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Abstract

Colorectal cancer (CRC) is the third most frequently diagnosed cancer and the second
most common cause of death among malignant neoplasms, including both sexes. The most
important prognostic and predictive factors for CRC are the histological type and grade of the
tumor, TNM stage of the tumor disease, lympho-vascular and perineural infiltration, tumor
budding and residual status. The molecular classification of CRC is based on its genetic
characteristics, cellular specifications, cancer microenvironment and immunological
characteristics, and is of great practical importance, as individual subtypes differ in their
clinical course and respond differently to chemotherapeutic and biological treatment.
Epithelial-mesenchymal transition (EMT) is a trans differentiation process in which epithelial
cells acquire properties that are characteristic of mesenchymal cells. During neoplastic
progression, cancer cells acquire genetic and epigenetic features that affect oncogenic and
tumor suppressor genes, which ultimately results in the activation of the type III EMT
program, giving them the potential to invade and metastasize, contributing to the stemness
of cancer cells, their resistance to drugs and immune response avoidance. Changes made in
cells, during EMT, can be reversible upon arrival at a suitable location for colonization, by a
process opposite to EMT, called mesenchymal-epithelial transition (MET), during which cells
regain characteristics of the epithelial phenotype. In most human cancer types, a complete
shift from an epithelial to a mesenchymal phenotype during EMT is rarely encountered, but
most cancers show partial EMT. Cells undergoing partial EMT are difficult to identity, due
to their phenotypic heterogeneity and variable expression of EMT markers. It is necessary
to find new biomarkers of EMT, especially partial EMT, as well as a better understanding of
the relationship between EMT and resistance to therapy, in order to develop new therapeutic
approaches for CRC.
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Sazetak

Kolorektalni karcinom (CRC) tre¢i je po ucestalosti najces¢e dijagnostikovani
karcinom i drugi je najces¢i uzrok smrti kada su u pitanju maligne neoplazme,
ukljucujuci oba pola. Najznacajniji prognosticki i prediktivni faktori za CRC su histoloski
tip i gradus tumora, TNM stadijum tumorske bolesti, limfovaskularna i perineuralna
infiltracija, tumorsko pupljenje i rezidualni status. Molekularna Kklasifikacija CRC
zasnovana je na njegovim genetskim karakteristikama, Ccelijskim specifikacijama,
mikrookruzenju karcinoma i imunoloskim karakteristikama i od velikog je prakti¢nog
znacaja jer se pojedini podtipovi razlikuju po svom klinickom toku i razli¢ito reaguju
na hemoterapeutski i bioloski tretman. Epitelno-mezenhimalna tranzicija (EMT) proces
je transdiferencijacije u kome epitelne celije dobijaju osobine koje su karakteristicne
za mezenhimalne celije. Tokom neoplasticne progresije, karcinomske celije dobijaju
genetske i epigenetske karakteristike koje uticu na onkogene i tumor supresorske gene,
$to na kraju rezultira aktivacijom programa tipa III EMT, dajuci im potencijal za invaziju
i metastaziranje, doprinoseci diferencijaciji (engl. stemness) karcinomskih ¢elija, njihovoj
otpornosti na lekove i izbegavanju imunoloskog odgovora. Promene nastale u ¢elijama
tokom EMT mogu biti reverzibilne po dolasku na pogodnu lokaciju za kolonizaciju,
procesom suprotnim od EMT, koji se naziva mezenhimalno-epitelna tranzicija (MET),
tokom kojeg celije vracaju karakteristike epitelnog fenotipa. Kod ve¢ine humanih tipova
karcinoma potpuno pomeranje sa epitelnog na mazenhimalni fenotip tokom EMT retko
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tranzicija, se srece. Vecina karcinoma pokazuje parcijalnu EMT. Celije koje prolaze kroz parcijalnu
mezenhimalno-epitelna EMT se tesko identifikuju zbog svoje fenotipske heterogenosti i varijabilne ekspresije
tranzicija, markera EMT. Neophodno je pronalazenje novih biomarkera EMT, narocito parcijalne

tumorsko pupljenje, EMT, kao i bolje razumevanje odnosa EMT i rezistencija na terapiju, u cilju razvoja novih

molekularna klasifikacija terapijskih pristupa za CRC.

Uvod i epidemiologija

Kolorektalni karcinom (engl. colorectal cancer -
CRC) tre¢i je po ucestalosti najcesce dijagnostikovani
karcinom (6,1%) i drugi je najces¢i uzrok smrti u svetu
(9,2%) kada su u pitanju maligne neoplazme, ukljucujuci
oba pola (1). Procenjuje se da ¢e do 2035. godine ukupan
broj umrlih od karcinoma rektuma porasti za 60%, a
kolona za 71,5% (2). Na ove podatke znacajno utice
stepen ekonomskog razvoja zemlje, zbog cega je ova
bolest $iroko priznata kao marker socioekonomskog
razvoja zemlje (3). U trenutku postavljanja dijagnoze,
prose¢na starost pacijenata sa karcinomom kolona je 68
godina kod muskaraca i 72 godine kod Zena, a prose¢na
starost pacijenata sa karcinomom rektuma je 63 godine
za oba pola. Prema bazi podataka Programa nadzora,
epidemiologije i krajnjih rezultata (engl. Surveillance,
Epidemiology and End Results Program - SEER) u
Sjedinjenim Americkim Drzavama (SAD), oko 5% svih
slu¢ajeva CRC dijagnostikuje se kod pacijenata mladih od
50 godina (4), i to predominantno karcinoma rektuma i
levostranog karcinoma debelog creva (5). U SAD je udeo
novih slu¢ajeva CRC medu odraslim osobama mladim od
55 godina porastao sa 11% na 20% u periodu izmedu 1995.
i2019. godine (6).

Cilj ovog rada je sagledavanje najnovijih naucnih
saznanja u vezi sa histopatoloskim i molekularnim
karakteristikama CRC, kao i njihove primene u terapiji
pacijenata obolelih od CRC.

Faktori rizika za obolevanje od kolorektalnog
karcinoma

U razvoj CRC su umesani viSestruki faktori rizika,
koji su grupisani u dve kategorije, genetske faktore i
faktore zivotne sredine (1). Iako genetska predispozicija
nosi sa sobom najve¢i faktor rizika, ve¢ina CRC je
sporadicna, a ne familijarna. Najce$¢i familijarni sindromi
CRC su familijarna adenomatozna polipoza (engl. familial
adenomatous polyposis - FAP) i Lincov sindrom - nasledni
nepolipozni CRC (engl. Lynch syndrome - hereditary
nonpolyposis colorectal cancer - HNPCC), ali oni zajedno
¢ine svega 5% svih CRC (7). Familijarna adenomatozna
polipoza je jedini nasledni sindrom kod koga je rizik
za pojavu CRC 100% (8). KarakteriSe je razvoj stotina
do hiljada adenoma debelog creva, pocevsi od rane
adolescencije, a prosecna starost pacijenata kod kojih se,
ukoliko se ne lece, dijagnostikuje CRC je 39 godina; 7%
razvije CRC do 21. godine i 95% do 50. godine. Laksi oblik
ove bolesti, nazvan atenuisani FAP (AFAP), karakterisu
kasniji pocetak i manji broj polipa (do 100 adenoma - u
proseku oko 30), kasniji razvoj CRC, a ukupni rizik od
CRC iznosi 69%. Familijarna adenomatozna polipoza i
AFAP nastaju kao rezultat mutacija germinativnih celija
u APC (9). Lin¢ov sindrom nosi sa sobom rizik od 10%
do 50% za razvoj CRC (8) i nastaje kao rezultat mutacije
germinativnih celija u klasi gena ukljucenih u reparaciju
pogresno sparenih baza i insercija ili delecija koje nastaju
tokom replikacije DNK (engl. mismatch repair system
- MMR sistem). Najces¢e ukljuc¢uje hMSH2, hMLHI,
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hMSHG6 i hPMS2 gene. Ostali tipovi naslednih sindroma
CRC, kao $to su MUTYH - udruzena polipoza, Pojc-
Jegersov (engl. Peutz-Jeghers) sindrom, sindrom juvenilne
polipoze, hiperplasti¢na polipoza i drugi znatno su redi (9).
Pored naslednih sindroma, postoji dobro dokumentovana
povezanost izmedu hroni¢nih inflamatornih bolesti creva
(engl. inflammatory bowel disease - IBD) i to ulceroznog
kolitisa (engl. ulcerative colitis - UC) i Kronove bolesti
(engl. Crohns disease - CD), pri ¢emu na razvoj CRC
znacajno uticu rasirenost, trajanje i aktivnost bolesti,
kao i pojedina¢ni faktori rizika. Dugotrajni UC i CD
imaju priblizno 2 - 3 puta vedi rizik za razvoj CRC (10).
Uticaj faktora zivotne sredine takode igra vaznu ulogu u
etiologiji CRC. Dokazi pokazuju da prekomerna telesna
tezina, fizicka neaktivnost, pusenje cigareta, konzumiranje
alkohola i neadekvatan nacin ishrane (ishrana sa malo
vlakana, voca, povréa i kalcijuma i visok unos crvenog
i preradenog mesa) povecavaju rizik od CRC. Pored
toga, poznato je da na rizik od razvoja CRC takode uti¢u
mikrobiota creva, starost, pol, rasa i socioekonomski
status (1). Molekularni putevi koji leze u osnovi ovih
epidemioloskih faktora slabo su shvaceni, najverovatnije
usled brojnih slozenih interakcija (8).

Patogeneza kolorektalnog karcinoma

Razvoj CRC sastoji se od tri faze: inicijacije, promo-
cije i napredovanja. Inicijacija uklju¢uje nepovratno genet-
sko o$tecenje, koje predisponira zahvacene epitelne Celije
crevne mukoze za naknadnu neoplasti¢nu transformaciju
(11). U fazi promocije, inicirane celije se umnozavaju,
stvarajuc¢i abnormalni rast (karcinom), dok u trecoj fazi,
fazi progresije, maligne celije dobijaju agresivne karakteri-
stike i metastazni potencijal (12). Patogeneza CRC moze
biti razli¢ita, a najvec¢i broj CRC se razvija konvencional-
nim putem, kroz klasi¢cnu sekvencu patogeneze ade-
nom-karcinom, podrazumevaju¢i prelazak normalnih
mati¢nih Celija epitela mukoze, preko adenoma do karci-
noma, uz postepenu akumulaciju brojnih razli¢itih genet-
skih i epigenetskih abnormalnosti u evoluciji tumorskih
¢elija. Ostali tipovi patogeneze CRC odvijaju se hipermuti-
ranim ili ultramutiranim putem (8). Molekularne prome-
ne, koje leZe u osnovi tumora, povezane su sa tri osnovna
mehanizma genomske nestabilnosti:

1) Najces¢a je hromozomska nestabilnost (engl.
chromosomal instability - CIN) (85% svih CRC), koja
dovodi do povecane ucestalosti promena u broju kopija
somatske DNK (engl. somatic copy number alterations -
SCNAs), §to podrazumeva gubitak (delecije) ili dodatne
kopije (duplikacije) DNK molekula i uti¢e na manje grupe
gena. Najcesce zahvaceni geni u ovoj grupi su APC, p53 i
KRAS. Mutacije unutar ovih gena dovode do aktivacije
onkogena ili inaktivacije tumor supresorskih gena.

2) Mikrosatelitska nestabilnost (engl. microsatellite
instability - MSI) javlja se u oko 15% CRC, sa visokom
stopom mutacija (hipemutant) grupe DNK MMR gena.

3) CpG ostrvo metilacioni fenotip (engl. CpG island
methylation phenotype - CIMP) javlja se kod 20 - 30% CRC,

sa visokom stopom mutacija (ultramutant) koje se
karakteriu hipermetilacijom promotorskih CpG ostrva
(8,13,14), kao Ssto su hipermetilacija brojnih gena
promotora (uklju¢uju¢i MLHI), mutacija V300E u BRAF
genu i gubitak funkcija TP53 i pl6. Ovi poremecaji
rezultiraju inaktivacijom nekoliko tumor supresorskih
gena, a samim tim i poremec¢ajem u funkcionisanju MMR
sistema, pojavom MSI i stanjem hipermutacije (1).

Molekularna
karcinoma

klasifikacija  kolorektalnog

Kolorektalni karcinom je veoma heterogena bolest.
Njegovo ponasanje u velikoj meri zavisi od molekularnog
podtipa. Pokusane su razli¢ite molekularne klasifikacije
CRC prema njegovim genetskim karakteristikama,
celijskim specifikacijama, mikrookruzenju karcinoma i,
odnedavno, prema imunoloskim karakteristikama. Krajnji
cilj klasifikacije na razli¢ite molekularne podtipove je
poboljsanje prognoze i dijagnoze CRC u definisanim
stadijumima i definisanje ciljane terapije za poboljSanje
ukupnog vremena prezivljavanja (15). Konzorcijum za
podtipove CRC (engl. CRC Subtyping Consortium) 2015.
godine postigao je konsenzus kojim su identifikova cetiri
molekularna podtipa CRC (engl. molecular subtypes of
CRC - CMS):

- CMS1 (MSI imuna aktivacija), ima hipermutirane
karakteristike, visok MSI zajedno sa CIMP+ fenotipom
sa Cestom BRAF mutacijom, niskim brojem alteracija
somatskih kopija (SCNA), imunoloskom infiltracijom i
logijom prognozom; ¢ini 14% ukupnih CRC;

- CMS2 (kanonski), ima visok SCNA, mikrosatelitski
je stabilan, aktiviran WNT i Myc put i poviSen epidermalni
receptor faktora rasta (EGFR) sa mutiranim TP53 genom;
¢ini 37% svih podtipova CRC;

- CMS3 (metabolicki), ima globalni genomski i
epigenomski obrazac sa mesovitim karakteristikama.
Oko 30% tumora je hipermutirano, sa umerenim/niskim
MSI i srednjim CIMP statusom, viSestruko povisenim
metaboli¢kim potpisima, umereno aktiviranim WNT/Myc
signalnim putem, zajedno sa mutiranim KRAS, PIK3CA
i prekomernom ekspresijom proteina 3 nalik insulin
vezanog za faktor rasta (IGFBP3); ¢ini 13% svih podtipova
CRCG;

- CMS4 (mezenhimalni), ukazuje na znacajno
povecanje regulacije gena ukljucenih u epitelno-
mezenhimalnu tranziciju (EMT), put remodeliranja
matriksa, angiogenezu, TGEFP signalizaciju i sistem
povezan sa inflamacijom.

Klasifikacija ima prakti¢ni znacaj jer se pojedini
podtipovi razlikuju po svom klinickom toku i razli¢ito
reaguju na hemoterapeutski i bioloski tretman. Ovo moze
odrediti izbor optimalne, individualizovane terapijske
strategije za svakog pacijenta i takode je od pomoci kao
prediktivno i prognosticko sredstvo. Najvise mozda
obecava primena ovih fenomena na molekularni skrining
CRC (15,16).
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Histoloske  karakteristike

karcinoma

kolorektalnog

Najveci broj CRC (90%) histoloski odgovara adeno-
karcinomu bez posebnih specifi¢nosti (engl. not otherwise
specified - NOS), ali se razlikuje i nekoliko histopatoloskih
podtipova, zajedno sa svojim klinickim i molekularnim
karakteristikama:

1) mucinozni adenokarcinom, koji karakterise >
50% ekstracelularne mucinske produkcije i najces¢i je po-
dtip (5 - 20%);

2) karcinom tipa pecatnog prstena (engl. signet ring
cell carcinomay), koji ¢ini oko 1% CRC, a karakterise ga pri-
sustvo > 50% nekohezivnih celija tipa pecatnog prstena;

3) medularni karcinom (oko 4%), koji karakterisu
trake malignih celija sa vezikularnim jedrima, prominen-
tnim nukleolusom i obilnom eozinofilnom citoplazmom,
pokazujuci prominentnu infiltraciju limfocitima i neutro-
filnim granulocitima;

4) seratni adenokarcinom koji ¢ini 10 - 15% CRC, a
¢ija je karakteristika prisustvo seratne morfologije u infil-
trativnoj komponenti karcinoma;

5) mikropapilarni adenokarcinom (5 - 20%) - ka-
rakteriSe ga prisustvo > 5% malih klastera tumorskih ce-
lija, reverznog polariteta, koji se nalaze u prostorima nalik
lakunama;

6) adenokarcinom nalik adenoma (engl. adeno-
ma-like) ¢ini 3 - 9% CRC, a definise se kao invazivni ade-
nokarcinom, gde > 50% invazivne komponente ¢ine struk-
ture nalik adenomu sa viloznom arhitekturom i niskoste-
penom epitelnom displazijom;

7) adenoskvamozni karcinom (< 0,1%), a karakteri-
$e ga mesovita adeno- i skvamozna diferencijacija sa prisu-
stvom najmanje 30% manje zastupljene komponente;

i, na kraju, dva izuzetno retka karcinoma,

8) karcinom sa sarkomatoidnom komponentom i

9) nediferencirani karcinom (8).

Najznacajniji prognosticki i prediktivni faktori
za CRC su histoloski gradus i stadijum tumorske bolesti.
Pojedini podtipovi CRC su po svojoj definiciji karcinomi
visokog gradusa, dok se za odredene tipove CRC, kao sto
su NOS ili mucinozni podtip, odredivanje gradusa zasni-
va na izgledu zlezdanih struktura, tako da karcinom moze
biti:

1) niskog gradusa (engl. low-grade), u koji se ubra-
jaju dobro diferencirani adenokarcinom (G-1), sa > 95%
jasno formiranih zlezdanih struktura i umereno diferenci-
rani (G-2), sa 50-95% jasno formiranih zlezda;

i 2) visokog gradusa (engl. high-grade), tj. slabo di-
ferencirani adenokarcinom (G-3), koji je uglavnom solid-
ne organizacije, sa < 50% jasno formiranih zlezda (8,17).
Gradus se odreduje na osnovu najslabije diferencirane
komponente, ali isklju¢ujuci zonu invazivnog fronta, gde
se nalaze tumorsko pupljenje (engl. tumor budding - Bd)
i slabo diferencirani tumorski klasteri, koji su odraz EMT.
Oni ne ulaze u procenu gradusa, ali se saopstavaju kao po-
sebni parametri (8).

Stadijum tumorskebolesti (TNM stadijum) odreduje
se prema osmom izdanju Americkog zajednickog komiteta
za rak (engl. American Joint Committee on Cancer - AJCC)
iz 2017. godine prema slede¢cim parametrima: dubini
invazije zida, ukljucujuci i kontinuirano $irenje na susedne
organe; prisustvu metastaza u regionalnim limfnim
nodusima i prisustvu udaljenih metastaza (18). Pored
toga, znacajni histoloski faktori koji uti¢u na prognozu
CRC i moraju biti sastavni deo rutinskog patohistoloskog
izvestaja su: limfati¢na, vaskularna i perineuralna invazija,
imunoloski odgovor (limfocitna infiltracija) u regionu
invazivnog fronta, prisustvo tumorskih depozita, zatim Bd
i status resekcionih margina (8).

Prisustvo jedne tumorske celije ili klastera od najvise
Cetiri tumorske celije predstavlja Bd. On se odreduje u
regionu invazivnog fronta Sirenja tumora, na povrsini od
0,785 mm?, i to u zoni gde je broj tumorskih pupoljaka (TP)
najizrazeniji (engl. hot spot). Koristi se trostepeni sistem
odredivanja gradusa Bd, koji je predlozila Medunarodna
konsenzus konferencija o tumorskom pupljenju (engl.
International Consensus Conference on Tumor Budding

- ITBCC):

1) nisko (Bd1): 0 - 4 TP;

2) umereno (Bd2):5-9 TP;i

3) visoko (Bd3): 10 ili vise TP (slika 1).

Bd je nezavisni prognosticki faktor u pT1 stadijumu
i to tako $to su Bd2 i Bd3 kod ovog stadijuma povezani
sa povecanim rizikom od limfonodalnih metastaza, dok
je kod patoloskog stadijuma II tumora Bd3 povezan sa
rizikom od pojave recidiva i mortaliteta (19). Prisustvo
TP u uzorcima preoperativne biopsije pacijenata sa CRC
povezano je sa loSim odgovorom na neoadjuvantnu
terapiju i nepovoljnijim ukupnim Kklinickim ishodom.
Pojedine studije sugeriSu da je prisustvo TP nepovoljan
prognosticki faktor za sve tipove CRC u kojima se
nalazi i usko je povezan sa limfonodalnim i udaljenim
metastazama, kao i lokalnim recidivom (20).
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Slika 1. Visoko tumorsko pupljenje u CRC: Bd3 (imunohistohe-
mijsko bojenje na CK AE1/AE3, (x200)).

Istrazivanja ukazuju da celije koje cine TP
eksprimiraju svojstva EMT. Ove (celije imaju izrazeniji
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invazivni i migratorni potencijal. Dvostruko bojenje
za epitelni marker citokeratin i mezenhimalni marker
vimentin ukazuje na to da odredeni broj TP pokazuje
ekspresiju oba proteina, $to doprinosi hipotezi da u grupi
ovih celija postoji ,hibridni® EMT fenotip. Epitelno-
mezenhimalna tranzicija je povezana sa rezistencijom na
terapiju i doprinosi samoobnavljanju i diferencijaciji (engl.
stemness) karcinomskih ¢elija (20).

Epitelno-mezenhimalna tranzicija

Epitelno-mezenhimalna tranzicija je proces transdi-
ferencijacije u kome epitelne celije dobijaju osobine koje
su karakteristicne za mezenhimalne celije (21). Koncept
EMT nastao je kasnih Sezdesetih godina proslog veka,
kada su Elizabet Hej i saradnici vrsili istrazivanja na pi-
le¢im embrionima (22). U narednom periodu EMT se
prosirila na razli¢ite fenomene i formalno je usvojena
na sastanku Medunarodnog udruzenja EMT (TEMTIA),
odrzanom 2003. godine, kada je originalni termin koji je
koristila Hej, epitelno-mezenhimalna transformacija, pro-
menjen u EMT i danas se $iroko izu¢ava kod mnogih bo-
lesti (22,23). Tokom ovog bioloskog procesa nepokretne,
apikalno-bazalno polarizovane epitelne Celije prolaze kroz
niz biohemijskih promena, postaju pokretne, drugacije
polarizovane mezenhimalne Celije sa invazivnim kapacite-
tom, otporno$¢u na apoptozu i izmenjenom biosintezom
komponentni ekstracelularnog matriksa (ECM). Epitelne
i mezenhimalne celije se razlikuju po svojoj morfologiji i
organizaciji tkiva. Celije u epitelu su organizovane u jedan
ili vise slojeva i njihova struktura se odrzava kroz medu-
¢elijsku interakciju, ukljucujudi ¢vrste adhezivne veze za-
snovane na E-kadherinu, dezmozomima i interakcijama
sa ECM. Ove veze onemogucavaju kretanje pojedina¢nih
¢elija unutar epitelnog sloja. Mezenhimalne celije retko us-
postavljaju ¢vrste veze sa okolnim celijama i uronjene su u
ECM (24).

Izuzetna plasticnost ovog procesa regulisana je epi-
genetskim promenana i uglavnom ukljucuje modifikaciju
histona koji regulisu ekspresiju krucijalnih EMT tran-
skripcionih faktora (EMT-TF), male grupe glavnih regu-
latora kao §to su SNAIL, SLUG, TWIST i ZEB, koji kon-
trolidu klju¢ne gene za EMT (21). Celija podvrgnuta EMT

Epitelni fenotip

Intermedijarni fenotip

gubi ekspresiju epitelnih markera, od kojih su najznacajni-
ji E-kadherin, mucin-1, citokeratini (CK19, CK18, CK8),
okludin i desmoplakin, dok, s druge strane, stice ekspresiju
klju¢nih mezenhimalnih markera, kao §to su N-kadherin,
vimentin, glatkomisi¢ni aktin (eng. smooth muscle actin -
aSMA), fibronektin i vitronektin (25-29) (slika 2).

Pored toga, brojni proteini koji se ne nalaze na po-
vréini Celije prolaze kroz klju¢ne promene u lokalizaci-
ji. Na primer, B-katenin, koji je komponenta kompleksa
E-kadherina, tokom ove tranzicije odvaja se od kadherin-
skog kompleksa i translocira se u jedro, gde se ponasa kao
TE, regulisuci ekspresiju nekoliko gena u klju¢nim putevi-
ma, kao $to je Wnt signalni put (24). U citoskeletu zatim
nastaju znacajne promene koje podrazumevaju zamenu
citokeratina vimentinom.

Novoformirane mezenhimalne celije pokazuju po-
kretljivost i, u nekim slucajevima, dobijaju sposobnost raz-
gradnje proteina ECM pomoc¢u matriksnih metaloprote-
aza (MMP), $to im omogucava invazivno ponasanje (30).

Na osnovu uloge EMT u razli¢itim procesima pred-
loZena je sledeca klasifikacija:

1) tip I EMT se javlja tokom embriogeneze, gde je
neophodno da ¢elije migriraju u druga tkiva da bi formi-
rala nove organe i tkiva (21,31);

2) tip II EMT je povezan sa zarastanjem rana, gde
fibroblasti vrse regeneraciju i reparaciju tkiva (21, 25) i naj-
cesce se javlja kod povrede tkiva (30);

3) za razliku od tipa I i tipa II koji obavljaju fiziolos-
ke funkcije, tip III EMT je patofizioloski adaptacioni pro-
ces i usko je povezan sa progresijom karcinoma (32).

Tokom neoplasticne progresije, karcinomske celije
dobijaju genetske i epigenetske karakteristike koje uti¢u na
onkogene i tumor supresorske gene, $to na kraju rezultira
aktivacijom tipa III EMT, dajuci im potencijal za invaziju i
metastaziranje (30) i doprinoseci diferencijaciji karcinom-
skih ¢elija, njihovoj otpornosti na lekove i izbegavanju
imunoloskog odgovora (21). Zahvalju¢i EMT, karcinom-
ske celije postaju sposobne da napadnu tkiva koja okruzuju
primarni tumor, prodiru u limfne ili krvne sudove, putu-
ju do udaljenih mesta kroz cirkulaciju u vidu cirkulisucih
tumorskih celija i, na kraju, ekstravazacijom ulaze u uda-
ljena tkiva/organe koje kolonizuju i gde dalje proliferisu
(24). Tokom ovog tipa EMT neke karcinomske celije mogu

Mezenhimalni fenotip

UL T TR T ALy oy
,}m lH "A “J’LM \ fleﬂ gl &
. . Mezenhimalne
Epitelne ‘ ) ) [ A0
celije ( - celije
E-cadherin N-cadherin
Cytokeratin Vimentin
Mucin 1 Progresivni gubitak epitelnih markera i Fibronectin
Occludin sticanje mezenhimalnih markera Vitronectin
Desmoplakin — R B-catenin
Aktivacija transkripcionih faktora a-SMA

SNAIL, SLUG, Twist, ZEB

Slika 2. Sematski prikaz opstih karakteristika EMT.
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zadrzati epitelne markere, dok druge mogu da budu hi-
bridne i da imaju i epitelne i mezenhimalne markere (par-
cijalna EMT) ili da potpuno eksprimiraju mezenhimalne
(30). Kod vec¢ine humanih tipova karcinoma, morfoloski
kriterijum potpunog pomeranja sa epitelnog na mazen-
himalni fenotip tokom EMT retko se srece. Vecina karci-
noma pokazuje parcijalnu EMT. Celije koje prolaze kroz
parcijalnu EMT su teske za identifikaciju zbog svoje feno-
tipske heterogenosti, varijabilne ekspresije markera EMT i
prolazne i reverzibilne prirode EMT (32). Sve ovo dovodi
do povecane heterogenosti tumora i njegove interakcije sa
¢elijama tumorske strome, koje pokazuju protumorogena
svojstva i uticu na mehanizam rezistencije na terapiju (npr.
radio- i hemorezistentnost) (33). Neke studije su pokaza-
le da radioterapija moze da indukuje EMT, $to dovodi do
stvaranja rezistentnog fenotipa sa smanjenom proapop-
toznom aktivnoséu u tumorskim celijama. Pokazalo se
da radiorezistentne celije u CRC razvijaju fenotip slican
EMT, tj. smanjenu ekspresiju E-kadherina, a prekomernu
ekspresija -katenina i vimentina, kao i pove¢anu migra-
ciju i invazivnost celija. Takode, brojni karcinomi nakon
tretmana razli¢itim hemoterapeuticima prekomerno ek-
sprimiraju markere EMT, usled ¢ega su komponente EMT
postale meta istrazivaca. Tri su glavna problema povezana
sa targetiranjem EMT u cilju inhibicije razvoja metastaza.
Prvo, nije moguce selektivno delovanje terapije, tj. ciljanje
¢elija sa EMT-TF ili proteinima specifi¢nim za ovaj mezen-
him jer moze biti pogodena i druga vazna, ali neneoplas-
ti¢na populacija u tumoru, fibroblasti. Ove celije su aktivni
regulatori signalizacije i strukturnog remodelovanja mi-
krookruzenja tumora, ali su takode od sustinskog znacaja
za odrzavanje normalne epitelne funkcije u digestivhom
traktu. Drugo, EMT ima brojne prelazne faze u metasta-
znoj kaskadi, pa se postavlja pitanje koju fazu ciljati u po-
tencijalnoj terapiji. Pronalazenje leka koji inhibira ekspre-
siju mezenhimalnih karakteristika moze zaustaviti tumor-
ske Celije od dalje invazije, ali moze i podsta¢i metastaznu
kolonizaciju iz ranih metastaziranih Celija. Trece, postoje
brojni EMT-TF koji regulidu specificne gene i nekoliko
puteva, pa je strategija ciljanja jedne mete najverovatnije
neefikasna, tj. zahteva se ciljana terapija vise meta (33).

Promene nastale tokom EMT u celijama mogu
biti reverzibilne. Po dolasku na pogodnu lokaciju za
kolonizaciju, procesom suprotnim od EMT, nazvanim
mezenhimalno-epitelna tranzicija (MET) (24), tumorske
Celije sa karakteristikama mezenhimalnog fenotipa nakon
ekstravazacije, vracaju svoj epitelni fenotip. One ponovo
izrazavanju epitelne markere, kao $to je E-kadherin, u cilju
proliferacije i formiranja metastaza u udaljenim organima
(34,35).

Zakljuc¢ak

Epitelno-mezenhimalna tranzicija i MET su izu-
zetno orkestrirani procesi koje ¢ini mreza brojnih regula-
tornih faktora i celijskih signalnih puteva koji medusob-
no deluju kako bi regulisali klju¢ne procese u progresiji
karcinoma. Izrazena heterogenost tumora i reverzibilna

plasticnost EMT takode su fundamentalne za progresiju
tumora i rezistenciju na lekove (33). Uzimajuéi u obzir
sve ove karakteristike, mozda najperspektivnija strategija
za terapijsko targetiranje i inhibiciju procesa EMT treba
da bude usmerena na iskori$¢avanje povecane plasti¢no-
sti ovih celija, umesto izbegavanja EMT, i to koriS¢enjem
inovativnih tehnika, tj. terapijom transdiferencijacije.
I$aj-Ronen (Ishai-Ronen) i saradnici su na zivotinjskim
modelima pokazali da se proliferacija tumorskih celija i
plasticnost EMT kod karcinoma dojke moze zaustaviti
izazivanjem terminalne diferencijacije karcinomskih celi-
ja u adipocite kori$¢enjem kombinovanih tretmana (36).
Medutim, dostupni eksperimentalni dokazi za CRC jo$
uvek su oskudni u poredenju sa drugim tipovima karcino-
ma. Dalja istrazivanja u cilju pronalazenja novih biomar-
kera EMT, narocito parcijalne EMT, kao i bolje razumeva-
nje odnosa EMT i rezistencija na terapiju, imperativi su za
razvoj novih terapijskih pristupa za CRC (33).
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