
()] ()]
> S 02
o 0.1- ©
[ [
2 2
T 0.0- ® 0.0
Q Q
g & L2
< < <
S S

Slika 14. Relativna ekspresija gena ASAH1 u uzorcima tumorskih (A) i netumorskih tkiva (B)
pacijenata sa LARC uporedenim pre i posle nCRT. Rezultati su predstavljeni kao srednja vrednost
relativne ekspresije gena (29“Y) + standardna devijacija. ASAH1 — N-acylsphingosine amidohydrolase
1; LARC — locally advanced rectal cancer; nCRT — neoadjuvant chemoradiotherapy.

4.4.3 Povezanost eskpresije gena ASAH1 u tumorskom tkivu pacijenata sa nivoom AC u
serumu

Analiza korelacije je sprovedena kako bi se ispitala moguca povezanost izmedu ekspresije
gena ASAH1 u tumorskom tkivu i nivoa AC u serumu kod pacijenata pre primene terapije. Rezultati
nisu pokazali znacajnu korelaciju izmedu ova dva parametra (r=-0,013; p=0,945).

4.5 Analiza povezanosti ucesnika sfingolipidnog metabolizma sa klini¢ko-patoloskim
karakteristikama pacijenata

4.5.1 Povezanost ucesnika sfingolipidnog metabolizma sa tumor-markerima i inflamatornim
parametrima pre terapije

Povezanost serumskih ceramida i sfingomijelina, kao i nivoa serumskog AC i ekspresije gena
ASAH1 u tumorskom tkivu, sa tumor-markerima i inflamatornim parametrima analizirana je kod
pacijenata sa LARC pre primene terapije. Inflamatorni status procenjen je pomocu dobijenih CRP
vrednosti 1 CALLY indeksa, pri ¢emu je CALLY indeks izra¢unat prema formuli: albumin (g/L) x
apsolutni broj limfocita (x10°%L) / CRP (mg/L) x 10, kako bi se odrazio nutritivni, imunoloski i
inflamatorni status pacijenata. Rezultati korelacionih analiza su dati u Tabeli 9. Pozitivna korelacija
jeuocena izmedu SM C18 1 CRP (r=0,574, p=0,032), dok je sli¢an trend korelacije primecen izmedu
SM C24 i CA19-9, ali bez statisticke znacajnosti (r=0,484, p=0,057).
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Tabela 9. Povezanost ucesnika sfingolipidnog metabolizma sa tumor markerima i
inflamatornim parametirma pacijenata sa LARC pre terapije

CEA CA19-9 CAl15-3 CAT724 CRP CALLY
(ng/L) (U/mL) (IU/mL) (U/mL) (mg/L) indeks

Ceramidi (ng/mL)
r=0,059 r=-0,031 r=0,019 r=0,399 r=0,174 r=-0,036

CER C16
p=0,834 p=0,910 p=0,956 p=0,199 p=0,553 p=0,899
r=0,109  r=0,209  r=0,097 r=0,336 r=0,377 r=-0,129
CER C18
p=0,457 p=0,436 p=0,778 p=0,286 p=0,253 p=0,648
r=0,116  r=0,332 r=-0,104 r=0,266 r=0,152 r=-0,121
CER C20
p=0,680 p=0,209 p=0,761 p=0,404 p=0,605 p=0,666
r=-0,029 r=0,225 r=-0,056 r=0,140 r=0,029  r=-0,086
CER C22
p=0,919 p=0,403 p=0,871 p=0,665 p=0,923 p=0,761
r=-0,045 r=0,180 r=-0,085 r=-0,028 r=-0,248 r=-0,157
CER C24
p=0,874 p=0,505 p=0,804 p=0,931 p=0,392 p=0,576
Serum
Sfingomijelini (ug/mL)
r=0,333  r=0,079 r=-0,065 r=0,399 r=0,288  r=-0,286
SM C16
p=0,225 p=0,770 p=0,850 p=0,199 p=0,318 p=0,302
r=0,487 r=0,126 r=0,103 r=0,483 r=0,574 r=-0,346
SM C18
p=0,066 p=0,642 p=0,764 p=0,112 p=0,032* p=0,206
r=0,365 r=0,484 r=0,410 r=0,182 r=-0,007 rs-0,250
SM C24
p=0,181 p=0,057 p=0,210 p=0,572 p=0,982 p=0,369
Enzimi (ng/mL)
r=0,013 r=0,026 r=0,418 r=0,135 r=0,229  r=-0,213
AC
p=0,945 p=0,890 p=0,085 p=0,581 p=0,224 p=0,259
Ekspresija gena (2°9°Y
r=0,128 r=0,215 r=0,077 r=0,102 r=0,119 r=-0,164
T“{L‘F’“ko ASAH1
VO p=0,500 p=0,253 p=0,762 p=0,678 p=0,530 p=0,388

LARC - locally advanced rectal cancer; nCRT — neoadjuvant chemoradiotherapy; CEA —
carcinoembryonic antigen; CA 19-9 — carbohydrate antigen 19-9; CA 15-3 — cancer antigen 15-3; CA
72-4 — cancer antigen 72-4; CRP — C-reaktivni protein; CALLY — C-reactive protein-albumin-
lymphocyte index; CER — ceramid; SM — sfingomijelin; AC — acid ceramidase; ASAH1 — N-
acylsphingosine amidohydrolase 1; r — koeficijent korelacije. *p<0,05
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4.5.2 Povezanost ucesnika sfingolipidnog metabolizma sa karaktersitkama tumora nakon
nCRT

Ucesnici sfingolipidnog metabolizma su analizirani kao potencijalni prediktori patoloSkih
osobina tumora nakon nCRT. U tu svrhu je analizirana povezanost serumskih ceramida,
sfingomijelina, AC i ekspresije gena ASAH1 u tumorskom tkivu, izmerenih pre nCRT, sa slede¢im
karaktersitikama tumora: stadijum tumora (T), stadijum limfnih ¢vorova (N), limfati¢na invazija (L),
vaskularna invazija (V), perineuralna invazija (PN) i rezidaulani status (R).

Medu analiziranim parametrima, rezultati su pokazali da su manje vrednosti CER C16 i SM
C16 povezane sa limfaticnom invazijom (L0=2166,4+402,8 ng/mL vs L1=1891,4+302,4 ng/mL za,
p=0,046 za CER C16; L0=333,1+49,1ug/mL vs L1=280,5+32,2 pg/mL, p=0,024 za SM C16). Za
ostale uCesnike sfingolipidnog metabolizma nije nadena povezanost sa patoloSkim karakteristikama
tumora (p>0,05).

4.6 Analiza apoptotskog statusa tkiva pacijenata

4.6.1 Odredivanje nivoa ekspresije gena BAX, BCL2 i odredivanje njihovog odnosa u tkivima
pacijenata

Relativna ekspresija proapoptotskog gena BAX i antiapoptotskog gena BCL2 je analizirana u
uzorcima tkiva prikupljenih od pacijenata pre i posle terapije. Dalje je izracunat odnos BAX/BCL2
kako bi se procenio apoptotski status tkiva, pri ¢emu su vrednosti ovog odnosa >1 ukazivale na
proapoptotski, a vrednosti <1 na antiapoptotski status.

Poredenje eskpresije gena BAX, BCL2 kao i njihovog odnosa izmedu uzoraka tumorskog i
okolnog netumorskog tkiva pacijanta pre terapije je prikazano na Slici 15. Za razliku od gena BAX
koji je imao sli¢nu ekspresiju, za gen BCL2 su uocene vece varijacije izmedu parova tkiva, ali bez
statistiCke znacajnosti (p=0,812 za BAX i p=0,216 za BCL2). Odnos BAX/BCL2 je bio znacajno veci
u uzorcima tumorskog u odnosu na uzorke netumorskog tkiva (p=0,002).
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Slika 15. Relativna ekspresija gena BAX (A), BCL2 (B) i njihov odnos (C) u uzorcima tumorskih
i odgovarajucih netumorskih tkiva prikupljenih od pacijenata sa LARC pre terapije. Svaki
pojedina¢ni simbol na grafiku (e) predstavlja relativnu vrednost ekspresije gena (2°9°"), dok
horizontalna linija povezuje uparene uzorke tumorskog i netumorskog tkiva poreklom od istog
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ispitanika. BAX — BCL2 associated X, apoptosis regulator; BCL2 — BCL2 apoptosis regulator; LARC
—locally advanced rectal cancer; NCRT — neoadjuvant chemoradiotherapy; LARC-T —tumorsko tkivo
pacijenata sa LARC; LARC-NT — netumorsko tkivo pacijenata sa LARC. **p<0,010

Na Slici 16 su prikazani rezultati poredenje eskpresija gena BAX, BCL2 kao i njihovog odnosa
izmedu uparenih uzoraka tkiva prikupljenih od pacijenata koji su bili podvrgnuti nCRT. Nije uoc¢ena
razlika izmedu tkiva ni za jedan od analiziranih parametara (p=0,706 za BAX, p=0,469 za BCL2 i p=
0,301 za odnos BAX/BCLZ2).
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Slika 16. Relativna ekspresija gena BAX (A), BCL2 (B) i njihov odnos (C) u uzorcima tumorskih
i odgovarajucih netumorskih tkiva prikupljenih od pacijenata sa LARC posle nCRT. Svaki
pojedinaéni simbol na grafiku (e) predstavlja relativnu vrednost ekspresije gena (2°9Y), a horizontalna
linija povezuje uparene uzorke tumorskog i netumorskog tkiva poreklom od istog ispitanika. BAX —
BCL2 associated X, apoptosis regulator; BCL2 — BCL2 apoptosis regulator; LARC - locally
advanced rectal cancer; nCRT — neoadjuvant chemoradiotherapy; LARC-T — tumorsko tkivo
pacijenata sa LARC; LARC-NT — netumorsko tkivo pacijenata sa LARC.

4.6.2 Promene u ekspresiji gena BAX, BCL2 i njihovog odnosa u tkivima pacijenta nakon
nCRT

Kako bi se ispitao uticaj nCRT na ekspresiju gena BAX i BCL2 i njihov odnos, rezultati
merenja su uporedeni posebno u tumorskim i posebno u netumorskim tkivima pre i posle nCRT (Slike
171 18). Nisu uocene znacajne promene u ekspresiji pojedinacnih gena u tumorskim tkivu (p=0,134
za BAX i p=0,187 za BCL2), dok je odnos BAX/BCL2 pokazao statisti¢ki znac¢ajno smanjenje nakon
nCRT (p=0,013).
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Slika 17. Relativna ekspresija gena BAX (A), BCL2 (B) i njihov odnos (C) u uzorcima tumorskih
tkiva pacijenata sa LARC uporedenim pre i posle nCRT. Rezultati su predstavljeni kao srednja
vrednost relativne ekspresije gena (2°9Y) + standardna devijacija. BAX — BCL2 associated X,
apoptosis regulator; BCL2 — BCL2 apoptosis regulator; LARC — locally advanced rectal cancer;
nCRT — neoadjuvant chemoradiotherapy; **p<0,05

Rezultati poredenja ekspresije gena BAX i BCL2, kao i njihovog odnosa BAX/BCL2 u
netumorskim tkivima, nisu pokazali statisticki znacajne razlike pre i posle nCRT (p=0,215 za BAX;
p=0,642 za BCL2 i p=0,078 za odnos BAX/BCL?2).
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Slika 18. Relativna ekspresija gena BAX (A), BCL2 (B) i njihov odnos (C) u uzorcima
netumorskih tkiva pacijenata sa LARC uporedenim pre i posle nCRT. Rezultati su predstavljeni
kao srednja vrednost relativne ekspresije gena (2°9°!) + standardna devijacija. BAX — BCL2 associated
X, apoptosis regulator; BCL2 — BCL2 apoptosis regulator; LARC — locally advanced rectal cancer;
nCRT — neoadjuvant chemoradiotherapy.

4.6.3 Povezanost ucesnika sfingolipidnog metabolizma sa apoptotskim statusom tkiva
pacijenata pre terapije

Test korelacije je sproveden na uzorcima prikupljenim pre terapije kako bi se analizirala
povezanost ucesnika sfingolipidnog metabolizma sa apoptotskim statusom tumorskog tkiva
pacijenata, a dobijeni rezultati su prikazani u Tabeli 10. Medu sfinoglipidima, za CER C20, CER C22
i CER C24 je pokazana pozitivna korelacija sa apoptotskim statusom (r=0,619, p=0,018; r=0,694,
p=0,006 i r=0,601, p=0,023, redom). Sa porastom nivoa ovih ceramida u serumu, raste odnos
BAX/BCL2 gena u tumorskom tkivu. Suprotno tome, za AC je pokazana negativna korelacija sa
apoptotskim statusom, odnosno sa porastom nivoa AC u serumu opada odnos BAX/BCL2 u
tumorskom tkivu (r=-0,536, p=0,002). Povezanost izmedu ekspresije gena ASAH1 i BAX/BCL2
odnosa nije uocena.
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Tabela 10. Povezanost ucesnika sfingolipidnog metabolizma sa apoptotskim statusom
tumorskog tkiva pacijenata sa LARC pre terapije

BAX/BCL2 u tumorskom tkivu

Ceramidi (ng/mL)

CER C16 r=0,491 p=0,075
CER C18 r=0,293 p=0,303
CER C20 r=0,619 p=0,018*
CER C22 r=0,694 p=0,006**
Serumm CER C24 r=0,601 p=0,023*
Sfingomijelini (ug/mL)
SM C16 r=0,091 p=0,757
SM C18 r=0,217 p=0,455
SM C24 r=0,356 p=0,212

Enzimi (ng/mL)
AC r=-0,536 p=0,002**

Tumorsko | Ekspresija gena (279
tkivo
ASAH1 r=-0,023 p=0,918

LARC - locally advanced rectal cancer; BAX — BCL2 associated X, apoptosis regulator; BCL2 —
BCL2 apoptosis regulator; CER — ceramid; SM — sfingomijelin; AC — acid ceramidase; ASAH1 — N-
acylsphingosine amidohydrolase 1; r — koeficijent korelacije. *p<0,05; **p<0,010

4.6.4 Povezanost apoptotskog statusa tumorskog tkiva pacijenata sa odgovorom na nCRT

Pacijenti su prema patoloskom odgovoru tumora podeljeni u tri podgrupe: pacijente sa dobrim
(TRG1+TRG2), umerenim (TRG3) i losim TRG4+TRGS) terapijskim odgovorom. Analizirani su
odnosi ekspresije BAX i BCL2 gena u tumorskom tkivu pre terapije. Uocen je trend visih vrednosti
BAX/BCL2 odnosa kod pacijenata sa umerenim i losim odgovorom (9,9+12,8 za TRG1+TRG2 vs
16,8+16,3 za TRG3 i 15,1+13,5 za TRG4+TRG5). Medutim, razlike nisu bile statisti¢ki znacajne
(p=0,481).

4.7 Analiza povezanosti u¢esnika sfingolipidnog metabolizma sa ishodima bolesti i leCenja
4.7.1 Povezanost ucesnika sfingolipidnog metabolizma sa prezivljavanjem

Univarijantna Cox regresiona analiza je koriS¢ena kako bi se ispitala povezanost ucesnika
sfingolipidnog metabolizma sa ukupnim prezivljavanjem pacijenata sa LARC. Prosecno vreme
pracenja pacijenata je bilo 56,9 +14,6 meseci, a na kraju perioda pracenja je 83,3% pacijenata bilo
zivo (25 pacijenata od ukupno 30).

Kao faktori prezivljavanja su analizirani serumski ceramidi i sfingomijelini, AC, kao i
ekspresija gena ASAH1 u tumorskom tkivu izmereni pre primene terapije. Dobijeni rezultati su
prikazani u Tabeli 11 kao vrednosti HR sa 95% CI. Nijedan parametar nije pokazao statisticki
znacajnu povezanost sa prezivljavanjem. lako je za gen ASAH1 dobijena vrednost HR bila visoka
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(oko 10), interval poverenja je pokazao nestabilnu procenu, odnosno nedovoljnu snagu i nepouzdanu
procenu efekta.

Tabela 11. Povezanost ucesnika sfingolipidnog metabolizma sa prezivljavanjem kod pacijenata
sa LARC

HR (95% CI) P vrednost
Ceramidi (ng/mL)

CER C16 0,999(0,997-1,002) 0,548
CER C18 1,000(0,995-1,005) 0,980
CER C20 0,997(0,987-1,006) 0,476
CER C22 0,997(0,992-1,003) 0,356
Serum CERC24 1,000(0,999-1,000) 0,173

Sfingomijelini (ug/mL)
SM C16 0,995(0,979-1,011) 0,521
SM C18 0,985(0,941-1,031) 0,518
SM C24 0,964(0,904-1,027) 0,257

Enzimi (ng/mL)

AC 1,098 (0,652-1,849) 0,923

Tumorsko | EKspresija gena (2
tkivo ASAH1 10,046(0,00-65830326,088) 0,773

LARC - locally advanced rectal cancer; HR — hazard ratio; Cl — confidence interval; CER — ceramid;
SM — sfingomijelin; AC — acid ceramidase; ASAH1 — N-acylsphingosine amidohydrolase 1.

4.7.2 Povezanost ucesnika sfingolipidnog metabolizma sa odgovorom na nCRT

Kako bi se ucesnici sfingolipidnog metabolizma analizirali kao potencijalni prediktori
odgovora na nCRT, serumski nivoi ceramida, sfingomijelina i AC, kao i ekspresija gena ASAH1 u
tumorskom tkivu, izmereni pre nCRT, su uporedeni izmedu pacijenata sa razli¢itim terapijskim
odgovorom. Rezultati nisu pokazali povezanost ni za jedan od analiziranih parametra (p>0,05; Tabela
12).
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Tabela 12. Povezanost ucesnika sfingolipidnog metabolizma sa odgovorom na nCRT kod
pacijenata sa LARC*

Dobar Umeren Los P

(n=5) (n=9) (n=12) vrednost

Ceramidi (ng/mL), srednja vrednost+SD
CER C16 2356,6+197,9 2051,4+283,3 2271,2+531,3 0,678
CER C18 544,1+125,7 530,6+247,4 622,1+236,1 0,680
CER C20 509,6+86,9 638,4+149,1 649,6+239,1 0,522
CER C22 3666,2+1059,6  4857,1+1387,0 4145,0+£1268,3 0,260
CER C24 14214,1+3555,9 16989,5+6517,4 150005,9+3752,3 0,828

Serum
Sfingomijelini (ug/mL), srednja vrednostSD
SM C16 358,8+42,2 288,9+35,7 366,6+100,2 0,162
SM C18 103,349,5 95.7+20,8 124,5+32,6 0,116
SM C24 63,9+15,3 78,1+37,5 67,5+17,8 0,748

Enzimi (ng/mL), srednja vrednost+SD

AC 4,1+0,9 4,7£1,4 4,919 0,915

Tumorsko | EKspresija gena (2°9¢Y), srednja vrednost+SD

tkivo ASAH1 0,07+0,05 0,07+0,06 0,040,02 0,644

# Cetiri pacijenta su primila samo hemioterapiju i nisu analizirana u odnosu na terapijski odgovor.
Pacijenti koji su primili nCRT su podeljeni u tri kategorije: dobar odgovor — pacijenti sa kompletnom
(TRG1) i priblizno kompletnom (TRG2) regresijom tumora; umeren odgovor — pacijenti sa
umerenom regresijom tumora (TRG3); i lo§ odogovor — pacijenti sa minimalnom regresijom (TRG4)
I bez regresije tumora (TRG5). nCRT — neoadjuvant chemoradiotherapy; TRG — tumor regression
grade; SD — standardna devijacija; CER — ceramid; SM — sfingomijelin; AC — acid ceramidase;
ASAH1 — N-acylsphingosine amidohydrolase 1.
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5. DISKUSIJA

Sfingolipidi se smatraju kljuénim za ocuvanje strukturnog integriteta intestinalnog trakta.
Kako je prethodno navedeno, ovi bioaktivni molekuli regulisu proliferaciju ¢elija, diferencijaciju, i
apoptozu. Razumevanje metabolizma sfingolipida u kolonu i rektumu od sustinskog je znacaja za
sagledavanje njihove uloge u razvoju CRC, progresiji bolesti i odgovoru na terapiju. Opisani koncept
sfingolipidnog reostata znacajno doprinosi rasvetljavanju uloga sfingolipida u patogenezi, kao i u
predikciji pravca toka bolesti. Kod zdravih osoba metaboli¢ki profil je uglavnom uravnoteZeniji, dok
izmenjeno metabolicko stanje kod pacijenata sa CRC moze biti povezano sa specificnim promenema
u metabolizmu lipida u poredenju sa zdravim kotrolama.

Brojna istrazivanja su ispitivala prognosticki i prediktivni znacaj sfingolipidnih molekula kod
pacijenata sa CRC. Zbog ogranicene senzitivnosti i specifi¢nosti standardnih tumorskih markera,
CEA i CA19-9, postoji stalna potreba za dodatnim, pouzdanim biomarkerima koji bi dopunili njihovu
klinicku vrednost. Upravo iz ove potrebe proistice znacaj istrazivanja sfingolipida kao potencijalnih
markera za pracenje kako toka bolesti, tako i odgovora na terapiju. U studijama, kao §to je veé
opisano, analizirani su razli¢iti uesnici sfingolipidnog metabolizma, ukljuc¢ujuci ceramide i enzime
koji ucestvuju u njihovoj sintezi, kao i metabolite poput sfingozina i S1P. Pored toga, poseban interes
je bio usmeren na AC, koja katalizuje hidrolizu ceramida i uti¢e na ravnotezu proapoptotskih i
proliferativnih signalnih puteva. Medutim, u veéini tih studija su analizirani meSoviti uzorci
tumorskog tkiva kolona i rektuma, S§to je dovelo do heterogenih i Cesto oprec¢nih rezultata.
Istovremeno, u dostupnoj literaturi i dalje nema dovoljno podataka o specifi¢noj ulozi metabolizma
sfingolipida u karcinomu rektuma kao zasebnom bioloskom i klini¢kom entitetu.

U ovoj doktorskoj disertaciji sfingolipidni molekuli su analizirani u serumu pacijenata sa
LARC, stadijuma Il1, a kojima je ordinirana nCRT, i u serumu zdravih ispitanika. Po polnoj strukturi
se grupe ispitanika nisu razlikovale, dok su ispitanici u kontrolnoj grupi bili nesto mladi. Ova razlika
nije iznenaduju¢a s obzirom da je jedan od kriterijuma za ukljuivanje u kontrolnu grupu
podrazumevao odsustvo bilo kakve istorije hroni¢nih bolesti, $to oteZava pronalazenje starijih osoba
koje ispunjavaju ovaj uslov. Uocene razlike u hematoloSskim, hemostaznim i biohemijskim
parametrima izmedu grupa, bez obzira da li je postignuta statisticka znacajnost, su u skladu sa
ocekivanim efektima prisustva aktivne maligne bolesti. Parametri koji su pokazali statisti¢ki znacajne
razlike, poput leukocita, eritrocita, trombocita i nekih biohemijskih markera, jasno odraZavaju uticaj
bolesti na organizam. Ostali parametri, iako nisu znac¢ajno odstupali od vrednosti u kontrolnoj grupi,
odgovaraju poznatim fizioloSkim obrascima i predstavljaju tipi¢ne individualne varijacije unutar
populacije pacijenata. Od tumor markera, vrednosti CEA 1 CA 19-9 bile su o¢ekivano vece kod
pacijenata sa LARC, §to potvrduje njihovu ulogu kao markera povezanih sa CRC. Nasuprot tome,
CA 15-3 1 CA 72-4 nisu pokazali razliku izmedu grupa, Sto je u skladu sa njihovom primarnom
primenom u pracenju drugih karcinoma, poput karcinoma dojke i Zeluca. Uzimajuci sve zajedno, ovi
rezultati naglasavaju da laboratorijski parametri pre terapije odrazavaju sistemski uticaj same bolesti,
a statisticki znacajne promene dodatno potvrduju specificne efekte LARC u poredenju sa
neobolelima.

Uocene promene u laboratorijskim parametrima pre i posle nCRT kod pacijenata sa LARC su
u skladu sa o¢ekivanim sistemskim efektima terapije. Smanjenje broja leukocita, limfocita i neutrofila
odrazava tipi¢nu supresiju koStane srzi i primarno pogada celije koje se brzo dele. Takode, pad
hemoglobina, eritrocita, trombocita i albumina, ukazuje na opsti sistemski stres indukovan terapijom.
S druge strane, povecanje inflamatornih parametara, ukljuc¢uju¢i CRP i D-dimer, je u skladu sa
sistemskim inflamatornim odgovorom i oslobadanjem molekula koje aktiviraju imunski sistem iz
oSte¢enih Celija. Smanjenje CEA nakon terapije ukazuje na redukciju tumorskog opterecenja, dok
ostali biohemijski parametri ostaju relativno stabilni ili pokazuju manje promene. Ovi rezultati jasno
pokazuju da nCRT indukuje Sirok sistemski odgovor organizma, koji ukljucuje hematoloske,
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inflamatorne i metabolicke komponente. UocCene promene odrazavaju tipicnu fiziolosku reakciju na
kombinovanu radio-hemioterapiju i njihova pojava je o¢ekivana u kontekstu terapijskog odgovora.

Profili ceramida i sfingomijelina u serumu pacijenata i zdravih ispitanika uklju¢enih u ovu
studiju su odredivani metodom LC/MS-MS, nakon ¢ega su dobijene vrednosti uporedene izmedu
ispitivanih grupa. Rezultati su za oba tipa sfingolipidnih molekula pokazali nize koncentracije u
serumu pacijenata pre primene bilo kakve terapije u odnosu na kontrolnu grupu, pri ¢emu je statisticki
znacajno nizi nivo zabelezen za CER C18, CER C22, CER C24, SM C18 i SM C24. S obzirom da
promene u nivou cirkuliSu¢ih ceramida i sfingomijelina mogu biti posledica unosa sfingolipida putem
ishrane, pacijenti ukljuceni u istrazivanje nisu bili na restriktivnom dijetetskom rezimu. Raznovrsna
ishrana ispitanika, ukljuc¢ujuéi pacijente i kontrolnu grupu, omogucila je realisti¢nije sagledavanje
uloge sfingolipida u karcinomu rektuma, nezavisno od dijetarnih faktora. Na osnovu dobijenih
rezultata se moze pretpostaviti da pad vrednosti CER C18, CER C22, CER C24, SM C18 1 SM C24
moze ukazivati na prisustvo karcinoma rektuma. Medutim, navike u ishrani ostaju vazan faktor koji
bi trebalo posebno uzeti u obzir u budu¢im istrazivanjima, kao i sprovodenje analiza u grupama
pacijentima s ranijim stadijuma tumora, I i Il.

Nizi nivo ceramida u serumu pacijenata u odnosu na zdrave ispitanike u suprotnosti su sa
prethodno objavljenim istrazivanjima (117). U serumu pacijenata sa metastaskim CRC su zabeleZeni
veci nivoi ceramida i sfingomijelina u poredenju sa zdravim kontrolama (119, 127). Takode,
pokazano je da u normalnom tkivu postoji gradijent u nivou aktivnosti alkalne sfingomijelinaze duz
kolona ka rektumu, ¢ijom se razlicitom aktivnoSéu sfingomijelini hidrolizuju do ceramida 1
fosfoholina, $to rezultuje razlikama u nivou ceramida (128). Istrazivanja su pokazala i da snizene
koncentracije proapoptotskog ceramida i poviSene koncentracije proproliferativnog S1P u
polipoidnim lezijama sa visokim malignim potencijalom, dok je suprotan obrazac uocen kod lezija
sa niskim malignim potencijalom (129). Regulacija nivoa SIP u ¢elijama karcinoma kolona zavisi
od povecane ili smanjene ekspresije enzima ukljucenih u njegovu sintezu, odnosno razgradnju. U
katabolickom putu, SIP mozZe biti ireverzibilno degradiran ili ponovo pretvoren u ceramid i druge
kompleksne sfingolipide (128). Neujednacenosti podataka u literaturi o povezanosti nivoa ceramida
i sfingomijelina sa CRC doprinose i rezultati in vitro studija. Manje koncentracije sfingomijelina i
ceramida zabeleZeno su u ¢elijskoj liniji SW620 u poredenju sa SW480 (130). Celijska linija SW480
predstavlja primarni tumor kolona iz kog je izvedena izogena metastatska linija SW620 iz limfnog
¢vora, pri ¢emu su migratorni potencijal 1 invazivnost ¢elija SW480 vec¢i u poredenju sa ¢elijama
SW620 (131, 132). Medutim, u odnosu na navedene studije, u ovoj doktorskoj disertaciji su bili
ukljuceni iskljucivo pacijenti sa karcinomom rektuma kod kojih metastaze nisu bile prisutne u
trenutku regrutovanja. Takode, analiziran je nivo sfingolipidnih molekula u serumu, a poznato je da
postoje razlike u profilu sfingolipida u tkivu i cirkulaciji (119).

Nizi nivo ceramida kod pacijenata mogu ukazivati na njihovu pojacanu razgradnju, pri cemu
AC predstavlja jedan od klju¢nih enzima ukljucenih u ovaj proces. Kao $to je ve¢ napomenuto, AC
ima znacajnu ulogu u regulaciji ravnoteze izmedu proapoptotskih i proproliferativnih sfingolipidnih
molekula. Hidrolizom ceramida do sfingozina, AC smanjuje njihov antitumorski potencijal, dok
istovremeno obezbeduje supstrat za fosforilaciju i sintezu S1P, ¢ime se podsticu protumorski efekti.
S obzirom na to da AC nije direktno ukljucena u metabolizam sfingomijelina, u ovom istrazivanju je
analizirana njena povezanost samo sa nivoima ceramida u grupi pacijenata. Medutim, nije uocena
znacajna korelacija sa koli¢inom enzima. Posto je fokus ove disertacije bio na analizi sfingolipida,
AC je razmatrana samo kao potencijalni mehanizam koji bi mogao objasniti uo¢ene promene u profilu
sfingolipida kod pacijenata sa LARC, zbog ¢ega merenje AC nije sprovedeno u kontrolnoj grupi. Bez
obzira $to nije nadena korelacija izmedu nivoa ceramida i AC, ne moze se u potpunosti iskljuciti
uloga ovog enzima, s obzirom na to da je merena samo koli¢ina proteina ELISA testom, dok aktivnost
enzima nije analizirana. Merenje aktivnosti AC zahteva sloZenije i kombinovane metode, koje su
tehnicki zahtevnije od klasicnih ELISA testova i obi¢no podrazumevaju dodatnu optimizaciju 1
kontrolne uslove. U tom kontekstu, funkcionalna aktivnost enzima bi trebalo da se uzme u obzir u
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buduéim istrazivanjima, a kvantifikovanje sfingozina kao glavnog katabolickog produkta moglo bi
se koristiti za procenu te aktivnosti.

Nivo AC je dalje indirektno procenjivan u uzrocima tkiva pacijenata, a na osnovu analize
ekspresije gena ASAH1I, koji kodira ovaj enzim. Prvo su analizirani uzorci prikupljeni od pacijenata
pre primene bilo kakve terapije kako bi se ispitao potencijal ekspresije ovog gena za razlikovanje
malignog od nemalignog tkiva. UoCena je smanjena ekspresija gena ASAHL u tumorskom tkivu, uz
ogranicenu sposobnost razlikovanja malignog od nemalignog rektalnog tkiva. Smanjena ekspresija
je primecena i pri analizi TCGA-READ seta podataka, koji je ukljuc¢ivao transkriptomske podatke iz
primarnih uzoraka rektalnog adenokarcinoma stadijuma I1-111. Prethodna studija koja je kombinovala
TCGA podatke kolona i rektuma kako bi uporedila ekspresija gena povezanih sa metabolizmom
sfingolipida izmedu tumorskog i netumorskog tkiva je za gen ASAH1 zabelezila slican rezultat (133).
Za razliku od pazljivo prikupljenih parova tkiva od pacijenata regrutovanih za potrebe ovog
istrazivanja, u Xena Browser-u nisu uvek dostupni podaci za uparene uzorke. Ipak, uprkos razlikama
u platformama, metodologijama i potencijalnim varijacijama u stadijumu tumora i uparivanju
uzoraka, uocen je sli¢an trend smanjenja ekspresije gena ASAH1 u tumorskom tkivu. Ovo smanjenje
najverovatnije odrazava funkcionalne posledice u biologiji tumora, a ne biomarkerski znac¢aj u smislu
razlikovanja tkiva. S obzirom da nema dovoljno studija u kojima je direktno merena ekspresija gena
ASAH1 u humanom rektalnom tkivu, posebno u zdravoj sluznici, ovi rezultati doprinose boljem
razumevanju uloge gena ASAH1 u LARC, narocito u kontekstu ograni¢enih klini¢kih podataka.

Na osnovu ekspresije na nivou gena, mogao bi se oc¢ekivati i snizen nivo AC u tumorskom
tkivu rektuma, $to bi bilo u suprotnosti sa prethodnim nalazima o povisenoj ekspresiji AC u CRC
(134). Ekspresija gena ASAH1, kao indirektni pokazatelj nivoa AC u tkivu, je korelisana sa nivoom
AC u serumu. Medutim, korelacija nije uocena. Ovakav rezultat moze biti usled sistemskog porekla
cirkuliSué¢e AC. Uzimaju¢i sve navedeno u obzir moze se pretpostaviti da je AC, u zavisnosti od tkiva
u kom se eksprimira, regulisana na viSe nivoa, ukljuCujuci transkripcione i posttranskripcione
mehanizme. Ovakva tkivno specifi¢na regulacija moze doprineti razlikama u nivou enzima izmedu
kolona i rektuma uocenim u prethodnoj studiji (135). Takode, pored tumorskih ¢elija, AC luce i druge
¢elije poput hepatocita, leukocita 1 endotelnih ¢elija, Sto posledi¢no u serumu odrazava opsti, a ne
tumor specifican metabolizam sfingolipida (119, 136, 137).

S obzirom na primeceni potencijal da promene u nivou ceramida i sfingomijelina mogu
ukazivati na prisustvo tumora, ovi parametri su dalje korelisani sa standardnim tumor markerima koji
se koriste za procenu bolesti. Sve analize su sprovedene u serumu pre primene bilo kakve terapije,
kako bi se izbegao uticaj terapijskih protokola na ispitivane parametre i obezbedila Sto pouzdanija
interpretacija rezultata. Iako su uocene individualne varijacije u koncentracijama ispitivanih lipida i
tumorskih markera, statistickom obradom podataka nije potvrdena znacajna medusobna povezanost
izmedu ovih parametara. Drugim re¢ima, vrednosti ceramida i sfingomijelina nisu pokazale linearnu
niti monotonu korelaciju sa standardnim tumorskim markerima. Odsustvo korelacije moze se smatrati
metodoloski 1 klinicki relevantnim nalazom, jer ukazuje na to da ispitivani lipidni parametri
odrazavaju razli¢ite bioloske aspekte tumorskog procesa u odnosu na konvencionalne markere. Time
se smanjuje verovatnoca preklapanja informacija i potvrduje da svaki od analiziranih pokazatelja
pruza nezavisnu dijagnosticku vrednost. Upravo ta komplementarnost omoguc¢ava njihovo paralelno

.....

njihov ukupni biomarkerski znacaj.

Identifikacija specificnih biomarkera u serumu koji, u kombinaciji, odrazavaju i1 biologiju
tumora i sistemski imunski odgovor mogla bi unaprediti pracenje toka bolesti i odgovora na terapiju.
S obzirom na povezanost tumora sa inflamacijom, ucesnici sfingolipidnog metabolizma su korelisani
i sa CRP parametrom i CALLY indeksom, pri ¢emu je pozitivna korelacija uoc¢ena izmedu SM C18
i CRP. Prema podacima iz literature, CALLY indeks je u CRC proucavan kao prognosticki
biomarker, pri ¢emu njegove nize preoperativne vrednosti koreliSu sa smanjenim prezivljavanjem i
ve¢om stopom recidiva (138-140). Prednost CALLY indeksa u odnosu na druge inflamatorne
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parametre, kao $to su PLR (eng. platelet-to-lymphocyte ratio) i NLR (eng. neutrophil-to-lymphocyte
ratio), ogleda se u tome §to istovremeno odrazava sistemsku inflamaciju, nutritivni status i imunski
odgovor (141). Njegova prognosticka vrednost nadmasuje druge Cesto koriS¢ene inflamatorne
markere, a u kombinaciji sa klinickim parametrima stadijuma bolesti, kao $to je TNM klasifikacija,
dodatno poboljsava preciznost prediktivnih modela za procenu ishoda bolesti (142). Medutim,
dostupni podaci o ulozi CALLY indeksa iskljuc¢ivo u karcinomu rektuma su vrlo ograniceni. Pored
toga nema zabelezenih studija koje su ispitivale povezanost sfingolipida i CALLY indeksa.
Medusobni odnos metabolizma ceramida, inflamacije i nutritivnog statusa trebalo bi dodatno ispitati
na veéem broju pacijenata sa karcinomom rektuma, kako bi se identifikovali jedinstveni biomarkeri
koji odrazavaju sve navedeno ili razliiti markeri koji u kombinaciji mogu s ve¢om pouzdano$cu
ukazivati na tok bolesti.

Iako je svim pacijentima sa LARC ukljucenih u ovu studiju inicijalno ordinirana nCRT, kod
Cetiri pacijenta su dva meseca nakon prve evaluacije detektovani sekundarni depoziti u jetri i plu¢ima.
Ovi pacijenti su primili samo hemioterapiju i dalje su praceni, ali od njih nisu uzimani uzorci nakon
terapije i nisu analizirani u kontekstu terapijskog odgovora.

Kako bi se procenio uticaj nCRT na metabolizam sfingolipida, ceramidi i sfingomijelini su
mereni u serumu, dok je ekspresija gena ASAH1 merena u tkivima pacijenata koji su bili podvrgnuti
ovoj terapiji. Medu analiziranim sfingolipidima uoc¢eno je smanjenje nivoa C18 CER. Imajuéi u vidu
da je de novo sinteza ceramida ranije predlozena kao kljuéni mehanizam u nCRT-indukovanoj
apoptozi, ovaj nalaz moze biti posledica smanjene aktivnosti ceramid-sintaze 1, koja je odgovorna za
sintezu C18 CER (143, 144). S druge strane, razlike u espresiji gena ASAH1 uocene pre nCRT vise
nisu bile prisutne $to je najverovatnije posledica blagog povecanja ekspresije u tumorskom i blagog
smanjenja u netumorskom tkivu u odgovoru na terapiju. S obzirom na to da AC ima protumorske
efekte, ovaj rezultat sugerise da tumor razvija adaptivni odgovor i potencijalno se opire terapiji.

Patohistoloske karakteristike tumora nakon terapije opisuju stanje i bioloSke osobine
rezidualnog tumora, a ne direktno odgovor na terapiju, iako se ponekad mogu preklapati.
Limfovaskularna invazija se definise kao prisustvo ¢elija karcinoma u limfnim ili krvnim sudovima
1 smatra se ranim korakom u S$irenju tumora, a limfni nodusi potencijalno jesu inicijalna mesta za
detektovanje metastaza. Zato se 1 prisustvo malignih ¢elija u limfnom nodusu smatra ranim
pokazateljem diseminacije bolesti u udaljene organe, odnosno agresivnosti samog tumora. Serumski
sfingomijelini, ceramdi, AC i ekspresija gena ASAH1 u turmorskom tkivu su analizirani kao
potencijalni prediktori ovih karakteristika. Rezultati analize su pokazali da nizi nivoi CER C16 1 SM
C16 u serumu pre izlaganja nCRT mogu ukazivati na limfati€nu invaziju tretiranog tumora, Sto
sugeriSe da mogu odraZavati agresivnije bioloske osobine rezidualnog tumora. Iako nije nadena veza
novoa ceramida i sfingomijelina sa perineuralnom invazijom, ovi nalazi ne iskljucuju potencijal
analiziranih sfingolipida kao biomarkera koji pruza dodatnu informaciju o invazivnosti tumora.

Vazan faktor koji odreduje odgovor na terapiju i moZze uticati na ishod leenja pacijenata jeste
apoptotski status tumorskog tkiva. Tumorsko tkivo sa ouvanim apoptotskim putevima i pove¢anim
unutrasnjim apoptotskim kapacitetom verovatnije ¢e bolje odgovoriti na terapiju. Takve celije su
sklonije da udu u proces ¢elijske smrti nakon oSte¢enja izazvanog terapijom, dok tumori sa narusenim
apoptotskim mehanizmima imaju vecu verovatnoc¢u da prezive. Sklonost tumorskih ¢elija da izbegnu
apoptozu moze nastati i kao posledica ogranicene akumulacije ceramida ili njihove brze degradacije.
lako sfingomijelini, koji sluze kao depoi ceramida, spadaju u proapoptotske sfingolipide, njihova
prekomerna akumulacija moze biti povezana sa loSim odgovorom na terapiju (121). Sa druge strane,
povecana aktivnost AC dovodi do znacajnog pada nivoa ceramida, zbog cega se AC smatra
obecavaju¢im targetom za razvoj novih terapijskih pristupa (114, 145, 146).

Odnos proteina BAX/BCL2 prethodno je predloZen kao potencijalni indikator odgovora
tumora na adjuvantnu CRT kod pacijenata sa karcinomom rektuma, ukazujuéi na njegovu mogucu
ulogu kao prediktivnog biomarkera (147). S obzirom na to da ekspresija gena predstavlja primarni
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regulatorni nivo, pri ¢emu promene u nivou iRNK cesto prethode i dovode do promena u nivou
proteina, U ovom istrazivanju apoptotski status tkiva procenjen je na osnovu odnosa ekspresije
proapoptotskog gena BAX i antiapoptotskog gena BCL2. Odnos ekspresije ovih gena Cesto se koristi
kao relevantan marker sklonosti ¢elija ka apoptozi (148, 149).

Posto ceramidi posreduju u zaustavljanju celijskog ciklusa i indukciji ¢elijske smrti kao
odgovor na stres, a AC je odgovorna za njihovu razgradnju, u ovoj studiji je ispitivana njihova
povezanost sa apoptotskim statusom tumorskog tkiva. Dodatno je analizirana povezanost
sfingomijelina, kao i ekspresija ASAH1 gena. Nasuprot sfignomijelinima, za CER C20, CER C22 i
CER C24 je pokazana pozitivna korelacija, odnosno sa povecanjem koncentracija ovih ceramida raste
BAX/BCL2 odnos. Pozitivna korelacija ceramida sa apoptotskim potencijalom tumorskog tkiva moze
se ocekivati, imajuci u vidu njihovu ulogu tumorsupresora i u¢estvovanje u apoptozi (102, 103). Ovi
rezultati ukazuju da odrzavanje niskih cirkuliSu¢ih nivoa proapoptotskih ceramida moze biti
povezano sa prezivljavanjem tumorskih ¢elija, ¢ime se podrzava ukljucenost sfingolipidnih vrsta u
biologiju karcinoma rektuma. Prethodna in vitro studija pokazala je da ¢elije karcinoma kolona
HCT116 eksprimiraju proteine ukljucene u ¢elijsku smrt 1 zaustavljanje rasta kao odgovor na tretman
ceramidima (128). Takode, dobijeni rezultati podrzavaju raniji nalaz da uticaj ceramida na rast i
prezivljavanje ¢elija karcinoma zavisi od duzine lanca masne kiseline (118).

Za razliku od ceramida, za AC je pokazana negativna korelacija sa BAX/BCL2 odnosom u
tumorskom tkivu, dok za gen ASAH1 nije uocena povezanost. Nizi nivo AC moze podstaci apoptozu
dopustaju¢i akumulaciju ceramida, budu¢i da se oni ne razgraduju. Ovi rezultati ukazuju na
mogucénost da sistemska merenja specifiénih ceramida i AC mogu pruziti uvid u apoptotsku aktivnost
tumora. Medutim, neophodna su dalja istrazivanja na ve¢em broju ispitanika kako bi se potvrdila
uocena povezanost. Takode, iako merenje ekspresije proapoptotskih i antiapoptotskih gena ili
proteina moze pruZziti znacajne informacije o apoptotskom statusu tkiva, za sveobuhvatniju i
pouzdaniju procenu apoptoskog statusa tkiva je neophodno analizirati apoptozu i na ¢elijskom nivou,
primenom metoda koje omogucéavaju direktnu detekciju apoptotskih ¢elija poput protocne
citometrije. Ukoliko se ovi nalazi potvrde, odabrani sfingolipidni molekuli bi potencijalno mogli biti
integrisani sa molekularnim analizama tkiva i drugim serumskim biomarkerima radi sveobuhvatnije
procene apoptotskog potencijala tumora.

U tumorskom tkivu, koje se inicijalno karakterisalo izraZenijim apoptotskim potencijalom,
u odgovoru na nCRT je doslo do istovremenog povecanje ekspresije gena BCL2 i smanjenje
ekspresije gena BAX. Iako su pojedina¢ne promene u ekspresiji oba gena bile relativno malog
intenziteta, njihov zbirni efekat doveo je do smanjenja prvobinto zabelezenog BAX/BCL2 odnosa.
Ovaj rezultat je bio u suprotnosti sa pretpostavkom da ¢e nCRT dodatno pojacati apoptotski odgovor
tumorskog tkiva, imajuci u vidu njegov bazalni status. Umesto toga, doslo je do pomeranja ravnoteze
u smeru smanjenja apoptotskog potencijala, Sto moZe ukazivati na aktivaciju mehanizama celijskog
prezivljavanja pod dejstvom terapije. Nasuprot tome, netumorsko tkivo je nakon terapije pokazalo
trend povecanja BAX/BCL2 odnosa, §to je u skladu sa poznatim efektima citotoksi¢ne terapije na
zdravo tkivo. Ipak, ove promene nisu dostigle statisticku znacajnost.

Treba napomenuti da je u tkivu meren ukupan signal ekspresije gena BAX i BCL2, bez
mogucénosti razlikovanja doprinosa tumorskih ¢elija i stromalnih, ukljuc¢uju¢i imunske ¢elije. Takode,
dodatno ograniCenje predstavlja nepostojanje jasno definisane grani¢ne vrednosti izmedu visokog 1
niskog apoptotskog potencijala. Tumorsko tkivo pacijenata koji su bolje odgovorili na terapiju se
inicijalno karakterislao nizim vrednostima BAX/BCL2. Dobijeni rezultati ukazuju na slozenost
regulacije apoptoze u uslovima terapijskog stresa, Sto podrzava koncept da je terapijski odgovor
povezan sa dinamikom apoptotskog odgovora tumora 1 naglasava potrebu za daljim istrazivanjima
molekularnih mehanizama koji doprinose otpornosti tumorskog tkiva na terapijom indukovanu
apoptozu. Ovi nalazi takode sugeriSu da bi stratifikacija pacijenata prema bazalnom apoptotskom
potencijalu mogla imati znacaj u budu¢im studijama sa ve¢im kohortama i preciznijim metodoloskim
pristupom.
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Do sada je uloga metabolizma sfingolipida u odgovoru na nCRT razmatrana na malom broju
studija. U ovom istrazivanju nisu uocene razlike u nivoima ucesnika sfingolipidnog metabolizma
izmedu pacijenata sa razli¢itim odgovorom na nCRT. Prethodna studija je pokazala da kombinacija
C6 CER sa adjuvantnom terapijom doveodi do mitohondrijalne produkcije reaktivnih kiseoni¢nih
vrsta i oslobadanja citohroma ¢, uz indukciju apoptoze (150). U in vtiro uslovima je pokazano da je
razvoj rezistencije ¢elija kolona DLD-1 na 5-FU povezan sa porastom sfingomijelina i smanjenjem
ceramida (122). Takode, pokazano je da se rezistentne tumorske celije kolona HT29 i Caco-2
karakteriSu visokom ekspresijom enzima uklju¢enih u konverziju ceramida u glikosfingolipide (128).
Treba napomenuti da je, pored ekspresije na nivou gena i proteina, vazno analizirati i aktivnost
enzima, jer niza ekspresija uz visoku aktivnost moze imati sli¢ne bioloske posledice kao visoka
ekspresija uz umerenu aktivnost. Stoga bi buduca istrazivanja trebalo da procenjuju i ekspresiju i
aktivnost AC kako u serumu tako 1 u rektalnom tkivu, jer njihova kombinovana procena moze pruziti
znacajniji uvid u terapijski odgovor i potencijal AC kao terapijskog targeta.

Analizom ukupnog prezivljavanja ni za jedan od parametara nije pokazana statisticki znac¢ajna
povezanost sa rizikom smrtnog ishoda, odnosno ucesnici sfingolipidnog metabolizma nisu bili
povezani sa ukupnim prezivljavanjem u Cox regresionoj analizi. Procene hazard odnosa iz Cox
regresione analize treba tumaciti sa oprezom zbog ograni¢enog broja dogadaja, Sto smanjuje
statisticku snagu studije i moguénost pouzdanog otkrivanja potencijalnih asocijacija. Uzimajuci u
obzir medijanu pracenja od priblizno 5 godina u ispitivanoj kohorti, udeo pacijenata koji su bili zivi
na kraju perioda pracenja (83,3%) je slican prijavljenoj stopi petogodi$njeg ukupnog prezivljavanja
kod LARC (81,6%) (142). Manje razlike izmedu studija mogu odrazavati razlike u selekciji
pacijenata, terapijskim protokolima ili duzini perioda praéenja.

Izostanak znaCajne povezanosti sa terapijskim odgovorom ili prezivljavanjem moze biti
posledica relativno malog uzorka, malog broja pacijenata sa dobrim odgovorom, visokog ukupnog
prezivljavanja, kao i multifaktorijalne prirode tumorske biologije, koja ukljucuje slozene molekularne
interakcije i signalne puteve koji prevazilaze uticaj pojedinacnih biomarkera. Kod pacijenata sa
slabijim terapijskim odgovorom, adaptivne promene u tkivu, uoc¢ene u ovoj studiji, mogle su doprineti
otpornosti tumora. Trend ka povecanju ekspresije gena ASAH1 moZe potencijalno dovesti do
povecanja aktivnosti AC, §to moze uticati na smanjenje nivoa proapoptotskih ceramida i pospesiti
proapoptotske i proproliferativne procese. Iako nije mogucée tvrditi da promene u ceramidnom
metabolizmu direktno uzrokuju uocene promene u odnosu BAX/BCL2, paralelna pojava ovih
promena sugeriSe moguce sinergisticke mehanizme u regulaciji preZivljavanja tumorskih celija.
Kombinacija molekularnih, biohemijskih i ¢elijskih pristupa, uz analizu veceg broja pacijenata sa
razlic¢itim terapijskim ishodima, mogla bi znafajno doprineti preciznijem sagledavanju stvarnog
bioloskog efekta terapije i dubljem razumevanju mehanizama koji stoje u osnovi varijabilnog
terapijskog odgovora. U tom kontekstu, integracija genomskih, transkriptomskih, proteomskih i
metabolomskih podataka omogucila bi sveobuhvatan uvid u kompleksne mehanizme otpornosti na
nCRT, kao 1 identifikaciju klju¢nih molekularnih puteva ukljuc¢enih u odgovor na terapiju. Takav
multidisciplinarni i integrativni pristup doprineo bi preciznijoj stratifikaciji pacijenata, optimizaciji
izbora terapijskih strategija 1 daljem razvoju personalizovanog lecenja, Sto bi se u krajnjoj liniji
odrazilo na poboljsanje terapijskih ishoda i kvaliteta Zivota obolelih.

Najveci znacaj ove doktorske disertacije se ogleda u tome Sto je bila usmerena iskljucivo na
karcinom rektuma, dok su brojne prethodne studije ispitivale sfingolipidni metabolizam u karcinomu
kolona ili kombinovale uzorke tkiva retkuma i kolona. 1z tog razloga, dobijeni rezultati najvise
doprinose opstem razumevanju sfingolipidnog metabolizma u rektumu kao zasebnom entitetu creva.
lako nijedan od analiziranih parametara nije pokazao znacajnu povezanost sa terapijskim odgovorom
ili prezivljavanjem, uloga metabolizma sfingolipida u karcinomu rektuma zahteva dalja istrazivanja,
posebno imajuci u vidu ograni¢ene podatke u dostupnoj literaturi. S obzirom na to da je metabolizam
sfingolipida dinamican proces podlozan snaznom uticaju egzogenih faktora, buducéa istrazivanja
trebalo bi usmeriti ka procesima sinteze i razgradnje sfingolipida, kao i korelaciji metabolita i enzima
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sa dijetarnim navikama i ostalim faktorima rizika za nastanak CRC. Da bi se bolje razumela
povezanost sfingolipida sa ishodima bolesti i terapijskim odgovorom, potrebno je sprovesti analize
na ve¢em broju pacijenata i obuhvatiti i druge ucesnike sfingolipidnog metabolizma.

53



6. ZAKLJUCCI

Na osnovu postavljenih ciljeva i dobijenih rezultata ove doktorske disertacije, izvedeni su sledeci
zakljucci:

1.

Nivoi CER C18, CER C22 1 CER C24, kao 1 SM C18 i SM C24 u serumu, znacajno su snizeni
kod pacijenata sa LARC u poredenju sa zdravim ispitanicima, $to moze odrazavati prisustvo
karcinoma rektuma.

Odsustvo korelacije analiziranih ceramida i sfingomijelina, izuzev SM C18, sa standardnim
tumor markerima i parametrima inflamacije sugeri$e njihov potencijal da pruzaju nezavisne
informacije o tumoru.

Korelacija serumskih nivoa CER C20-C24 i AC sa apoptotskim statusom tumorskog tkiva
ukazuje na potencijal njihove primene u indirektnoj, neinvazivnoj proceni apoptotske
aktivnosti tumora.

Nizi nivoi CER C16 i SM C16 u serumu pre primene nCRT mogu ukazivati na limfaticnu
invaziju tretiranog tumora, Sto sugeriSe da odrazavaju agresivnije bioloSke osobine
rezidualnog tumora.

Ekspresija gena ASAH1, koji kodira AC, smanjena je u rektalnom tumorskom tkivu u odnosu
na okolnu zdravu sluznicu, $to ima pretezno funkcionalni, a ne biomarkerski znacaj. Blago
povecanje ekspresije pod dejstvom nCRT moze odrazavati adaptivne promene tumora.

Tumorsko tkivo pokazuje promenu apoptotskog potencijala u smeru smanjenja, $to je
verovatno posledica adaptivnih promena nastalih kao odgovor na nCRT.

Ni za jedan od analiziranih parametara sfingolipidnog metabolizma nije utvrden prognosticki
znacaj niti povezanost sa odgovorom na nCRT.

Za razjaS$njenje znacaja promena u metabolizmu sfingolipida u predikciji odgovora na nCRT
su neophodna istrazivanja na ve¢em broju ispitanika, uz ujednaceniju zastupljenost pacijenata
sa razli¢itim odgovorima na terapiju.
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Lista skracenica
5-FU

AC

ACTB

AJCC

ALT

ALP

aPTT

ASAH1
AUC
BAX
BCL2
bp

CA 15-3
CA19-9
CAT72-4
CALLY
CEA
CER
CIMP
Cl
cDNK
CMIA
CRC
CRP

CT

C1pP
dMMR

5-fluorouracil

kisela ceramidaza (eng. acid ceramidase)

aktin beta (eng. actin beta)

Americki zajednicki komitet za rak (eng. American Joint Committee on Cancer)
alanin-aminotransferaza (eng. alanine aminotransferase)

alkalna fosfataza (eng. alkaline phosphatase)

aktivirano parcijalno tromboplastinsko vreme (eng. activated partial thromboplastin
time)

eng. N-acylsphingosine amidohydrolase 1

povrsina ispod krive (eng. area under the curve)

eng. BCL2 associated X, apoptosis regulator

eng. BCL2 apoptosis regulator

bazni par

karcinomski antigen 15-3 (eng. cancer antigen 15-3)
karbohidratni antigen 19-9 (eng. carbohydrate antigen 19-9)
karcinomski antigen 72-4 (eng. cancer antigen 72-4)

eng. C-reactive protein-albumin-lymphocyte index
karcino-embrionalni antigen (eng. carcinoembryonic antigen)
ceramid

fenotip nastao metilacijom CpG ostrvaca (eng. CpG island methylator phenotype)
interval poverenja (eng. confidence interval)
komplementarna DNK (eng. complementary DNA)

eng. chemiluminescent microparticle immunoassay
kolorektalni karcinom (eng. colorectal cacncer)

C-reaktivni protein (eng. C-reactive protein)
kompjuterizovana tomografija (eng. computed tomography)
ceramid-1-fosfat (eng. ceramide-1-phosphate)

deficit MMR sistema (eng. deficient mismatch repair)



EDTA etilendiamintetrasiréetna kiselina (eng. ethylenediaminetetraacetic acid)

EGFR receptor za epidermalni faktor rasta (eng. epithelial growth factor receptor)

ECLIA glektrohemiluminiscentna imunoanaliza (eng. electrochemiluminescence
immunoassay)

ELISA enzimatski imunoadsorbentni test (eng. enzyme-linked immunosorbent assay)

ERUS endorektalne ultrasonografije (eng. endorectal ultrasonography)

FDA Uprava za hranu i lekove (eng. Food and Drug Administration)

FAP familijarna adenomatozna polipoza (eng. familial adenomatous polyposis)

FIT fekalni imunohemijski testovi (eng. fecal immunochemical test)

FOBT test na okultno krvarenje u stolici (eng. fecal occult blood test)

HDL lipoprotein visoke gustine (eng. high-density lipoprotein)

HGNC eng. HUGO Gene Nomenclature Committee

HR eng. hazard ratio

te¢na hromatografija spregnuta sa masenom spektrometrijom (eng. liquid

LC/MS-MS chromatography—mass spectrometry)

LDL lipoprotein niske gustine (eng. low-density lipoprotein)

LARC lokalno uznapredovali rektalni karcinom (eng. locally advanced rectal cancer)

MIRNK mikro-RNK

MSI mikrosatelitska nestabilnost (eng. microsatellite instability)

MMR mehanizam reparacije pogresno sparenih baza (eng. mismatch repair)

MRI magnetna rezonanca (eng. magnetic resonance imaging)

nCRT neoadjuvantna hemioradioterapija (eng. neoadjuvant chemoradiotherapy)

PT protrombinsko vreme (eng. prothrombin time)

qRT-PCR kvant_itativna reakcija 1an_éanog umnoiavanja u realnom vremenu (eng. quantitative
real time polymerase chain reaction)

READ karcinom rektuma (eng. Rectum Adenocarcinoma)

ROC ROC kriva (eng. receiver operating characteristic)

SD standardna devijacija

SM Sfingomijelin

S1P sfingozin-1-fosfat (eng. sphingosine-1-phosphate)



TNF-a faktor nekroze tumora (eng. tumor necrosis factor alpha)
TNM eng. tumor, node, metastasis
TRG stepen tumorske regresije (eng. tumor regression grade)

VDL lipoprotein veoma niske gustine (eng. very low-density lipoprotein)
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H3sjasa o ayTopcTBYy

Nwme n npesume ayropa JacHa bjenanoBuh

bpoj unnexca 2016/5091

UsjaBibyjem
7a je JIOKTOpCKa JucepTaluja o HaCJI0BOM

AHanmnza IpeIMKTUBHOT 3Haqaia IOpoMCHA Y MeTa6OJ'II/13MV Cd)I/IHFOJ'II/IHI/IHa KO nauHieHaTa ca
JIOKAJIHO Y3HaAnpCA0BaAJIMM KapIIMHOMOM PEKTyMa

® PE3YyJTaT COIICTBCHOT UCTPAKUBAYKOI pajiad,;

® Ja IucepTanuja y HeIMHU HU y ISIIOBIMA HHje OMIia MpeiIoskeHa 3a CTUIAkE IPYTe TUTLIOME
npeMa CTYIWjCKAM IporpaMuMa IpYTUX BHCOKOIIKOJICKUX YCTaHOBA;

e J1a Cy pe3yiTaTh KOPEKTHO HAaBEJCHU U

e Ja HUCAM KPIIKO/JIa ayTOpCKa MpaBa U KOPUCTHO/JIa HHTEIEKTYaJIHy CBOJUHY JPYTUX JIMIIA.

IMoTrnmce ayropa

VY Beorpany, 3. 3. 2026.




M3jaBa 0 HCTOBETHOCTH IITAMIIAHE U €JIEKTPOHCKE Bep3uje

JOKTOPCKOT pajaa

Nwme u npesume ayropa JacHa bjenanoBuh

bpoj unaekca 2016/5091

HacnoB pama _AHanu3a NOpeAWKTHBHOr 3HAayaja MPOMEHA Yy MeTabonu3My cUHroaumuaa Koj
[alnyjeHara ca JOKIHO Y3HAIPEIOBAINM KapIIMHOMOM PEKTYMa

MenTop _ npod. ap 'opan bapumuh u Bumu Haydau capagnuk jap Canapa JIparndeBuh

W3jaBspyjemM /a je mraMiana Bep3uja MOr JOKTOPCKOT pajia UCTOBETHA €JIEKTPOHCKO] BEP3UjU KOjy
caM IIpejiao/ia pajau MoxpamuBama y JIMruTaaTHoM peno3uropujymy YHusep3urtera y beorpany.

Jlo3BosbaBaM /1a ce o0jaBe MOjU JIMUHU IOJAllM Be3aHH 3a 00Wjame aKkaJleMCKOT 3Bama JTIOKTOpa
HayKa, Kao IITO Cy UME | MPe3uMe, TOJANHA U MECTO poljera U 1aTym oadpaHe pajaa.

OBM JNMYHM TOAAaM MOTY ce O0jaBUTH Ha MPEKHHUM CTpaHUIAMa TUTUTAIHE OMOIHOTEeKe, Y
€JIEKTPOHCKOM KaTaJIory U 'y myOinkanujama Y HuBepsurteta y beorpany.

IHornuc ayropa

VY Bbeorpany, 3. 3. 2026.




H3sjaBa o kopumhemwy

Osnamthyjem YHUBep3uTeTcKy OMOIMOTEKY ,,CBeT03ap MapkoBuh* na y JIururaaHu perno3uTopujym
VYuuBepsutera y beorpany yHece M0jy JOKTOPCKY TMCEpPTAIH]y IO HACTIOBOM:

AHanmnza IpeIMKTUBHOT 3Haqaia IOpoMCHA Y MeTa6OJ'II/13MV Cd)I/IHFOJ'II/IHI/IHa KO naunieHaTa ca
JIOKAJIHO Yy3HaAnpCAO0BaAJIMM KapIIMHOMOM PEKTyMa

KOja je MOje ayTOPCKO Jeo.

Jucepranyjy ca CBUM IpUIO3UMa Mpeao/aa caM y eJIeKTPOHCKOM (GopMmaTy MOTOJHOM 3a TpajHO
apXUBHUPABE.

Mojy IOOKTOpCKY IuCepTalujy MoxpameHy y JlururaiHoMm pemno3uTopujymy YHUBEp3HUTETa Y
Beorpany um nmocTynmHy y OTBOPEHOM MPHCTYIy MOTY Jla KOPHCTE CBH KOjU TIOMITYjy oapende
caapkane y onabpanom tumy jmnenne Kpearusue 3ajeqaune (Creative Commons) 3a Kojy caMm ce
OJlTy4HO/Ta.

1. Ayropctso (CC BY)
2. AyropctBo — Hekomepimjaiao (CC BY-NC)
@AyTOpCTBO — "HekoMmepuujainao — 6e3 mpepane (CC BY-NC-ND)
4. AyTopcTBO — HEKOMEpIHMjaHO — nenutu moja uctum yeiaosuma (CC BY-NC-SA)
5. AyropctBo — 6e3 nipepaje (CC BY-ND)
6. AytopctBo — nenutu o uctum yciaosuma (CC BY-SA)

(MonuMo na 3a0KpyKUTE caMO JeHy OJ IecT monyheHux nuneHnu. Kparak omnuc nuiieHnu je
CacTaBHHU JICO OBE H3jaBe).

IHornuc ayropa

VY Beorpany, 3. 3. 2026.




