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Predgovor

Uspostaviti tradiciju je mnogo teZe nego realizovati inicijativu. Pokazalo se da je prvi broj tematskog
zbornika Trendovi u molekularnoj biologiji 1 pobudio interesovanje nau¢ne zajednice u Srbiji, tako da
drugi broj nije bilo tesko sastaviti. Broj poglavlja u tematskom zborniku Trendovi u molekularnoj biologiji 2
je premasio ocekivanja. Kao da je Tematski zbornik simboli¢no postao - Ko je ko u molekularnoj biologiji u
Srbiji. | ponovo se pokazalo da se naucnici u nasoj zemlji bave aktuelnim istraziva¢kim temama i aktivno
doprinose napretku molekularne biologije na mnogim poljima. | mladi molekularni biolozi su prikazom
svojih doktorskih teza pokazali da prate svetske trendove i savremene naucne pristupe.

Posebnost ovog broja je $to se objavljuje u vreme kada obelezavamo jubilej, pedesetogodisnjicu Beo-
gradske Skole molekularne biologije, o ¢emu svedoci tekst u kome je prikazan put razvoja programa za mo-
lekularnu biologiju na Bioloskom fakultetu Univerziteta u Beogradu.

Pre viSe godina na jednom nau¢nom skupu se govorilo o tome kako saznanja iz molekularne biologije
prozimaju sve naucne oblasti koje se bave Zivim organizmima i kako se moze predvideti da ¢e njena primena
obeleZiti novi vek. Iz auditorijuma je stigao komentar:,Proci ¢e i vase”. Vreme svedodi da je era molekularne

biologije tek pocela.

| $ta éemo sad?”

Sonja Pavlovi¢
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Iz recenzija Tematskog zbornika
Trendovi u molekularnoj biologiji

Drugi broj tematskog zbornika ,Trendovi u molekularnoj biologiji 2” predstavlja nastavak prikazivanja
i objavljivanja najznacajnijih nau¢nih radova proisteklih iz doktorskih disertacija mladih nauc¢nika Srbije,
kao i najznacajnijih naucnih rezultata ostvarenih u svetu u oblasti molekularne biologije, u protekloj godini,
u kojima su nasi nau¢nici dali svoj doprinos. U ovom broju, prikazano je 18 nau¢nih radova, od kojih je 12 iz
oblasti biomedicine, koji su posveéeni rezultatima ostvarenim u oblasti molekularne biologije retkih bolesti,
tumora i centralnog nervnog sistema. Ovi rezultati su od ogromnog znacaja za unapredenje dijagnostike i
terapije bolesti.

Rezultati koje su nasi naucnici ostvarili u oblasti molekularne biologije biljaka prikazani su kroz tri rada,
a akcenat u njima je na mogucnosti primene tih rezultata u oblasti ekologije, hortikulture i unapredenja
zdravlja ljudi (potraga za ekoloski prihvatljivim bioherbicidima, modifikacija boje cveta, bioloska aktivnost
prirodnih supstanci).

Dva rada su posvecena naprednim metodama u oblasti molekularne biologije i prikazana su u poseb-
nom poglavlju, sto smatram veoma vaznim.

Posebno bih istakla poglavlje u kojem je prikazan jedan od najznacajnijih naucnih rezultata u svetu u
protekloj godini (otkice receptora za temperaturu i dodir), za koji je dodeljena Nobelova nagrada za
fiziologiju i medicinu 2021. godine. Uvodno poglavlje ovog tematskog zbornika posveceno je znacajnom
jubileju — pedesetogodisnjici Beogradske skole molekularne biologije, i u njemu je prikazan razvojni put
studijskog programa Molekularna biologija i fiziologija na Univerzitetu u Beogradu - Bioloskom fakultetu.

Tematski zbornik ,Trendovi u molekularnoj biologiji 2” nastavlja svoju misiju nau¢ne avangarde za-
pocetu proslogodisnjim brojem. Prikazivanjem najkvalitetnijih i najznacajnijih naucnih rezultata ostvarenih
u oblasti molekularne biologije u protekloj godini u kojima su nasi mladi nau¢nici dali svoj ogromni dopri-
nos, prenose se informacije Sirem krugu istraZivaca i zaposlenih u razlic¢itim oblastima (medicina, farmacija,
poljoprivreda), ¢ime se otvaraju mogucnosti za saradnju, a samim tim za primenu rezultata, kao i za nova
istrazivanja.

Svojom koncepcijom i odabirom radova ,Trendovi u molekularnoj biologiji 2“ prate napredak u oblasti
molekularne biologije i ne samo da prenose najznacajnije nauc¢ne rezultate, vec i inspirisu i podsti¢u nova
istraZivanja i Sire interesovanje za ovu veoma znacajnu naucnu oblast. Ovaj zbornik opravdava svoj naziv i
nadam se da ¢e se nastaviti trend njegovog objavljivanja i narednih godina.

Dr Svetlana Radovi¢, redovni profesor,
Bioloski fakultet Univerziteta u Beogradu



Monografija/Tematski zbornik,,Trendovi u molekularnoj biologiji 2“ je drugi broj u nizu izdanja koje ima
za cilj da prikaze naucne rezultate iz oblasti molekularne biologije koje su ostvarili naucnici iz Srbije u
prethodnoj godini. Sacinjen je od 18 poglavlja, od kojih 8 predstavlja revijske radove proizasle iz doktorskih
disertacija mladih doktora nauka u kojima je prikazan njihov doprinos odredenoj nau¢noj oblasti moleku-
larne biologije koja je povezana sa temom njihove disertacije. Preostalih 7 poglavlja su prikazi aktuelnih
tema iz molekularne biologije u kojima su nasi nau¢nici dali svoj znacajni doprinos. Uvodno poglavlje je
posveceno jubileju, pedesetogodisnjici Beogradske Skole molekularne biologije, u kome je prikazan put
razvoja programa za molekularnu biologiju na Bioloskom fakultetu Univerziteta u Beogradu.

Veliki broj poglavlja iz Zbornika (12) je posvecen istrazivanjima iz oblasti biomedicine. Posebno je znaca-
jno poglavlje u kome je prikazan doprinos nasih istraZivaca u oblasti kojoj je dodeljena Nobelova nagrada
iz medicine za 2021. godinu (receptori za temperaturu i dodir).

Doprinos koji je molekularna biologija dala modernoj medicini je izuzetno veliki. Danas su u klini¢koj
praksi u svetu mnogobrojni dijagnosticki, prognosticki i terapijskih molekularni markeri. Posebno je znaca-
jno Sto je medicina u Srbiji pratila svetske trendove, i to zahvaljujudi i velikim naporima molekularnih bio-
loga u nasoj zemlji. Ovaj Tematski zbornik je svedocanstvo o znacajnim postignu¢ima molekularnih biologa
u Srbiji koji su doneli napredak nasoj medicini i drugim nauénim oblastima.

Monografija/Zbornik je izuzetno zanimljivo koncipiran sa sadrzajem koji je na visokom nau¢nom nivou
bez molekularne biologije. Primeri primenljivosti rezultata istrazivanja u praksi (medicinskoj i drugima) je
poseban kvalitet ovog Zbornika.

Prvi broj Tematskog zbornika, Trendovi u molekularnoj biologiji 1“ je doziveo veliko interesovanje. In-
teresovanje autora da objave svoj doprinos svetskoj nauci u broju 2 govori da je ovakav sadrzaj bio neopho-
dan nasoj nau¢noj javnosti. Sigurno je da ¢e ovako koncipiran Tematski zbornik imati buduénost, jer je
napredak medicine i drugih oblasti (biotehnologija, poljoprivreda, farmacija) nemoguce zamisliti bez novih
dostignu¢a molekularne biologije

Dr Vesna Skodri¢ Trifunovié, redovni profesor,
Medicinski fakultet Univerziteta u Beogradu
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Tematski zbornik ,Trendovi u molekularnoj biologiji 2“ sadrzi nau¢ne rezultate koji su prepoznati na
svetskom nivou, a koje su istrazivaci iz Srbije ostvarili u prethodnoj godini iz ove oblasti. Zbornik je sacinjen
od 18 poglavlja, preglednih radova, grupisanih u pet celina. Prva celina je posveéena vaznom jubileju,
pedesetogodisnjici osnivanja Beogradske skole molekularne biologije na Bioloskom fakultetu Univerziteta
u Beogradu, dok druga sadrzi prikaz rezultata nasih istrazivaca iz oblasti fiziologije i medicine za koju je u
2021. godini dodeljena Nobelova nagrada. Najvedi broj poglavlja je u okviru treée celine koja se bavi bio-
medicinom i to molekularnom biologijom retkih bolesti, tumora i centralnog nervnog sistema. Preostale
dve celine su posvecene molekularnoj biologiji biljaka i naprednim metodama molekularne biologije. Vazno
je istaci da su mladi doktori nauka aktivno ucestvovali u izradi ovog Zbornika, tako da 8 poglavlja u okviru
biomedicine i molekularne biologije biljaka predstavljaju revijske radove proizasle iz njihovih doktorskih
disertacija.

Znacaj ovog Zbornika je visestruk. Najpre, ve¢ drugu godinu za redom se objavljuju najrelevantnija
saznanja iz navedenih oblasti koja su proizasla iz rada istrazivaca iz Srbije i dostupna su $iroj javnosti na
maternjem jeziku. Takode, svoje radove su napisali istrazivaci iz razli¢itih naucnih instituta (5) i fakulteta (5)
iz Srbije, $to ohrabruje da ¢e se u nasoj zemlji i dalje nastaviti sa istrazivanjima u molekularnoj biologiji koja
su aktuelna u svetu.

~Trendovi u molekularnoj biologiji 2 je Tematski zbornik u kome su objedinjeni rezultati fundamental-
nih i primenjenih istrazivanja u molekularnoj biologiji ostvarenih u nasoj zemlji u prethodnoj godini.
Kori$¢enjem najnovijih metodoloskih pristupa u ovoj oblasti, ali i bioinformatickih i drugih softverskih alata,
postignut je znacajan napredak u dijagnozi i primeni novih strategija leCenja mnogih bolesti, forenzickim
analizama, razvoju novih lekova. Ovaj sveobuhvatni prikaz istraZivanja, koja se aktivno sprovode u nau¢nim
institutima i na fakultetima u Srbiji, doprinosi saznanjima o znacaju koji molekularna biologija ima kako u
humanoj i veterinarskoj medicini, poljoprivredi, farmaciji, tako i u razvoju biotehnologije, o¢uvanju zivotne
sredine i biodiverziteta.

Poseban doprinos Zbornika se ogleda u tome $to se u njemu nalaze aktuelni podaci o dostupnosti
navedenih savremenih metodologija, ¢ime se otvaraju realne mogucnosti za uspostavljanje novih saradniji
medu istrazivac¢ima, kao i u uspostavljanju inter- i multi-disciplinarnosti i daljem razvoju nauke u Srbiji.

Dr Gordana Nikcevi¢, naucni savetnik
Institut za molekularnu genetiku i geneticko inzenjerstvo, Univerzitet u Beogradu
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Uloga hsa-miR-93-5p u kolorektalnom karcinomu

Jovana Despotovic

Institut za molekularnu genetiku i geneti¢ko inzenjerstvo,
Univerzitet u Beogradu, Beograd, Srbija

Kontakt: jovanadespotovic@imgge.bg.ac.rs

Apstrakt

Kolorektalni karcinom predstavlja heterogenu bolest koja zauzima trece i drugo mesto na svetu po ste-
penu incidence i stopi mortaliteta, respektivno. Poznato je da mikroRNK molekuli imaju klju¢ne uloge u
procesu patogeneze, progresije i metastaziranja kolorektalnog karcinoma, ali i rezistenciji na hemiotera-
piju. U razli¢itim tumorima je pokazano da hsa-miR-93-5p moze imati onkogenu, ali i tumor-supresorsku
ulogu. Ovaj rad ima za cilj da predstavi dosadasnja saznanja o ulozi hsa-miR-93-5p u procesima vezanim
za kolorektalnu karcinogenezu, metastaziranje i odgovor na hemioterapiju kod pacijenata sa kolorektal-
nim karcinomom. Rad takode razmatra hsa-miR-93-5p kao potencijalni prognosticki i prediktivni biomar-
ker i primenu ovog molekula u klini¢koj praksi.

Kljucne reci: hsa-miR-93-5p, kolorektalni karcinom, metastaza, odgovor na terapiju, prognosticki bio-
marker, prediktivni biomarker



Role of hsa-miR-93-5p in colorectal cancer

Jovana Despotovi¢

Institute of Molecular Genetics and Genetic Engineering,
University of Belgrade, Belgrade, Serbia
Correspondence: jovanadespotovic@imgge.bg.ac.rs

Abstract

Colorectal cancer is a heterogeneous disease that ranks third and second globally in terms of inci-
dence and mortality rates, respectively. MicroRNAs have been implicated in the growth, progression, me-
tastasis and response to therapy of different tumors, including colorectal cancer. Hsa-miR-93-5p has been
reported to have oncogenic and tumor-suppressive roles in different tumor kinds. This review article aims
to present the current knowledge on the role of hsa-miR-93-5p in the processes related to colorectal car-
cinogenesis, metastasis and response to chemotherapy in patients with primary and metastatic colorec-
tal cancer. Also, the role of hsa-miR-93-5p as a potential prognostic and predictive biomarker and
application of this molecule in the clinical practice is described.

Keywords: hsa-miR-93-5p, colorectal cancer, metastasis, response to therapy, prognostic biomarker, pre-
dictive biomarker
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Kolorektalni karcinom

Kolorektalni karcinom (eng. colorectal cancer, CRC) je tip gastrointestinalnog maligniteta koji nastaje u
kolonu ili rektumu. Sa oko 1,85 miliona novih slucajeva godisnje (10,2% slucajeva svih maligniteta) prema
stopi ucestalosti svih karcinoma zauzima tre¢e mesto, odmah posle karcinoma pluéa i karcinoma dojke, dok
sa priblizno 0,88 miliona smrtnih slucajeva (9,2%) zauzima drugo mesto, odmah posle karcinoma pluca
(Slika 1) [1]. Ukoliko se godisnji trend rasta nastavi, predvida se da ¢e do 2030. godine do¢i do povecanja
stopa ucestalosti i smrtnosti za 20% i 25%, respektivno [2]. Petogodisnje preZivljavanje pacijenata sa CRC je
oko 90% ukoliko se bolest dijagnostikuje u ranim stadijumima, a iznosi samo 13% u slucaju ve¢ uznapre-
dovale bolesti [3]. Vodeci faktori rizika za razvoj CRC ukljucuju porodic¢nu istoriju CRC, prethodno prisustvo
drugih tumora, fizicku neaktivnost, pusenje, prekomernu tezinu, visok unos alkoholnih pica, visok unos cr-
venog ili preradenog mesa, kao i skroman unos mle¢nih proizvoda i namirnica koje sadrze integralne Zita-
rice ili dijetetska vlakna [3]. Medutim, priblizno 65% svih slu¢ajeva CRC nastaju sporadi¢no, bez prethodne
porodi¢ne istorije ili nasledenih genetickih varijanti koje povecavaju rizik od razvoja CRC [4].

Ucestalost Mortalitet
® Karcinom pluda ! ® Karcinom pluda
" Karcinom dojke l Kolorektalni karcinom
Kolorektalni karcinom ! Karcinom Zeluca
Drugi karcinomi Drrugi karcinomi

Slika 1. Stope ucestalosti i mortaliteta CRC. Modifikovano prema Bray i sar. [1].

CRC nastaje postepenom akumulacijom genetickih i epigenetic¢kih promena u Zlezdanim epitelnim ¢e-
lijama kolona i rektuma koje dovode do histoloskih promena kripti, od neizmenjenog epitela kolona i re-
ktuma, preko adenoma (benignih tumora), sve do karcinoma koji moze daljom progresijom da vrsi invaziju
u okolno tkivo i migrira do distalnih organa gde formira metastaze. Opisanu kaskadnu promenu od neiz-
menjenog epitela do karcinoma prate izmene u razli¢itim molekularnim putevima. Tako je pokazano da
prema modelu Fearon-a i Vogelstein-a kolorektalnoj karcinogenezi doprinosi aktivacija proto-onkogena
KRAS i BRAF zajedno sa mutacionom inaktivacijom tumor-supresorskih gena APC, SMAD4 i TP53 [5]. Takode,
prema saznanjima iz prethodne dve decenije, u nastanak i razvoj CRC su ukljuceni i drugi molekularni me-
hanizmi poput hromozomske nestabilnosti, mikrosatelitske nestabilnosti nastale usled promena u genima
uklju¢enim u popravku pogresno sparenih baza DNK, i fenotipa nastalog metilacijom CpG ostrva u promo-
torima odredenih gena [6]. Imajudi u vidu da histoloski identi¢ni tumori mogu imati drasti¢no razli¢ite pro-
gnoze, kao i ¢injenicu da se kod nekih pacijenata mogu naci promene u razli¢itim molekularnim putevima,
doslo se do zaklju¢ka da CRC predstavlja heterogenu i multifaktorijalnu bolest. Bolje razumevanje uloge
ovih molekularnih puteva moze doprineti poboljsavanju strategija za prevenciju, skrining, dijagnozu, pro-
gnozu i terapiju pacijenata sa CRC [7].

Maligne tumore, uklju¢ujudi i CRC, karakterise sposobnost odvajanja celija tumora sa njihovog prima-
rnog mesta, zatim njihova migracija i invazija u limfne i krvne sudove, i finalno nastanjenje u distalnim or-



ganima gde ¢e formirati sekundarni tumor, odnosno metastazu. Svaki opisani korak procesa metastaziranja
je precizno regulisan i zahteva kako geneticke, tako i epigeneticke promene. Medutim, ta¢ni mehanizmi
uklju¢eni u proces metastaziranja su u velikoj meri ostali nepoznati [7]. Oko 25% pacijenata ¢e vec pri po-
stavljanju dijagnoze primarnog CRC imati metastaze CRC (mCRC), dok ¢e polovina pacijenata razviti meta-
staze daljom progresijom bolesti [8]. Naj¢es¢i organ u kome CRC formira metastaze jeste jetra (eng. colorectal
cancer liver metastasis, CRLM) [9]. Skoro polovina pacijenata sa CRC ¢e preminuti usled komplikacija uzro-
kovanim prisustvom metastaza [10], tako da je od izuzetnog znacaja da se otkriju novi terapeutski pristupi,
kao i prognosticki i prediktivni biomarkeri, kako bi se ovako visoka stopa smrtnosti smanijila.

Lecenje kolorektalnog karcinoma

Tokom proteklih decenija, svi pacijenti sa CRC su leceni na isti nacin. Medutim, postalo je jasno da usled
heterogene prirode bolesti pacijenti ne pokazuju isti odgovor na terapiju, ili imaju razli¢ite sporedne reakci-
je na primenjene lekove. Zbog toga se preslo na personalizovani pristup lec¢enju pacijenata, uzimajudi u
obzir Zivotne navike pacijenta, stadijum tumora, kao i bioloske i molekularne karakteristike tumora [11]. U
eri personalizovane medicine, pacijentima sa CRC i mCRC su dostupni razli¢iti modaliteti le¢enja koji uklju-
Cuju resektivnu hirurgiju, sistemsku hemioterapiju i nove ciljane bioloske lekove.

Klasifikacija tumora prema stadijumu pomocu TNM sistema, Dukes-ove i Astler-Coller-ove klasifikacije,
pruza osnovu za odredivanje terapeutskih opcija. Dok ¢e pacijenti sa ranom bolescu biti le¢eni uglavnom
samo operativno, pacijentima sa uznapredovalom boles¢u ¢e pored operacije biti data (neo)adjuvantna si-
stemska hemioterapija sa ili bez ciljanih bioloskih agenasa. Primena hemioterapije u klinickoj praksi je do-
vela do znacajnog poboljsanja ishoda pacijenata sa CRC. Glavni cilj neoadjuvantne sistemske hemioterapije
je da se bolest koja je trenutno neresektabilna ucini podobnom za resekciju [12]. Citotoksi¢ni lekovi koji se
najcesce koriste u okviru sistemske hemioterapije za le¢enje CRC su: 5-fluorouracil (5-FU) (inhibitor timidi-
lat sintaze koji funkcionise tako $to inhibira sintezu pirimidina tokom replikacije DNK, a naj¢esce se u klini-
¢koj praksi primenjuje zajedno sa leukovorinom koji poja¢ava njegovo dejstvo), oksaliplatin (derivat platine
trece generacije koji dovodi do zastoja u mitozi usled formiranja DNK adukata), i irinotekan (inhibitor to-
poizomeraze | koji dovodi do inhibicije ligacije DNK tokom ¢elijskog ciklusa) [13]. U klini¢koj praksi se u
okviru prve linije le¢enja pacijenata najce$ce primenjuje kombinacija ovih lekova, i to u vidu dublet rezima
FOLFOX (5-FU + leukovorin + oksaliplatin) i FOLFIRI (5-FU + leukovorin + irinotekan) [14, 15].

Otkrivanje uloge faktora rasta poput EGF (eng. epidermal growth factor) i VEGF (eng. vascular endothe-
lial growth factor) u procesu metastaziranja ukazalo je na ove molekule kao potencijalne terapeutske targete.
Tako su u klini¢ku praksu usla humanizovana antitela na receptor za EGF cetuksimab i panitumumab, kao i
humanizovana antitela, fuzionisani proteini i mali inhibitorni proteini receptora za VEGF bevacizumab, ziv-
aflibercept, regorafenib i ramucirumab [16]. Pokazano je da kombinacija sistemske hemioterapije sa ciljanim
bioloskim agensima dovodi do boljeg odgovora pacijenata na terapiju u poredenju sa primenom samo si-
stemske hemioterapije [17-20]. Uprkos obecavaju¢em uspehu ciljanih agenasa primeceno je da odreden
broj pacijenata ne pokazuje odgovor na primenjenu terapiju usled urodene ili steCene rezistencije. Zbog
toga bi selekcija pacijenata koji bi imali koristi od primene odredene hemioterapije poboljsala terapeutsku
efikasnost ¢ime bi se izbeglo davanje terapije koja bi za odredenog pacijenta bila samo toksi¢na, a smanjili
bi se i finansijski troskovi le¢enja. Do danas je identifikovan mali broj molekularnih biomarkera koji mogu
da predvide odgovor pacijenta na terapiju i tako pomognu lekarima u dono3enju odluke za odabir prave te-
rapije za datog pacijenta. Tako je na primer status gena ukljucenih u popravku pogresno sparenih baza DNK
jedini biomarker koji moze da predvidi koji pacijenti sa stadijumom Il CRC nece pokazati odgovor na adju-
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vantnu terapiju [21]. Takode, pacijenti sa CRC koji u tumoru poseduju aktiviraju¢e mutacije u genu KRAS
nece pokazati odgovor na terapiju koja cilja receptor za EGF, zbog ¢ega je molekularno testiranje statusa
gena KRAS uslo u klini¢ku praksu kako bi se selektovali pacijenti sa ve¢om verovatno¢om za pozitivan efe-
kat ove vrste terapije [22-24]. Buduca istrazivanja koja ce iznedriti nove validirane prediktivne i prognosti-
¢ke biomarkere bi¢e neophodna kako bi se poboljsao kvalitet Zivota i ishod pacijenata sa CRC.

MikroRNK

MikroRNK (miRNK) molekuli pripadaju velikoj klasi malih regulatornih nekodiraju¢ih RNK molekula koji
vrie post-transkripcionu regulaciju genske ekspresije kod metazoa [25]. To su jednolanc¢ani RNK molekuli du-
zine od 21-25 nukleotida koji nastaju od dugackog prekursora koji formira strukturu nesavrseno sparene
ukosnice, od koje ¢e daljom obradom nastati zrela miRNK. Ve¢ina miRNK svoju ulogu negativnih regulatora
genske ekspresije naj¢esce vrii komplementarnim vezivanjem za 3’ netranslatirajudi region (eng. untran-
slated region, UTR) iRNK, $to za posledicu ima degradaciju ciljne iRNK ili inhibiciju translacije [26]. Bioinfor-
maticke analize ukazuju da miRNK sisara mogu da regulisu i do 60% svih protein-kodirajucih gena [27], zbog
¢ega nije iznenadujuce da su miRNK molekuli uklju¢eni u regulaciju fundamentalih ¢elijskih procesa poput
Celijske proliferacije, diferencijacije i smrti [28]. Zbog njihove vazne uloge u regulaciji ovih procesa, izmene
u ekspresiji miRNK povezane su sa fizioloskim i razvojnim promena, kao i pojavom patoloskih stanja, poput
tumora.

Brojne studije koje su analizirale ekspresioni status miRNK su pokazale da je pojava izmenjene ekspre-
sije miRNK u humanim karcinomima vise pravilo nego izuzetak. Tako je povisena ili snizena ekspresija miRNK
pokazana u brojnim tumorima i tumorskim celijskim linijama [28, 29], poput limfoma [30], karcinoma dojke
[31], glioblastoma [32], hepatocelularnog karcinoma [33], karcinoma pluca [34], karcinoma pankreasa [35],
karcinoma prostate [36] i CRC[37, 38]. miRNK su predloZene kao regulatori onkogeneze s obzirom da mogu
imati onkogenu ili tumor-supresorsku ulogu [29, 39], s tim da ta uloga moze biti specifi¢na za tip tumora [40].
Uopsteno, ekspresija zrelih miRNK je globalno snizena u tumorskim tkivima [41], bilo kao posledica gubitka
geneticke informacije, epigenetickog utisavanja, usled defekata u procesu biogeneze miRNK, ili globalne re-
presije transkripcije [40]. Ne samo da je ekspresija miRNK izmenjena u tumorima, ve¢ je poznato da miRNK
mogu imati klju¢ne uloge u nastanku, razvoju, progresiji i metastaziranju tumora [39, 40]. miRNK su izuca-
vane i kao potencijalni dijagnosticki, prognosticki i prediktivni biomarkeri, i terapeutski agensi ili targeti, s
obzirom da profili ekspresije miRNK koreliraju sa klinickim i bioloskim karakteristikama tumora kao $to je tip
tkiva, stepen diferencijacije, agresivnost i odgovor na terapiju [29].

Obrazac ekspresije miRNK je konzistentno i reproducibilno izmenjen u CRC u poredenju sa normalnom
mukozom creva [37, 38, 42, 43]. Uloga miRNK u ranom razvoju CRC se ogleda u ¢injenici da se obrazac
ekspresije miRNK menja tokom progresije od normalnog kolona, preko adenoma do kolorektalnog karci-
noma [44]. miRNK su ukljucene i u kasnije faze razvoja i progresije CRC, tako $to uti¢u nainvaziju, migraciju,
intravazaciju, ekstravazaciju i metastatsko naseljavanje udaljenih organa tumorskih ¢elija [42, 45].

Uloga hsa-miR-93-5p u kolorektalnoj karcinogenezi

hsa-miR-93-5p, zajedno sa hsa-miR-106b i hsa-miR-25, pripada klasteru miR-106b-25 lociranom na 515
baznih parova dugom regionu hromozoma 7g22, u okviru introna 13 gena MCM7 [46]. U literaturnim po-
dacima ne postoji konsenzus u vezi sa smerom ekspresije hsa-miR-93-5p u CRC u poredenju sa normalnom
mukozom, pri ¢emu vecina studija ukazuje na povisenu ekspresiju hsa-miR-93-5p [47-49], dok druge isticu



snizenu ekspresiju hsa-miR-93-5p [50, 51]. U razli¢itim tumorima je pokazana onkogena ili tumor-supre-
sorska uloga hsa-miR-93-5p koju ispoljava kroz regulaciju celijske proliferacije, celijskog ciklusa i smrti, in-
vazije, migracije, angiogeneze i rasta tumora, dok za CRC dosadasnja istrazivanja ukazuju na
tumor-supresorsku ulogu (Tabela 1).

Onkogena uloga Referenca :ll.lnn;:r-supresnrska Referenca
karcinom jajnika [75, 76] gliomi [77]
glioblastom [75] karcinom jajnika [78]
nazofaringealni karcinom [79] kolorektalni karcinom [47, 51-55]
karcinom plucéa [BO]

karcinom jednjaka (81, 82]

karcinom grlica materice [83, 84]

karcinom Zeluca (85, 86]

skvamocelularni karcinom glave i vrata [B7]

hepatocelularni karcinom [88]

karcinom dojke (89, 90]

osteosarkom [91]

Tabela 1. Onkogena i tumor-supresorska uloga hsa-miR-93-5p u humanim karcinomima.

Studija Tang i saradnika je pokazala da povisena ekspresija miR-93 inhibira proliferaciju, invaziju i mi-
graciju ¢elijskih linija CRCHCT116 i SW480, kao i formiranje tumora in vivo na modelu misa, kroz regulaciju
Wnt/B-katenin signalnog puta posredstvom SMAD7 [52]. Potvrdujuci ove rezultate, nalazi druge studije
ukazuju da je povisena ekspresija miR-93 dovela do smanjenja vijabilnosti, indukcije apoptoze i inhibicije
autofagije HCT116 i SW480 celija [53]. Uloga miR-93 kao inhibitora tumorigeneze potvrdena je i studijom
Yang i saradnika, gde je pokazano da povisena ekspresija miR-93 inhibira proliferaciju maligne celijske linije
kolona Caco?2 tako $to smanjuje ekspresiju gena ERBB2, p21 i VEGF i dovodi do akumulacije ¢elija u G2 fazi
kroz regulaciju proteina CCNB1. Takode, miR-93 je inhibirala migraciju, ali ne i invaziju, apoptozu ili nekrozu
ovih ¢elija, a dovela je i do smanjenja rasta tumora na in vivo misijem modelu [47]. Druga studija je pokazala
da povisena ekspresija miR-93 inhibira proliferativne, migratorne i invazivne sposobnosti LOVO i SW480 ce-
lija i aktivira njihovu apoptozu kroz uticaj na HMGB3 i blokadu PI3K/AKT signalnog puta [54]. Pored inhibi-
cije migracije i invazije, hsa-miR-93-5p ispoljava anti-tumorsku aktivnost u CRC i smanjenjem sposobnosti
imunoloskog izbegavanja CRC ¢elija tako 5to smanjuje nivoe proteina MMP-1, MMP-2 i MMP-9 kroz inhibi-
ciju gena PD-L1 [51]. Takode, miR-93 je bila jedna od nekoliko diferencijalno eksprimiranih miRNK izmedu
SW1116 celija gajenih u medijumu bez seruma sa karakteristikama mati¢nih ¢elija karcinoma kolona
(SW1116csc) i diferenciranih SW1116 Celija, a zasluzna je za inhibiciju proliferacije i formiranje kolonija kod
SW1116csc Celija u poredenju sa SW1116 celijama [55]. Rezultati studije u kojoj je hsa-miR-93-5p funkcio-
nalno okarakterisana u CRC ¢elijama HCT116 i SW620 kroz nekoliko procesa vaznih za kolorektalnu karci-
nogenezu su pokazali da hsa-miR-93-5p stimulise in vitro formiranje tuba ¢ime ucestvuje u promovisanju
angiogeneze kod CRC, ali da ne utice na vijabilnost, celijski ciklus, ¢elijsku smrt po tipu anoikis i migraciju
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in vitro, kao ni na rast tumora in vivo na modelu embriona pileta [56], 5to je u suprotnosti sa navedenim stu-
dijama gde je dokazano anti-tumorsko dejstvo hsa-miR-93-5p u CRC.

Uloga hsa-miR-93-5p u odgovoru na hemioterapiju

Ekspresija miRNK je cesto izmenjena pod dejstvom anti-tumorskih lekova [57, 58]. Tokom protekle de-
cenije je pokazano da miRNK ne samo da imaju ¢esto izmenjenu ekspresiju u tumorskim ¢elijama rezi-
stentnim na odredene lekove [59], ve¢ i da miRNK imaju vaznu ulogu u regulaciji rezistencije na lekove,
uklju¢ujuci 5-FU i oksaliplatin. Takode je ustanovljeno da status miRNK moZe da predvidi uspeh hemiote-
rapije zasnovane na 5-FU, oksaliplatinu i irinotekanu kod pacijenata sa CRC [60-62]. Zbog svega navede-
nog, i uzimajudi u obzir da miRNK pokazuju jaku tkivnu-specifi¢nost i stabilnost, miRNK molekuli su
predlozeni kao potencijalni biomarkeri odgovora na terapiju. Vedi broj studija povezuje hsa-miR-93-5p sa od-
govorom na standardne i ciljane hemioterapeutske lekove za le¢enje CRCi mCRC.

Tretirajuci HCT-8 Celije CRC sa 10 uM 5-FU ili 4,24 uM oksaliplatinom, Zhou i saradnici su pokazali da je
ekspresija miR-93 bila snizena 24 h nakon ovih tretmana [58]. Za razliku od ove studije, rezultati istrazivanja
Hou i saradnika su pokazali da je ekspresija hsa-miR-93-5p 24 h nakon tretmana sa 5 uM 5-FU bila povisena
u HT29 celijama [63]. Pri poredenju ovih studija svakako treba obratiti paznju na izbor ¢éelijske linije, kao i ko-
ris¢enu koncentraciju i duZinu trajanja tretmana. Rezultati na metastatskoj celijskoj liniji CRC SW620 su po-
kazali da je ekspresija hsa-miR-93-5p 72 h nakon tretmana sa pojedina¢nim hemioterapeutskim lekovima
(5-FU, oksaliplatin, irinotekan) i njihovim kombinacijama (5-FU + oksaliplatin i 5-FU + irinotekan) bila snizena
za oko 50% u poredeniju sa kontrolnim tretmanom [64]. U eksperimentu gde je pra¢ena vremenska dinamika
promene ekspresije ove miRNK, ustanovljeno je da je ekspresija hsa-miR-93-5p 24 h nakon tretmana sa kom-
binovanim rezimima bila nepromenjena, a da je 144 h nakon tretmana zadrzala snizeni nivo koji je uocen i
nakon 72 h. Paralelno sa promenom ekspresije hsa-miR-93-5p, uoc¢eno je i da su SW620 Celije pokazale re-
lativno dobar odgovor na tretman standardnim hemioterapeuticima u vremenskoj tacki od 72 h, jer je doslo
do smanjenja njihove vijabilnosti i indukcije ¢elijske smrti, ali i promene u ekspresiji markera epitelijalno-
mezenhimalne tranzicije CDH1 i VIM usled koje su celije poprimile karakteristike slicne epitelnim celijama.
Nakon 144 h, SW620 ¢elije su se vratile na bazalno mezenhimalno stanje. Na osnovu ovih nalaza je zaklju-
¢eno da je hsa-miR-93-5p validan kandidat za testiranje kao biomarker odgovora na terapiju standardnim
hemioterapeutskim agensima.

Kao sto je ranije napomenuto, pored standardnih hemioterapeutskih agenasa u terapiji mCRC se kori-
sti udruzeno i targetovana terapija. Do sada nisu pokazani validirani prediktivni biomarkeri koji bi predvi-
deli efikasnost ciljanog terapeutika bevacizumaba [65]. S obzirom na to da je prethodna studija ukazala na
potencijalni prediktivni znacaj hsa-miR-93-5p u odgovoru na standardnu hemioterapiju, narednom studi-
jom je ispitan prediktivni potencijal hsa-miR-93-5p u odgovoru na bevacizumab, sa ili bez primene kombi-
novanog sistemskog rezima 5-FU + oksaliplatin in vitro [66]. Pokazano je da tretman 250 pg/mL
bevacizumabom, ili bevacizumab u kombinaciji sa 5-FU + oksaliplatin rezimom tokom 72 h nije doveo do
promene ekspresije hsa-miR-93-5p u Celijskoj liniji metastatskog CRC SW620. Bevacizumab nije uticao na
ekspresiju hsa-miR-93-5p ni kod HCEC-1CT ¢elija neizmenjenog epitela kolona. Ovo je prva studija koja je
ispitivala efekat bevacizumaba na ekspresiju hsa-miR-93-5p na in vitro modelu mCRC. Medutim, u tumo-
rima poput karcinoma pluca i karcinoma dojke je pokazano da ciljani terapeutski agens bevacizumab utice
na ekspresiju hsa-miR-93-5p. Ta¢nije, bevacizumab koncentracije 50 ug/mL je nakon 72 h povecao ekspre-
siju hsa-miR-93-5p kod ¢elija karcinoma plu¢a NCI-H460 [67]. Suprotno, nivo hsa-miR-93-5p je bio snizen kod
pacijenata koji su primali bevacizumab usled karcinoma dojke [68].



mMiRNK prisutne u tkivima ili kao slobodno cirkuliSu¢i molekuli u krvi su predlozene kao obecavajudi
biomarkeri za predikciju odgovora na sistemsku i ciljanu terapiju kod pacijenata sa CRC [69]. Koris¢enjem
uzoraka metastatskog tumorskog tkiva i seruma pacijenata sa CRLM, analizirano je da li je ekspresija hsa-miR-
93-5p izmenjena kod ispitanika koji su primali neodjuvantnu hemioterapiju baziranu na kombinaciji lekova
5-FU + oksaliplatin u odnosu na one koji nisu primali neoadjuvantnu hemioterapiju, kako bi se u klini¢kim
uslovima potvrdili rezultati iz pomenutih in vitro eksperimenata. Medutim, s obzirom na to da statisticka
znacajnost nije uocena, zaklju¢eno je da neoadjuvantna hemioterapija bazirana na kombinaciji lekova 5-FU
+ oksaliplatin nije uticala na ekspresiju hsa-miR-93-5p u metastatskom tumorskom tkivu i serumu kod ispi-
tanika sa CRLM [66]. Kako bi se ispitao translacioni potencijal hsa-miR-93-5p kao prediktivhog biomarkera
za odgovor na neoadjuvantnu hemioterapiju kod ispitanika sa CRLM, analizirana je povezanost visoke, od-
nosno niske ekspresije hsa-miR-93-5p u metastatskom tumorskom tkivu i serumu ispitanika sa CRLM koji su
pokazali odgovor na hemioterapiju u odnosu na one koji nisu. Medutim, takva povezanost nije uocena.
Ovaj rezultat je bio u skladu sa studijom koja je obuhvatila ispitanike sa mCRC koji su takode primali prvu
liniju terapije baziranu na kombinaciji 5-FU + oksaliplatin [70]. Rezultati ovih studija govore u prilog tome
da hsa-miR-93-5p nema prediktivni potencijal kod pacijenata sa CRLM le¢enim sa kombinacijom 5-FU +
oksaliplatin.

Uloga hsa-miR-93-5p u prognozi bolesti

Trenutno su aktuelna istrazivanja koja za cilj imaju potragu za biomarkerima koji bi mogli da predvide
ishod bolesti pacijenata sa CRC. Biomarkeri koji bi mogli da klasifikuju pacijente koji su pod povisenim rizi-
kom za relaps bolesti, pojavu metastaza ili imaju snizeno ocekivano ukupno prezivljavanje ili prezivljavanje
bez bolesti bi bili od izuzetnog klini¢ckog znacaja jer bi mogli da uti¢u na donosenje odluke o primeni stri-
ktnijeg rezima adjuvantne hemioterapije, i ukazali bi na potrebu za ¢e$¢im pra¢enjem ovih pacijenata. Brojna
istrazivanja ukazuju da bi upravo molekuli miRNK eksprimirani u tumoruiili u razli¢itim telesnim te¢nostima
mogli biti potencijalni prognosticki biomarkeri za CRCi mCRC [69, 71, 72].

Tumorski markeri karcinoembrionski antigen (eng. carcinoembryonic antigen, CEA) i karbohidratni an-
tigen (eng. carbohydrate antigen, CA) 19-9 su dobro ustanovljeni markeri za pracenje pojave recidiva bole-
sti jer su lako detektabilni u perifernoj krvi pacijenata. Medutim, senzitivnost ovih biomarkera nije dovoljna
za precizno pracenje rekurentne bolesti i aktivno se radi na pronalaZenju nacina da se njihova senzitivnost
poboljsa. Pokazano je da bi miRNK molekuli u kombinaciji sa ovim tumorskim markerima mogli da pobo-
ljsaju diskriminaciju pacijenata u odnosu na ishod bolesti [73]. Ispitano je da li hsa-miR-93-5p eksprimirana
u CRLM ili serumu korelira sa nivoima tumorskih markera CEA i CA 19-9 [66]. Rezultati su pokazali da hsa-
miR-93-5p u CRLM pokazuje umereno negativnu korelaciju sa nivoom CEA, ali dalja istrazivanja su potrebna
koja bi potvrdila korist kombinovanja hsa-miR-93-5p i CEA tumorskog markera kod ispitanika sa CRLM za
prognozu bolesti.

Cetiri studije su ispitivale potencijalni prognosti¢ki zna¢aj hsa-miR-93-5p kod ispitanika sa CRC. Sve stu-
dije su pronasle da je sniZzena ekspresija hsa-miR-93-5p bila povezana sa pojavom ranog recidiva bolesti i lo-
$ijim ukupnim preZivljavanjem i prezZivljavanjem bez bolesti [47, 50, 51, 74]. Sto se ti¢e uloge hsa-miR-93-5p
kod mCRC, poznato je da je ekspresija hsa-miR-93-5p visa u CRLM u odnosu na normalno tkivo kolona i u
odnosu na primarni CRC [48]. Ispitan je prognosticki znacaj hsa-miR-93-5p za jednogodisnje prezZivljavanje
bez bolesti i pojavu ranog recidiva kod ispitanika sa CRLM [66]. Rezultati Kaplan-Meier-ove analize su po-
kazali da ne postoji razlika u jednogodisnjem preZivljavanju bez bolesti kod ispitanika sa povisenom i sni-
zenom ekspresijom hsa-miR-93-5p u CRLM ili serumu. Medutim, bivarijantna analiza je pokazala da je
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povisena ekspresija hsa-miR-93-5p u serumu bila znac¢ajno povezana sa pojavom ranog recidiva bolesti u
okviru pracenja ispitanika u periodu od godinu dana. Zbog toga je slobodno cirkulisuéa hsa-miR-93-5p u se-
rumu predlozena kao potencijalni prognosticki biomarker za pojavu ranog recidiva bolesti kod ispitanika sa
CRLM.

Zakljucak

U ovom radu dat je pregled uloge hsa-miR-93-5p u procesima relevantnim za kolorektalnu karcinoge-
nezu, odgovoru na terapiju i prognozu bolesti. Onkogena ili tumor-supresorska uloga hsa-miR-93-5p koju
ispoljava kroz regulaciju celijske proliferacije, ¢elijskog ciklusa i smrti, invazije, migracije i rasta tumora je
pokazana u razli¢itim tumorima, dok u CRC dosadasnja istraZivanja ukazuju na tumor-supresorsku ulogu.
Standardni hemioterapeutici za leCenje CRC utic¢u na ekspresiju hsa-miR-93-5p, ali su razli¢ite in vitro studije
pokazale oprecne rezultate. Brojne studije zato potvrduju prognosticki znacaj hsa-miR-93-5p kod ispitanika
sa CRC, jer je pokazano da je snizena ekspresija hsa-miR-93-5p povezana sa pojavom ranog recidiva bolesti
i [0Sijim ukupnim preZivljavanjem i prezivljavanjem bez bolesti.

U mCRC (Slika 2) je pokazano da hsa-miR-93-5p ucestvuje u promovisanju angiogeneze kod CRCi mCRC
tako sto stimulise in vitro formiranje tuba. Takode je pokazano da standardni hemioterapeutski lekovi 5-FU,
oksaliplatin, irinotekan i njihovi kombinovani rezimi, ali ne i ciljani agens bevacizumab, uti¢u na ekspresiju
hsa-miR-93-5p u SW620 ¢elijama in vitro, ali da efekat neoadjuvantne hemioterapije na ekspresiju hsa-miR-
93-5p nije uocen kod pacijenata sa CRLM. hsa-miR-93-5p nema prediktivni potencijal kod pacijenata sa
CRLM lecenim sa 5-FU + oksaliplatin kombinacijom. Zanimljivo je da je hsa-miR-93-5p u CRLM pokazala
umereno negativnu korelaciju sa nivoom tumorskog markera CEA, pa bi dalja istraZivanja trebalo da po-
tvrde korisnost njihovog kombinovanja za prognozu bolesti. Najzad, povisena ekspresija hsa-miR-93-5p u
n serumu ispitanika sa CRLM bila je znacajno povezana sa pojavom ranog recidiva bolesti, zbog ¢ega je pred-
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loZena kao potencijalni prognosticki biomarker za pojavu ranog recidiva kod ispitanika sa CRLM.
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Slika 2. Sematski prikaz rezultata o povezanosti hsa-miR-93-5p sa angiogenezom i odgovorom na terapiju dobijenih na osnovu in vitro studija (levo) [56, 64], i rezu-
Itata o prognostickom potencijalu hsa-miR-93-5p kod pacijenata sa mCRC (desno) [66].




lako brojni dokazi podrzavaju upotrebu miRNK kao potencijalnih prediktivnih i prognosti¢kih bioma-
rkera kako u tkivu tako i kao slobodno cirkuliSu¢ih molekula u krvi, dosadasnja istraZivanja nisu iznedrila
validirane miRNK biomarkere za odgovor na sistemsku hemioterapiju za le¢enje CRC i mCRC, niti za pro-
gnozu ishoda bolesti. Buduca istrazivanja na vec¢oj grupi ispitanika i na nezavisnim kohortama bi trebalo da
konacno rasvetle mogucnosti primene hsa-miR-93-5p u klini¢koj praksi i njenu upotrebu kao prognosti-
¢kog biomarkera kako bi se doslo do personalizovanog le¢enja ispitanika sa CRC.
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