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Ciklooksigenaze su ključni enzimi u biosintezi prostanoida. Postoje dvije izoforme: COX-1 

koja je povezana s održavanjem fizioloških uvjeta u sluznici debelog crijeva; te inducibilna 

izoforma COX-2 koja je uglavnom povezana s patološkim procesima uključujući karcinom 

debelog crijeva. Cilj ovog istraživanja bio je ispitati ulogu COX izoformi u razvoju i 

napredovanju sporadičnoga karcinoma debeloga crijeva, mehanizme njihove regulacije te 

povezanost regulatornih polimorfizama gena COX-1 i COX-2 sa sklonošću obolijevanju i 

ekspresijom mRNA i proteina. Naši rezultati su pokazali da COX-1 ima zaštitnu, a COX-2 

tumorigenu ulogu u sluznici debelog crijeva. Gubitak COX-1 učestali je događaj u 

karcinogenezi, dok COX-2 pokazuje veću varijaciju između uzoraka. Porast COX-2 ekspresije 

povezan je s lošijim preživljenjem oboljelih. Dokazali smo povezanost regulatornih 

polimorfizama sa sklonošću obolijevanju i ekspresijom gena COX-2. Ekspresija proteina 

odgovara mRNA ekspresiji te nema povezanosti s ekspresijom miR-200 što pokazuje da je 

ekspresija gena COX-1 i COX-2 primarno regulirana na razini transkripcije. 
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Cyclooxygenases are the key enzymes in prostanoid biosynthesis. Two isoforms exist: COX-

1, associated with maintainance of physiological conditions in colon; and inducible COX-2 

that is mainly related to various pathologies including colorectal cancer. The aim of our study 

was to examine the role of COX isoforms in development and progression of sporadic 

colorectal cancer, mechanisms of their regulation and whether regulatory polymorphisms in 

COX genes are related to cancer susceptibility, mRNA and protein expression. Our results 

show that COX-1 has protective, and COX-2 tumorigenic role in colorectal mucosa. Loss of 

COX-1 is very frequent in carcinogenesis, while COX-2 shows greater variation between 

samples. Higher COX-2 expression correlates to worse patient survival. We proved the role of 

regulatory polymorphisms in cancer susceptibility, and COX-2 expression. Protein expression 

correlates with mRNA expression, and there is no associtation with miR-200, which indicates 

transcriptional regulation as the key regulatory mechanism of COX expression.  
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1. UVOD 
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Rak je zloćudna bolest od koje svake godine obolijeva sve veći broj ljudi u svijetu. Iako se 

smatra bolešću starije dobi, sve češće od nje obolijevaju i mladi ljudi te postaje sve veći 

zdravstveni problem u svim zemljama svijeta (Jemal i sur., 2011.). Karcinom debelog crijeva 

jedan je od najčešćih oblika raka. Ovo se zloćudno oboljenje razvija dugi niz godina tijekom 

kojih se nakupljaju genetičke promjene u stanicama epitela crijeva, koje u konačnici dovode 

do njihove zloćudne pretvorbe (Fearon and Vogelstein, 1990.; Gordon i sur., 2007.). U 

karcinomu debelog crijeva uočena je pojačana ekspresija enzima cikloooksigenaze-2 (COX-2) 

(Eberhart i sur., 1994.). Povezana je s pojavom intestinalnih polipa što ukazuje na važnost tog 

enzima u ranim stadijima razvoja ovog karcinoma (Oshima i sur., 1996.; Hao i sur., 1999.). 

Ciklooksigenaze (COX) ili prostaglandin-endoperoksid sintaze (PTGS) su ključni enzimi u 

sintetskom putu prostanoida. Prostanoidi su biološki aktivni lipidi s lokalnim autokrinim i 

parakrinim hormonskim djelovanjem. Imaju važnu ulogu u održavanju normalnih fizioloških 

uvjeta u različitim tkivima, ali i u mnogim patološkim procesima uključujući i tumorigenezu. 

Poznate su dvije izoforme tog enzima: COX-1 i COX-2. Iako pokazuju visok stupanj 

homologije i imaju istu ulogu u biosintezi prostaglandina, postoje male razlike u strukturi 

aktivnih mjesta i mehanizmu njihovog djelovanja. Te razlike doprinose različitoj aktivnosti 

COX-1 i COX-2 te specifičnim ulogama u pojedinim tkivima (Smith i sur., 2000.; Kulmacz i 

sur., 2003.; Catela Ivković, 2010.). Obje izoforme enzima COX su pronađene u tkivima 

gastrointestinalnog sustava. Brojna istraživanja ciklooksigenaza pokazala su da COX-2 ima 

važnu ulogu u upalnim procesima, ali i u razvoju pojedinih oblika raka (Eberhart i sur., 1994.; 

Oshima i sur., 1996.; Fujita i sur., 1998.; Hao i sur., 1999.; Sheehan i sur., 1999.; Chulada i 

sur., 2000.; Tomozawa i sur., 2000.). Pojačana ekspresija je dokazana i u premalignim 

promjenama što podržava pretpostavku da je to rani događaj u tumorigenezi (Oshima i sur., 

1996.; Hao i sur., 1999.). Iako se općenito smatra da je COX-1 karakterističan za normalne 

fiziološke procese, dok COX-2 obavlja istu funkciju u patološkim stanjima, neka istraživanja 

pokazuju da je uzorak diferencijalne ekspresije tih dviju izoformi ipak malo složeniji 

(Bernardini i sur., 2006.; Zidar i sur., 2009.). Te spoznaje ukazuju na potrebu daljnjih 

istraživanja uloge COX-1 i COX-2 u uzorcima pacijenata kako bi se nedvojbeno razumjela 

njihova uloga u razvoju raka debelog crijeva.  

Pokazano je da su najčešće promjene u djelovanju obje izoforme ciklooksigenaza posljedica 

izmijenjene razine ekspresije. Promotor gena COX-1 karakterističan je za stalno aktivne 

„housekeeping“ gene, dok COX-2 ima više veznih mjesta za transkripcijske faktore u 

regulatornoj regiji, što ukazuje na kompleksniji regulatorni mehanizam toga gena (Mbonye i 
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Song, 2009.). Jedan od potencijalnih regulatora transkripcije gena COX-2 je transkripcijski 

represor ZEB1 (Reddy i sur., 2012.). Razina ZEB1 često je promijenjena u tumorima kao 

posljedica promijenjene razine ekspresije mikroRNA (miRNA) iz obitelji miR-200 (Gregory i 

sur., 2008.). Osim promijenjene razine aktivnosti transkripcijskih faktora, promjenu genske 

ekspresije mogu uzrokovati i polimorfizmi jedne baze (SNP od engl. single nucleotide 

polymorphism) ukoliko se nalaze u regulatornim regijama gena. Neki polimorfizmi u genu 

COX-2 povezani su s karcinomom debelog crijeva (Lin i sur., 2002.; Cox i sur., 2004.; Barry i 

sur., 2009.; Iglesias i sur., 2009.; Pereira i sur., 2009.). Na razinu ekspresije gena COX-2 može 

utjecati i promjena stupnja metilacije CpG otoka u promotorskoj regiji (Baylin i sur., 2001.; 

Hur i sur., 2003.). 

Naša hipoteza je da promjena fiziološke razine COX-1 i COX-2 doprinosi razvoju karcinoma 

debelog crijeva. Na razinu njihove ekspresije mogu utjecati promjene u mehanizmima 

regulacije transkripcije kao što su SNP u regulatornim regijama ili promjena stupnja 

metilacije promotora. Kako bi ispitali polaznu hipotezu genotipizirat ćemo ukupno 400 

uzoraka pacijenata oboljelih od karcinoma debelog crijeva te DNA izolirane iz krvi 400 

zdravih nesrodnika pohranjenih u Hrvatskoj banci tumora i DNA za bazična istraživanja 

(Spaventi i sur., 1994.). Analizom polimorfizama u regulatornim regijama gena COX-1 i 

COX-2 ispitat ćemo njihovu povezanost sa sklonošću obolijevanju od karcinoma debelog 

crijeva te njihov utjecaj na razinu ekspresije specifičnih mRNA. U odabranom setu pacijenata 

metodom kvantitativnog „real-time“ PCR analizirat ćemo razinu ekspresije specifičnih COX-1 

i COX-2 mRNA u uzorcima tumorskog tkiva i pripadajuće normalne sluznice debelog crijeva 

(15 cm udaljene od ruba tumora) kako bi odredili promjenu razine ekspresije u karcinomu u 

odnosu na normalno tkivo. Na parafinskim rezovima neizravnom imunohistokemijom u 

odvojenim reakcijama ispitat ćemo ekspresiju COX-1 i COX-2 proteina kako bi ispitali da li 

razina specifične mRNA odgovara razini proteinskog produkta. Metilaciju promotora gena 

COX-2 analizirat ćemo metodom PCR specifičnom za metilaciju (MSP-PCR). Dodatno ćemo 

analizirati i razinu ekspresije miR-141 i miR-200a pomoću specifičnih eseja metodom 

kvantitativnog „real-time“ PCR u parovima tumorskog tkiva i pripadajuće normalne sluznice. 

Dobiveni rezultati bit će korelirani s kliničko-patološkim pokazateljima oboljelih i njihovih 

tumora što će pružiti uvid u ulogu COX-1 i COX-2 u tumorigenezi sporadičnog karcinoma 

debelog crijeva.  
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1.1 CILJ ISTRAŽIVANJA 

Cilj ovog istraživanja je ispitati da li su polimorfizmi u regulatornim regijama gena COX-1 i 

COX-2 povezani sa sklonošću obolijevanju od sporadičnog karcinoma debelog crijeva i 

ekspresijom istih na razini mRNA i proteina. Isto tako cilj nam je ispitati da li postoji 

povezanost ekspresije gena COX-1 i COX-2, ili njihovog omjera ekspresije, s napredovanjem 

i prognozom ovog zloćudnog oboljenja. Očekujemo da će dobiveni rezultati pridonijeti 

boljem razumijevanju uloge enzima COX u nastanku i napredovanju sporadičnog karcinoma 

debelog crijeva, što bi u konačnici doprinijelo boljem razumijevanju mehanizma nastanka 

ove zloćudne bolesti. 
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2.1 RAK DEBELOG CRIJEVA 

Rak je zloćudna bolest koja pogađa sve veći udio svjetske populacije (Jemal i sur., 2011.). U 

Hrvatskoj, tumori su drugi najčešći uzrok smrti u 2012. godini. Prema Izvješću Hrvatskog 

zavoda za javno zdravstvo, po učestalosti se nalaze odmah nakon bolesti kardiovaskularnog 

sustava. S udjelom od 27% smrtnosti, rak debelog crijeva zauzima četvrto mjesto najčešćih 

uzroka smrti u stanovnika Hrvatske (Hrvatski zavod za javno zdravstvo, 2013., www.hzjz.hr) 

(Ćorić i Miler, 2013.). Prema Izvješću o pojavnosti raka  Registra za rak Hrvatskog zavoda za 

javno zdravstvo, debelo crijevo i rektum drugo je najčešće sijelo raka u stanovnika Hrvatske. 

Od raka debelog crijeva oboljelo je 14,7% svih muškaraca, i 12,6% svih žena oboljelih od 

raka u 2011. godini (Slika 1) (Hrvatski zavod za javno zdravstvo, 2013., www.hzjz.hr) (Znaor i 

sur., 2013.).    

 

  

Slika 1. Pojavnost raka prema sijelima u 2011. godini (prema podacima Registra za rak 

Hrvatskog zavoda za javno zdravstvo, 2012.). 

 

Rak debelog crijeva je kompleksna bolest koja se javlja s podjednakom učestalosti u 

muškaraca i žena. Razvija se kao posljedica brojnih genskih promjena u stanicama crijeva 

koje nastaju kao posljedica međudjelovanja unutarnjih i vanjskih čimbenika (Potter, 1995.). 

Unutarnji čimbenici rizika za obolijevanje od raka debelog crijeva su starija životna dob i 

naslijeđe te način života. Od vanjskih čimbenika najveću ulogu ima prehrana. Prehrana bogata 

masnoćama, crvenim mesom i siromašna vlaknima predstavlja povećani rizik od obolijevanja. 

Pušenje, konzumacija alkohola te smanjena fizička aktivnost i pretilost također se ubrajaju u 

http://www.hzjz.hr/
http://www.hzjz.hr/
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čimbenike rizika. Povećanom riziku izložene su i osobe oboljele od upalnih bolesti crijeva te 

osobe s prethodnom osobnom ili obiteljskom anamnezom obolijevanja od adenoma ili raka 

debelog crijeva (Fernandez i sur., 2004.; Weitz i sur., 2005.; Haggar i Boushey, 2009.; 

Marshall, 2009.; Renehan i sur., 2010.; Ford i sur., 2013.; Grivennikov, 2013.; Alemán i sur., 

2014.; Ben i sur., 2014.; Parkin i sur., 2014.).  

Najčešći oblik raka debelog crijeva je adenokarcinom koji se javlja u 97% slučajeva, dok se u 

značajno manjem broju javljaju karcinoidi, limfomi, karcinomi skvamoznih stanica i drugi 

(Gordon, 2007.).  

 

 

Slika 2. Slijed promjena u razvoju karcinoma debelog crijeva. 

 

Karcinom debelog crijeva razvija se postepeno kroz slijed promjena od normalnog epitela, 

preko dobroćudnih adenoma, do zloćudnih karcinoma (Slika 2). Adenomi su displastične 

dobroćudne promjene stanica epitela debelog crijeva, a definiraju se veličinom, stupnjem 

displazije i prema histološkom tipu. Histološkom analizom možemo razlikovati tubularni, 

tubulovilozni i vilozni adenom od kojih svaki ima različit potencijal za razvoj karcinoma. 

Primijećeno je da se uklanjanjem adenoma smanjuje pojavnost karcinoma (Lynch i Hoops, 

2002.).  

 

2.1.1 Nasljedni, obiteljski i sporadični karcinomi debelog crijeva 

Sporadični karcinom debelog crijeva razvija se nakupljanjem de novo mutacija u velikom 

broju gena za što je potreban dugi niz godina te se on primarno javlja u osoba starije životne 

dobi. Neke promjene u genima mogu biti naslijeđene od roditelja te tada govorimo o 
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nasljednom ili obiteljskom obliku raka koji se javlja u nešto ranijoj životnoj dobi (Gordon i 

sur., 2007.).  

 

2.1.1.1 Nasljedni karcinom debelog crijeva 

Većina karcinoma debelog crijeva razvija se iz polipa, odnosno adenoma. Stoga se sindromi 

kod kojih se javlja velik broj polipa smatraju povećanim rizikom od razvoja karcinoma. Jedan 

od najčešćih nasljednih sindroma kojeg karakterizira upravo velik broj intestinalnih polipa je i 

obiteljska adenomatozna polipoza (FAP, od engl. familial adenomatous polyposis). Obiteljska 

adenomatozna polipoza je uzrok <1% svih slučajeva karcinoma debelog crijeva. To je 

autosomno dominantna bolest čiji se simptomi javljaju u ranoj životnoj dobi (najčešće u 

drugom desetljeću života). U debelom crijevu pacijenata može se naći od nekoliko stotina do 

nekoliko tisuća adenoma. Ukoliko se bolest redovito ne kontrolira i ne liječi, vjerojatnost 

pojave karcinoma je 100%. Karcinom se većinom javlja u distalnom dijelu debelog crijeva, 

kao što je slučaj i s većinom sporadičnih karcinoma (Grady, 2003.). 

U genetskoj podlozi FAP-a najčešće su mutacije u genu APC, tumor supresoru koji se nalazi 

na dužem kraku kromosoma 5  (Rustgi, 2007.; Half i sur., 2009.). Inaktivacijom gena APC 

dolazi do nakupljanja β-katenina i aktivacije Wnt signalnog puta što doprinosi razvoju i 

napredovanju tumora (Ilyas i Tomlinson, 1997.; Jankowski i sur., 1997.). Moguće mutacije u 

genu APC su brojne te fenotip bolesti ovisi o poziciji mutacije u genu. Najčešće su insercije, 

delecije i „nonsense“ mutacije (Grady, 2003.). Smatra se da određena mutacija može 

uzrokovati više različitih fenotipova ovisno o genima modifikatorima koji dodatno doprinose 

razvoju FAP. U genu APC poznate su dvije regije s velikom učestalošću mutacija, tzv. 

„mutation-cluster region“. Jedna je u centralnoj regiji gena gdje je smješteno više od 60% svih 

mutacija, i druga u eksonu 15. Mutacije između kodona 1250 i 1464 povezane su s težim 

oblikom bolesti, dok pacijenti s mutacijama bliže 5' ili 3' kraju gena često imaju blaži oblik 

bolesti nazvan oslabljena obiteljska adenomatozna polipoza (Weitz i sur., 2005.; Half i sur., 

2009.). Osim mutacija u genu APC, FAP se može razviti i kao posljedica dvostrukih mutacija 

u genu MYH (Grady, 2003.). 

Drugi tip nasljednog karcinoma debelog crijeva je nasljedni nepolipozni karcinom debelog 

crijeva (HNPCC, od engl. hereditary nonpolyposis colorectal cancer) ili sindrom Lynch prema 

liječniku koji je opisao ovu bolest 1966. godine (Lynch i sur., 1966.). To je najčešći oblik 
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nasljednog karcinoma debelog crijeva koji čini više od 5% svih slučajeva. Nasljeđuje se 

autosomno dominantno mutacijom u jednom od gena za popravak DNA (MMR, od engl. 

mismatch repair). U 80% slučajeva radi se o mutaciji u genu hMLH1 (~50%) ili hMSH2 

(~30%), dok se u samo 20% slučajeva radi o mutaciji u genu hMSH6 ili hPMS2. Karcinomi 

su većinom locirani u proksimalnom dijelu debelog crijeva i razvijaju se mnogo brže u 

odnosu na sporadični oblik bolesti. U manjem broju slučajeva javljaju se i tumori drugih 

sijela, kao što su gornji dio probavnog sustava, mokraćovod, endometrij i drugi (Lynch i de la 

Chapelle, 2003.). Zbog dosta heterogene slike bolesti, razvijene su smjernice za 

dijagnosticiranje HNPCC-a nazvane Amsterdamski kriteriji (Tablica 1) (Umar i sur., 2004.).  

 

Tablica 1. Amsterdamski kriteriji za postavljanje dijagnoze HNPCC. 

Amsterdamski kriteriji I
* 

         Najmanje tri srodnika oboljelih od raka debelog crijeva. 

         Najmanje jedan oboljeli mora biti srodnik u prvom koljenu bar jednom od preostala dva oboljela. 

         Oboljenje se mora javiti u najmanje dvije uzastopne generacije. 

         Najmanje jednom oboljelom dijagnoza mora biti postavljena prije 50. godine života. 

Amsterdamski kriteriji II
** 

         Najmanje tri srodnika oboljelih od HNPCC-povezanog raka (rak debelog crijeva, endometrija, 

tankog crijeva, mokraćovoda ili bubrežne zdjelice). 

         Najmanje jedan oboljeli mora biti srodnik u prvom koljenu bar jednom od preostala dva oboljela. 

         Oboljenje se mora javiti u najmanje dvije uzastopne generacije. 

         Najmanje jednom oboljelom dijagnoza mora biti postavljena prije 50. godine života. 

         FAP mora biti isključen. 

         Tumori moraju biti histološki provjereni. 

Amsterdamski kriteriji definirani su 1991. godine
*
 i revidirani 1998. godine

**
. 

 

Osnovno obilježje ovog sindroma je mikrosatelitna nestabilnost (MSI, od engl. microsatellite 

instability) koja se javlja kao posljedica mutacija u genima MMR. Visok stupanj MSI 

povezuje se uglavnom s mutacijama u genima hMLH1 i hMSH2, dok se niski stupanj 

povezuje s genima hMSH6 i hPMS2 (Martín-López i Fishel, 2013). Mutacije u tim genima 

uzrokuju neučinkovito uklanjanje grešaka u DNA te nakupljanje promjena poglavito u 
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mikrosatelitnim regijama. Iako su ponavljajuće regije karakteristične za nekodirajuće dijelove 

genoma, mnogi geni, od kojih neki važni za regulaciju staničnog ciklusa, imaju mikrosatelitna 

ponavljanja u kodirajućim regijama. Osim toga, MMR geni sudjeluju i u popravku oštećenja 

nastalih oksidativnim procesima. Na staničnoj razini, promjene u MMR genima uzrokuju 

gubitak kontrole staničnog ciklusa te razvoj karcinoma što može objasniti i ubrzanu 

patogenezu bolesti (Peltomäki, 2001.).  

Osim dva spomenuta najčešća nasljedna sindroma, postoji još niz drugih manje učestalih koji 

povećavaju vjerojatnost razvoja karcinoma debelog crijeva. Primjer su hamartomatozne 

polipoze koje osim raka debelog crijeva imaju predispoziciju za razvoj drugih oblika raka. 

Neki od sindroma koji razvijaju polipe ovog tipa su Peutz-Jeghers sindrom, obiteljska 

juvenilna polipoza, Cowden sindrom i Bannayan-Ruvalcaba-Riley sindrom (Wirtzfeld i sur., 

2001.; Weitz i sur., 2005.; Rustgi, 2007.; Jasperson i sur., 2010.). 

 

2.1.1.2 Obiteljski rak debelog crijeva 

Obiteljski rak je noviji pojam koji obuhvaća obitelji s većom pojavnošću zloćudnih tumora od 

statistički očekivane, a bez prepoznatljivog nasljednog sindroma u podlozi. Javlja se kao 

posljedica zajedničke genske pozadine i načina života, odnosno okolišnih čimbenika koji su 

zajednički članovima obitelji. Aanalize GWAS (engl. genome-wide association study) 

doprinijele su definiranju i razumijevanju uloge gena manjeg utjecaja (engl. low-penetrance 

genes) koji bi mogli biti ključni u nasljeđivanju ovog tipa bolesti (Tenesa i sur., 2008.; 

Jasperson i sur., 2010.). S boljim poznavanjem genske podloge zloćudnih oboljenja i 

kvalitetnijom dijagnostičkom obradom, postoji vjerojatnost da će određen broj sporadičnih 

slučajeva biti prepoznat kao obiteljski rak. Za sada je teško reći koliki je stvarni udio 

slučajeva obiteljskog raka u ukupnom broju oboljelih od raka debelog crijeva. Smatra se da je 

ukupan udio karcinoma debelog crijeva koji u podlozi imaju nasljednu komponentu ~20%, 

dok je ~80% sporadičnih slučajeva (de la Chapelle, 2004.).     

 

2.1.1.3 Sporadični karcinom debelog crijeva 

Sporadični karcinom debelog crijeva razvija se u pravilu vrlo sporo te je karakterističan za 

stariju životnu dob. Javlja se u pojedinaca koji nemaju naslijeđenu gensku predispoziciju za 
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razvoj karcinoma te se sve promjene događaju spontano odnosno pod utjecajem vanjskih 

čimbenika. Proces obuhvaća nakupljanje promjena u ključnim genima koje posljedično 

polako mijenjaju histološku sliku epitela crijeva. Simptomi često izostaju u početnim 

stadijima te se dijagnoza većinom postavi kad je bolest već uznapredovala. Kasno 

postavljanje dijagnoze drastično smanjuje preživljenje oboljelih, iako su metode liječenja u 

početnim stadijima karcinoma debelog crijeva vrlo uspješne. Metode liječenja, ovisno o 

stadiju bolesti, mogu uključivati kirurško odstranjivanje zahvaćenog tkiva, radioterapiju te 

kemoterapiju (O'Connell i sur., 2004.; Weitz i sur., 2005.; Cunningham i sur., 2010.).  

U svrhu što ranijeg pouzdanog otkrivanja karcinoma debelog crijeva, intenzivno se istražuju 

biomarkeri koji bi mogli biti analizirani neinvazivnim testovima. Li i sur. su objavili 

neinvazivnu metodu za analizu uzoraka plazme i fecesa u kojima bi se otkrile epigenetske 

promjene vezane uz razvoj karcinoma (Li i sur., 2009.). Globalna istraživanja izbacuju velik 

broj potencijalnih markera, međutim za sada nema dovoljno istraženih i validiranih koji su se 

dokazali kao korisni u kliničkoj praksi (Kraus i sur., 2014.). Trenutno je najpoznatiji 

karcinoembriogeni antigen (CEA), ali je i njegova korisnost u klinici predmet mnogih 

rasprava (Fakih and Padmanabhan, 2006.). U novije vrijeme se istražuje i slobodna DNA u 

krvi (engl. cell-free DNA) koja pokazuje potencijal za dijagnostičke, ali i prognostičke testove 

(Esposito i sur., 2014.).  

 

2.1.1.4 Klasifikacija karcinoma debelog crijeva 

Jedan od najboljih prognostičkih biljega za karcinom debelog crijeva pokazala se klasifikacija 

tumora prema Dukes'-u. Modificirana klasifikacija po Dukes'-u ima četiri stadija (Tablica 2) 

(Deans i sur., 1992.).  

 

Tablica 2. Klasifikacija karcinoma debelog crijeva prema Dukes'-u. 

Stadij A tumor je ograničen na stijenku crijeva 

Stadij B tumor se proširio na serozu, ali nije zahvatio limfne čvorove 

Stadij C tumor se proširio na regionalne limfne čvorove 

Stadij D prisutne su i udaljene metastaze 

 



12 

 

Danas je u kliničkoj praksi najraširenija TNM klasifikacija (Sobin i sur., 2010.). U odnosu na 

klasifikaciju po Dukes'-u razlikuje mnogo više različitih stadija u kojima se odvojeno definira 

status tumora, zahvaćenost limfnih čvorova te prisutstvo udaljenih metastaza (Tablica 3).  

 

Tablica 3. TNM klasifikacija tumora debelog crijeva
*
. 

Primarni tumor 

TX primarni tumor ne može biti određen 

T0 primarni tumor nije pronađen 

Tis karcinom in situ 

T1 tumor se proširio na submukozu 

T2 tumor se proširio na muscularis propriu 

T3 tumor se proširio na perikolorektalno tkivo 

T4a tumor se proširio na serozu i okolna područja 

T4b tumor se proširio do okolnih organa ili struktura 

Regionalni limfni čvorovi 

NX status regionalnih limfnih čvorova ne može biti određen 

N0 nema metastaza 

N1a metastaze u 1 regionalnom limfnom čvoru 

N1b metastaze u 2-3 regionalna limfna čvora 

N1c 
zahvaćena subseroza, mezenterij ili perikolorektalno tkivo bez metastaza u 

regionalnim limfnim čvorovima 

N2a metastaze u 4-6 regionalnih limfnih čvorova 

N2b metastaze u 7 ili više regionalnih limfnih čvorova 

Udaljene metastaze 

M0 nema udaljenih metastaza 

M1a 
metastaze prisutne u samo jednom udaljenom organu (npr. jetra, pluća, jajnik, 

neregionalni limfni čvor) 

M1b metastaze prisutne u više organa ili peritoneumu 

*
Međunarodna udruga za borbu protiv raka (UICC), 7. izdanje 

 

Prema kombinaciji informacija iz TNM statusa definirane su 4 prognostičke skupine (I, II, III 

i IV), koje odgovaraju stadijima po Dukes'-u (Sobin i sur., 2010.).  

Sve se više uviđa i važnost upale u tumorigenezi. Smatra se da infiltracija upalnih stanica 

može imati važnu ulogu u napredovanju tumora pa tako i prognozi bolesti. Sve se više govori 

o preciznom određivanju prisutnosti upalnih komponenti (engl. immunoscore) te uključivanju 

i te informacije u klasifikaciju u obliku TNM-I (TNM-Immune) (Galon i sur., 2014.).  
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2.1.2 Genetika sporadičnog karcinoma debelog crijeva 

Proces karcinogeneze pokreće se nakupljanjem spontanih i okolišem-potaknutih promjena u 

genima velikog utjecaja (engl. high-penetrance genes) i mnogim genima manjeg utjecaja 

(engl. low-penetrance genes) čiji se utjecaj povećava u kombinaciji s drugim genima ili 

vanjskim čimbenicima. U gene velikog utjecaja ubrajamo onkogene, tumor-supresorske gene 

i gene za popravak krivo sparenih baza i njihova uloga u procesu razvoja karcinoma debelog 

crijeva dosta je dobro poznata. Geni manjeg utjecaja puno su slabije poznati i tek se počinje 

uviđati njihova važnost (Shields i Harris, 2000.).  

Fearon i Vogelsteinov genetski model razvoja karcinoma debelog crijeva uključuje gubitak 

tumor-supresora APC, hipometilaciju genoma, aktivaciju gena KRAS te u kasnijim stadijima 

gubitak još dva tumor-supresora: DCC i p53 (Slika 2) (Fearon i Vogelstein, 1990.).  

Mutacije u genu APC, odnosno gubitak funkcije APC proteina, smatra se prvim korakom u 

karcinogenezi debelog crijeva i uzrokuje stalnu aktivaciju Wnt signalnog puta. U normalnim 

stanicama, APC kompleks se veže na β-katenin i omogućuje njegovu razgradnju 

ubikvitinacijom. Vezanjem Wnt proteina na membranski receptor Frizzled dolazi do 

oslobađanja β-katenina i njegovog premještanja u jezgru gdje aktivira transkripcijske faktore 

TCF/LEF obitelji. U slučaju inaktivnog proteina APC, β-katenin se akumulira u citoplazmi i 

odlazi u jezgru bez prethodne aktivacije uzvodnih signalnih molekula. Takva konstitutivna 

aktivnost Wnt signalnog puta uzrokuje prekomjernu transkripciju gena poput proto-onkogena 

MYC te posljedično pojačanu proliferaciju pogođene stanice (Ilyas i Tomlinson, 1997; 

Jankowski i sur., 1997). Gubitak funkcije APC vrlo je čest događaj koji se javlja u oko 95% 

slučajeva karcinoma debelog crijeva (The Cancer Genome Atlas Network, 2012.).  

Ranim događajem smatra se i poremećaj u stupnju DNA metilacije. Metilacija DNA važan je 

epigenetski mehanizam regulacije transkripcije gena djelovanjem DNA metiltransferaza. U 

stanicama tumora primijećena je pojava globalne hipometilacije koja zahvaća većinom 

ponavljajuće slijedove u genima, ali i regulatorne regije kodirajućih gena. Međutim, isto tako 

je primijećena hipermetilacija pojedinačnih promotora tumor-supresor gena i tumor-

supresorskih miRNA. Mehanizmi koji dovode do selektivnih promjena u statusu metilacije 

još uvijek nisu potpuno jasni, ali mogu značajno doprinijeti razvoju raka (Curtin i sur., 2011.; 

Vaiopoulos i sur., 2014.).  
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Najvažniji signalni put nizvodno od EGF receptora (EGFR) je RAS-RAF-MAPK signalni put. 

Vezanje liganda na EGFR aktivira malu GTPazu KRAS koja proslijeđuje signal za diobu 

stanice. Mutacije u proto-onkogenu KRAS, najčešće u kodonima 12 i 13, uzrokuju trajno 

aktivan oblik proteina. Protein KRAS je konstitutivno aktivan u ~40% karcinoma debelog 

crijeva. Prisutstvo mutacija negativan je prognostički pokazatelj za učinkovitost anti-EGFR 

terapije. Zbog toga testiranje statusa KRAS mutacija prije prepisivanja takve terapije može 

poboljšati kvalitetu liječenja oboljelih (Markman i sur., 2010.; Adelstein i sur., 2011.; Tan i 

Du, 2012.). 

U sluznici debelog crijeva aktivan je tumor-supresor DCC. Smatra se da ima ulogu u 

međureakcijama između stanica. U ~60% karcinoma debelog crijeva primijećen je gubitak 

njegove funkcije, a u preko 50% slučajeva mehanizam gubitka funkcije bio je LOH (Fearon i 

sur., 1990.; Tarafa i sur., 2000.). 

Gubitak funkcije p53, poznatog još i kao „čuvar genoma“, smatra se ključnim korakom u 

prijelazu adenoma u karcinom. Glavna uloga p53 je zaustavljanje staničnog ciklusa u slučaju 

oštećenja DNA. Ukoliko je oštećenje preveliko za popravak, stanica ulazi u apoptozu. U 

slučaju gubitka p53 dolazi do umnažanja stanica s greškama u genomu što značajno doprinosi 

razvoju karcinoma. Mutacije u genu TP53 koje utječu na transaktivacijsku aktivnost proteina 

povezane su s lošijom prognozom bolesti (Iacopetta i sur., 2006.). 

Metastatski potencijal stanica uvjetovan je prekidanjem čvrstih međureakcija stanica s 

okolinom. Smatra se da takve invazivne stanice prođu slijed promjena nazvan EMT (engl. 

epithelial-to-mesenchymal transition). Tu važnu ulogu igraju već ranije spomenuti signalni 

putevi, kao i integrini, TGF-β, transkripcijski faktori poput Snail, Slug, Twist, miRNA poput 

članova miR-200 obitelji i mnoge druge molekule unutar i izvan stanice (Thiery i Sleeman, 

2006.; Brabletz i Brabletz, 2010.). 

Osim karcinogeneze pokretane aktivacijom proto-onkogena i inaktivacijom tumor-supresora, 

proces razvoja karcinoma preko adenoma moguć je i kao posljedica promjena u MMR 

genima. Proces je u tom slučaju pokretan nakupljanjem pogrešaka u genomu zbog 

poremećenog mehanizma popravka kao što se događa u HNPCC. U odnosu na velik udio 

tumora koje karakterizira MSI u slučaju nasljednog sindroma, u sporadičnim karcinomima 

MSI se javlja u ~15% slučajeva  (Fearon i Vogelstein, 1990.; Peltomäki, 2001.). 
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2.2 CIKLOOKSIGENAZE 

Ciklooksigenaze (COX) su ključni enzimi u procesu sinteze prostanoida. Kataliziraju 

pretvorbu arahidonske kiseline (AA) u prostaglandin H2 (PGH2) kroz dvije kemijske reakcije: 

ciklooksigenaznu reakciju u kojoj se AA konvertira u nestabilni intermedijer prostaglandin G2 

(PGG2) te peroksidaznu u kojoj se PGG2 reducira do PGH2. Poznate su dvije funkcionalne 

izoforme ovog enzima u stanicama čovjeka, ciklooksigenaza-1 (COX-1) i ciklooksigenaza-2 

(COX-2). Iako su kodirani različitim genima, njihova struktura je vrlo slična. Aktivni su kao 

homodimeri vezani na membranu endoplazmatskog retikuluma. Imaju istu funkciju u stanici, 

ali su diferencijalno eksprimirani ovisno o tkivu i fiziološkom stanju (Smith i sur., 2000.; 

Simmons i sur., 2004.). 

 

2.2.1 Mehanizam djelovanja ciklooksigenaza 

Arahidonska kiselina je nezasićena masna kiselina koja  se nalazi u fosfolipidima membrane 

stanica. Ima ulogu signalne molekule uslijed oslobađanja iz stanične membrane djelovanjem 

fosfolipaze A2 (PLA2), a kao odgovor na proteolitičke ili hormonske signale. Prekursor je za 

sintezu eikozanoida, biološki aktivnih molekula koji imaju širok spektar djelovanja u 

normalnim fiziološkim uvjetima kao i u raznim patološkim stanjima. Ovisno o enzimima koji 

kataliziraju modifikaciju AA, razlikujemo tri signalna puta. Lipoksigenaze omogućuju sintezu 

hidroksi-eikozatetraenoičnih kiselina i leukotriena, citkorom P-450 omogućuje sintezu 

epoksida, dok ciklooksigenaze sudjeluju u sintezi prostanoida (Slika 3) (Smith, 1989.; Sigal, 

1991.; Cook, 2005.; Wang i Dubois, 2010.; Cathcart i sur., 2011.). 

Kao što je ranije spomenuto, COX veže AA i prevodi ju u PGH2 kroz dvije enzimatske 

reakcije, ciklooksigenaznu (cox) i peroksidaznu (pox). Reakcije se odvijaju na dva odvojena 

katalitička mjesta. Iako su aktivna mjesta fizički odvojena, funkcionalno su interaktivna. Da 

bi cox reakcija mogla krenuti potrebna je oksidacija hem grupe na pox aktivnom mjestu, dok 

se pox reakcija može odvijati samostalno (Dietz i sur., 1988.; Smith i Song, 2002.). Incijalni 

korak stvaranja AA radikala tijekom cox reakcije je ograničavajući korak konverzije AA do 

prostaglandina (Tsai i sur., 1995.). Nakon toga slijedi adicija O2 te promjena konformacije 

kako bi se stvorila ciklička struktura. Pretpostavlja se da nema direktnog prelaska s cox na pox 

katalitičko mjesto, već da PGG2  napušta cox i sjeda na pox katalitičko mjesto preko vanjske  
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površine enzima. Na pox mjestu preko nekoliko hem-intermedijera nastaje PGH2 (Smith i 

Song, 2002.).  

 

 

 

 

Slika 3. Uloga ciklooksigenaza u biosintezi prostanoida.  
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Zbog strukture aktivnih mjesta COX izoforme mogu konvertirati i druge supstrate, ali s 

manjim afinitetom vezanja. Suptilne razlike u strukturi aktivnih mjesta COX-1 i COX-2 

uvjetuju međureakciju s različitim molekulama (Smith i Song, 2002.). Postoje također i 

razlike u reakciji konverzije AA između dviju izoformi. Peroksidazna reakcija COX-2 odvija 

se brže te se može odvijati u uvjetima snižene koncentracije peroksida u stanici u odnosu na 

COX-1 (Landino i sur., 1997.; Lu i sur., 1999.; Kulmacz i sur., 2003.).  

Nestabilni PGH2 ne zadržava se dugo u tom obliku, već se pomoću specifičnih sintaza i 

izomeraza prevodi u prostanoide. Prostanoidi obuhvaćaju prostaglandine, prostacikline i 

tromboksane. Djeluju kao hormoni na lokalnoj razini zbog kratkog vremena poluživota. Mogu 

djelovati autokrino i parakrino vezanjem na specifične receptore na staničnoj membrani čijom 

se aktivacijom pokreću razni nizvodni signalni putevi (Breyer i sur., 2001.; Smyth i sur., 

2009.; Woodward i sur., 2011.). Razlikujemo prostaglandin E2 (PGE2), prostaglandin F2α 

(PGF2α), prostaglandin D2 (PGD2), prostaciklin (PGI2) i tromboksan A2 (TXA2). Njihova 

sinteza je uz druge čimbenike uvjetovana i COX izoformom koja je predominantna u sintezi 

PGH2 u toj stanici. Jedan od razloga je taj što COX izoforme međudjeluju s različitim 

nizvodnim sintazama i na taj način utječu na sintezu specifičnog prostanoida. Kao posljedica 

toga, i diferencijalne ekspresije samih prostanoid sintaza, produkcija specifičnih prostanoida 

ovisi o vrsti tkiva, kao i fiziološkim uvjetima (Bennett i sur., 1987.; Smyth i sur., 2009.; Wang 

i Dubois, 2010.). Na primjer, COX-1 se najčešće povezuje s TXA2-, PGF2α- i citosolnom 

PGE2- sintazom, dok se COX-2 povezuje s PGI2- i mikrosomalnom PGE2- sintazom. 

Međureakcije između enzima nisu istovrsne u svim tkivima pa je tako u krvožilnom sustavu 

pokazano da je COX-1 preferencijalno vezan uz sintezu prostaciklina, a ne COX-2 (Kirkby i 

sur., 2012.; Toniolo i sur., 2013.). 

 

2.2.2 COX izoforme 

Važnost prostaglandina bila je poznata prije nego što je definiran mehanizam njihovog 

nastanka. Nakon što je AA definirana kao prekursor ovog biosintetskog puta, enzim ključan u 

toj pretvorbi nazvan je prostaglandin sintetaza (Van der Ouderaa i sur., 1977.) kasnije 

nazvana PTGS1 ili COX-1. Vrlo rano je povezana s djelovanjem nesteroidnih protu-upalnih 

lijekova (NSAID) (Saeed i Cuthbert, 1977.). Eksperimenti s inhibitorima enzima potakli su 

sumnju na postojanje više od jedne izoforme tog enzima (Flower i Vane, 1972.). Druga 

izoforma je povezana s upalnim procesima i nazvana PTGS2 ili COX-2 (Hla i Neilson, 1992.; 
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O'Banion i sur., 1992.). Deset godina kasnije, Chandrasekharan i sur. su klonirali i definirali 

treću izoformu nazvanu ciklooksigenaza-3 (COX-3) (Chandrasekharan i sur., 2002.). 

 

2.2.2.1 COX-1 i COX-2 

Izoforme COX-1 i COX-2 su proteinski produkti dvaju različitih gena (Slika 4), ali pokazuju 

visoki stupanj sličnosti na svim razinama proteinske strukture. To objašnjava njihovu 

identičnu funkciju u katalitičkom smislu. No, iako imaju isto enzimatsko djelovanje, igraju 

različitu ulogu u staničnom kontekstu. Aktivna izoforma definira strukturu sintetiziranih 

prostanoida u stanici, dakle nizvodni učinak na tu i okolne stanice. Tip stanice i vanjski 

čimbenici uvjetuju koja će izoforma biti aktivna, a to je omogućeno različitim mehanizmima 

regulacije COX-1 i COX-2 na svim razinama u stanici –od  aktivnosti gena do razgradnje 

proteina. 

 

 
Slika 4. Struktura gena COX-1 i COX-2 (brojevima su označeni eksoni) (prema Yokoyama 

1989. i Kosaka 2005.). 

 

 

Gen COX-1 koji kodira za izoformu COX-1 smješten je na duljem kraku kromosoma 9 (9q32-

q33.3), dug je ~22kb i sadrži 11 eksona i 10 introna (Yokoyama i Tanabe, 1989.; Funk i sur., 

1991.). Gen COX-2 je smješten na duljem kraku kromosoma 1 (1q25.2-q25.3), dug je ~8kb i 

ima 10 eksona i 9 introna. U odnosu na gen COX-1, nedostaje mu ekson koji kodira za 

potencijalni signalni peptid (Jones i sur., 1993.; Appleby i sur., 1994.; Kosaka i sur., 1994.). 

Najvažnija razlika gena COX-1 i COX-2 leži u strukturi njihovih promotora. Gen COX-1 ima 

gen COX-1    9q32-q33.3

gen COX-2    1q25.2-q25.3
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promotor bez veznih mjesta za transkripcijske faktore kao što su TATA-box i CAT-box, 

promotor je bogat GC parovima baza te ima veći broj transkripcijskih start pozicija. Takav tip 

promotora karakterističan je za stalno aktivne „housekeeping“ gene (Wang i sur., 1993.). Od 

regulatornih mjesta koja bi mogla modulirati razinu genske ekspresije uzvodno od ATG start 

kodona pronađena su vezna mjesta za Sp1, GATA-1, AP2, PEA3, SSRE, C/EBP (Inoue i sur., 

1995.; Xu i sur., 1997.). DeLong i Smith su pokazali da Sp1-ovisna regulacija ekspresije 

COX-1 uključuje međureakciju s veznim mjestom za AP1 u intronu 8 (DeLong i Smith, 

2005.) Regulacija transkripcije gena COX-2 puno je složenija. Ovisi o signalima iz okoline, 

ali utječe i tip stanice u kojoj se nalazi. U promotoru gena COX-2 nalazi se čitav niz cis-

regulatornih mjesta. Brojna vezna mjesta za različite transkripcijske faktore omogućuju 

osjetljivost gena na aktivaciju različitih signalnih puteva. Od potencijalnih regulatornih mjesta 

definirani su E-box, CRE element, SRE element, PPRE, TATA-box te slijedovi koje 

prepoznaju NFκB, AP2, PEA3, C/EBP i Sp1. Neki od specifičnih slijedova javljaju se na više 

mjesta duž promotora (Inoue i sur., 1995.; Tanabe i Tohnai, 2002.; Kang i sur., 2007.).  

Osim strukture genskih regulatornih elemenata, konstitutivnoj prisutnosti COX-1 u stanici 

pridonosi stabilnost COX-1 transkripta kao i proteinskog produkta. Prepisana COX-1 mRNA 

puno je stabilnija u odnosu na COX-2. Na 3' kraju COX-1 mRNA ne nalaze se AU-bogati 

slijedovi (AREs, od engl. adenylate-uridylate-rich elements) za koje se smatra da potiču brzu 

razgradnju mRNA u fiziološkim uvjetima. U nekim patološkim stanjima, proteini koji se vežu 

na ARE stabiliziraju COX-2 mRNA i omogućuju pojačanu proteinsku ekspresiju u odnosu na 

COX-1 (DeWitt i Meade, 1993.; Dixon i sur., 2001.). 

Prepisana COX-1 mRNA duga je ~2,8kb, dok je druga najčešća varijanta prisutna u humanim 

stanicama duga ~5,2kb, a javlja se kao posljedica razlika u poliadenilaciji. Dodatne varijante 

uključuju zadržavanje cijelog ili dijela introna 1 i deleciju regije koja obuhvaća eksone 5-8, ali 

zbog promjena u slijedu one uglavnom nisu funkcionalne (Simmons, 2003.). 

U eksonu 10 gena COX-2, koji kodira za 3'UTR kraj transkripta, pronađeno je nekoliko 

poliadenilacijskih mjesta (Kosaka i sur., 1994.). Izolirani varijantni transkripti COX-2 

razlikuju se u duljini 3'UTR i postoje razlike u njihovim uzorcima poliadenilacije. Dva 

najčešća transkripta COX-2 mRNA su duga ~2,7kb i ~4,5kb. Razlikuju se u broju ponavljanja 

AUUUA motiva u 3'UTR pa bi se mogli razlikovati i u stabilnosti transkripta. Smatra se da su 

razlike među transkriptima samo posljedica njihove različite poliadenilacije te da u konačnici 

služe kao kalup za sintezu istog proteinskog produkta (Newton i sur., 1997.). 
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Slika 5. Usporedba aminokiselinskih slijedova COX-1 i COX-2 (www.uniprot.org/blast). 

Tamnije osjenčani dijelovi obilježeni zvjezdicama označavaju očuvane aminokiseline. 

 

 

http://www.uniprot.org/blast
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Aminokiselinska struktura COX-1 i COX-2 pokazuje homologiju u ~60% slijeda (Slike 5 i 6). 

Od posttranslacijskih modifikacija na obje izoforme nalazimo N-glikozilaciju, u COX-1 na tri, 

a COX-2 do četiri asparagina. Protein COX-1 sastoji se od 599 aminikiselina, dok zreli oblik 

bez signalnog peptida sadrži 579 aminokiselina. Izoforma COX-2 sastoji se od 604 

aminokiseline, a u zrelom obliku od 581. Primarni unutarstanični smještaj obje izoforme je 

endoplazmatski retikulum (ER), no rjeđe su pronađene i u drugim staničnim strukturama. 

Male razlike postoje između izoformi. Osim na ER, COX-2 se može naći i na jezgrinoj 

ovojnici. Enzimi se većim dijelom nalaze u lumenu ER, dok su membranskom domenom 

usidreni u njegovu membranu (Otto i sur., 1993.; Otto i Smith, 1994.; Nemeth i sur., 2001.; 

Chandrasekharan i Simmons, 2004.).  

Obje izoforme su funkcionalne u obliku homodimera, a njihovi monomeri imaju 3 osnovne 

domene. To su N'-terminalna EGF-slična domena, membranska domena i velika C'-

terminalna katalitička domena. Najveće razlike u slijedu aminokiselina nalaze se u 

membranskoj domeni što može doprinijeti finim razlikama u unutarstaničnoj lokalizaciji. 

Homodimeri se stvaraju približavanjem EGF i katalitičke domene, dok su membranske 

domene udaljene. Ulaz na cox mjesto nalazi se između zavojnica membranske domene te ona 

prolazi suptilne dinamičke promjene dok supstrat sjeda na aktivno mjesto. Aktivno mjesto pox 

nalazi se u velikom utoru na površini enzima, a u lumenu ER (Picot i sur., 1994.; Kurumbail i 

sur., 1996.; Smith i sur., 2000.; Garavito i sur., 2002.).  

Mehanizam razgradnje COX-1 i COX-2 vezan je uz njihovo katalitičko djelovanje. 

Inaktivacija suicidom javlja se kao posljedica formiranja specifičnih enzimskih intermedijera 

tijekom obje katalitičke reakcije, iako točna kemijska modifikacija proteina nije poznata 

(Smith i Song, 2002.). Međutim, razlike u aminokiselinskoj strukturi uvjetuju razlike u 

vremenu poluživota između dvije izoforme. Kraće vrijeme poluživota COX-2 izoforme 

određeno je slijedom od 19 aminokiselina na C'-terminusu kojeg nema u strukturi COX-1. 

Mbonye i sur. su pokazali da taj slijed uzrokuje nestabilnost proteina potičući proteasomalnu 

razgradnju povezanu s ER. Ključni događaj koji obilježava protein za taj mehanizam 

razgradnje je N-glikozilacija asparagina na poziciji 594 (Mbonye i sur., 2006.).   

 

 



22 

 

Slika 6. Struktura proteina COX-1 i COX-2. Brojevima su naznačene pozicije aminokiselina 

na početku i na kraju svake funkcionalne domene. 

 

 

2.2.2.2 COX-3 

Sumnja na postojanje COX-3 javila se kao moguće objašnjenje reakcije organizma na 

analgetike odnosno antipiretike koji imaju slabo protu-upalno djelovanje, dakle na lijekove 

koji ne djeluju na klasične izoforme COX. Smatralo se da bi treća varijanta mogla imati ulogu 

u procesima osjeta boli i povišene temperature (Botting, 2000.). 

Smatra se da je COX-3 treća izoforma ciklooskigenaza iako je zapravo varijanta produkta 

gena COX-1 koja nastaje kao posljedica alternativnog izrezivanja. Chandrasekharan i sur. 

(2002.) su na psećem modelu izolirali 3 funkcionalne varijante COX-1 transkripta: COX-1, 

zatim varijantu sa zadržanim intronom 1 koju su nazvali COX-3 te treću koja je uz zadržan 

intron 1 imala i deleciju regije od eksona 5 do eksona 8 nazvanu partial COX-1 (PCOX-1). 

Smatra se da zadržani intron 1 stvara potencijalni signalni peptid, a izbacivanje regije eksona 

5-8 uzrokuje deleciju dijela dimerizacijske i katalitičke domene. Varijante koje nose 

spomenutu deleciju mogu biti funkcionalne, ali nisu u mogućnosti sintetizirati prostanoide 

(Chandrasekharan i sur., 2002.). 
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Iako su Chandrasekharan i sur. (2002.) pronašli proteinske varijante COX-1 i u nekim 

humanim stanicama, to nisu funkcionalne genske varijante pronađene u psećim modelima. 

Naime, zadržavanje introna 1 u humanoj varijanti gena COX-1 stvara pomak u okviru čitanja i 

onemogućuje sintezu u cjelosti funkcionalnog proteina COX-3 koji bi mogao imati ulogu u 

biosintezi prostanoida, a drugačiji fiziološki odgovor na specifične terapeutike u odnosu na 

klasičnu COX-1 izoformu (Simmons, 2003.; Qin i sur., 2005.). Samo izoforme COX-1 i 

COX-2 pokazuju različitu aktivnosti s obzirom na fiziološki kontekst i imaju dovoljno 

strukturnih osobitosti da mogu biti ciljevi djelovanja različitih biološki aktivnih molekula. 

 

2.2.3 Uloga ciklooksigenaza 

2.2.3.1 Uloga ciklooksigenaza u normalnim tkivima 

Djelovanjem COX-1 nastaju prostanoidi važni u održavanju normalnih fizioloških uvjeta, dok 

COX-2 većinom potiče sintezu prostanoida povezanih s upalom i brojnim patološkim 

stanjima. Specifične uloge izoformi posljedica su razlika u njihovoj strukturi koje se 

manifestiraju već spomenutim suptilnim razlikama u mehanizmu i kinetici katalitičke reakcije 

te unutarstaničnom smještaju i međudjelovanju s terminalnim sintazama (Smith i Langenbach, 

2001.).  

Bazalna razina COX-1 otkrivena je u gotovo svim normalnim tkivima (O'Neill i Ford-

Hutchinson, 1993.; Zidar i sur., 2009.). U većini funkcija gubitak aktivnosti COX-1 

nadoknađuje se ekspresijom inducibilnog COX-2 (Smith i Langenbach, 2001.). Međutim u 

nekim tipovima stanica to nije moguće. Izoforma COX-1 esencijalna je za regulaciju 

fizioloških procesa kao što su agregacija trombocita i porod. U trombocitima je COX-1 

isključiva izoforma. Zbog nepostojanja jezgri u tom tipu stanica COX-2 kao inducibilna 

izoforma, ne može biti sintetizirana te inaktivacija COX-1 uzrokuje poremećaj agregacije 

trombocita (Langenbach i sur., 1995.). Najvažniji prostanoid u trombocitima je PGI2. Isto tako 

PGI2 čini najveći dio prostanoida sintetiziranih u endotelnim stanicama krvnih žila. Preko IP 

receptora na stanicama glatkih mišića krvnih žila potiče vazodilataciju (FitzGerald i sur., 

1983.). Smatralo se da je za produkciju PGI2 primarno zadužen COX-2 te da su 

kardiovaskularne nuspojave COX-2 selektivnih inhibitora bile povezane upravo s gubitkom te 

funkcije. Međutim dokazano je da se razina PGI2 u krvožilnom sustavu održava putem COX-

1 te je potrebno naći drugo objašnjenje za kardiovaskularnu toksičnost COX-2 inhibitora 
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(Kirkby i sur., 2012.; Toniolo i sur., 2013.). Većina istraživanja napravljena je na animalnim 

modelima, no ključna uloga COX-1 u trombocitima potvrđena je i kod ljudi s poremećajem 

zgrušavanja krvi. Disfunkcionalni trombociti povezani su sa sniženom razinom ili gubitkom 

aktivnosti COX-1 (Matijevic-Aleksic i sur., 1996.).  

Druga esencijalna uloga COX-1 dokazana je u procesu poroda kod miševa. Langenbach i sur. 

(1995.) su pokazali da inaktivacija COX-1 ne utječe na plodnost mužjaka ni ženki miševa, ali 

preživljenje mladih uvelike ovisi o prisutstvu COX-1 prilikom poroda u majki ili fetusa. To je 

bio dokaz da je porod isključivo ovisan o COX-1 odnosno o prisutstvu COX-1 specifičnih 

prostanoida i da COX-2 ne može nadoknaditi gubitak njegove aktivnosti (Langenbach i sur., 

1995.). Aktivnost COX-1 u procesima vezanim uz porod odvija se preko sinteze PGF2α i 

aktivnosti njegovih receptora (Sugimoto i sur., 1997.; Gross i sur., 1998.). 

Razina COX-1 u tkivima je stalna, dok COX-2 nastaje kao odgovor na podražaj iz okoline. 

COX-2 je primarno definiran kao aktivator upale. Čim je otkriveno postojanje druge COX 

izoforme postojali su dokazi da je povezana s upalnim procesima (Hla i Neilson, 1992; 

O'Banion i sur., 1992.). U početku se smatralo da je COX-2 odgovoran samo za proizvodnju 

pro-upalnih  čimbenika, ali  je otkriveno da neki metaboliti čija je ekspresija povezana s 

aktivnošću COX-2 imaju i protu-upalna svojstva (Groeger i sur., 2010.). Tako prostanoidi kao 

i signalni putevi koje aktiviraju mogu imati pro-upalnu i protu-upalnu ulogu (Hata i Breyer, 

2004.). Prostanoid PGE2 se spominje kao najvažniji prostanoid u kompleksnoj modulaciji 

imunološkog odgovora (Phipps i sur., 1991.). Iako se PGE2 i PGI2 smatraju najvažnijim pro-

upalnim prostanoidima, PGE2 može aktivacijom IL-10 djelovati i protu-upalno. Protu-upalni 

citokin IL-10 snižava IL-12 i aktivnost dendritičkih stanica (Harizi i sur., 2002.). U upalnim 

procesima alergijskih reakcija važnu ulogu ima PGD2 koji nastaje u mastocitima (Matsuoka i 

sur., 2000.).  

Iako je primarno COX-1 prisutan u fiziološki normalnim tkivima gdje djeluje kao zaštitni 

čimbenik, a COX-2 važan medijator upale, eksperimenti su pokazali da i COX-1 ima ulogu u 

upalnim procesima. Obje izoforme su eksprimirane u upalnim stanicama i miševi kojima 

nedostaje jedna od izoformi imaju nepotpun upalni odgovor. Rezultati McAdama i sur. 

(2000.) upućuju na to da je COX-1 odgovoran za inicijalnu fazu akutne upale dok se COX-2 

javlja nekoliko sati kasnije.  

Osim povezanosti COX-1 s upalom, postoje i mnogi drugi dokazi da uloga dviju izoformi nije 

jasno razgraničena na COX-1 u zdravim tkivima i COX-2 u patološkim stanjima kao što se u 
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početku mislilo. U određenim tipovima stanica i tkiva COX-2 je javlja i u fiziološkim 

uvjetima, kao isključiva izoforma ili uz COX-1 (O'Neill i Ford-Hutchinson, 1993.; Zidar i 

sur., 2009.). Izoforma COX-2 esencijalna je za normalnu funkciju spolnih organa ženki 

miševa. Lim i sur. (1997.) su pokusima s inaktiviranim COX-2 u mišjim modelima pokazali 

da ima ključnu ulogu u ovulaciji i implantaciji embrija. Međutim, do sada kod ljudi nisu 

dokazani poremećaji vezani uz COX-2 deficijenciju. Iako je uloga COX-2 pronađena u 

normalnim tkivima, većinom se radi o organima u kojima je prisutan uz COX-1. Iz animalnih 

modela poznato je da te dvije izoforme mogu imati komplementarne uloge (Kirtikara i sur., 

1998.).  

U fiziološkim uvjetima u bubrezima prisutne su obje COX izoforme i svaka modulira 

specifične funkcije (Stichtenoth i Frölich, 2000.). Jedan od dokaza uloge COX-2 u održavanju 

normalne fiziologije bubrega su patološke promjene na bubrezima miševa izazvane 

inaktivacijom COX-2 (Morham i sur., 1995.). Eksperimenti s COX-1- i COX-2-deficijentnim 

miševima te specifičnim inhibitorima pokazali su diferencijalnu rasprostranjenost COX-1 i 

COX-2 specifičnih prostanoida u različitim strukturama bubrega. COX-1 je zaslužan za 

sintezu bazalne razine PGI2 u renalnom korteksu te TXA2 i PGI2 u aorti, dok je uloga COX-2 

značajnija u produkciji PGE2 i PGI2 u maculi densi (Qi i sur., 2006.). U bubrezima kod ljudi 

COX-2 nije eksprimiran u maculi densi, već dominira intraglomerularno u podocitima gdje 

ima ulogu u regulaciji hemodinamike kroz izlučivanje natrija (Kömhoff i sur., 1997.). Smatra 

se da je nefrotoksičnost izazvana terapijom NSAID posljedica inaktivacije obje izoforme. 

Inaktivacijom COX-1 mijenja se razina glomerularne filtracije, a gubitak funkcije COX-2 se 

očituje u nemogućnosti izlučivanja natrija (Catella-Lawson i sur., 1999.). 

Obje COX izoforme konstitutivno su eksprimirane u normalnim plućima štakora. COX-1 je 

pronađen u epitelnim stanicama, stanicama glatkih mišića vena te alveolarnim makrofazima, 

dok je COX-2 otkriven u peribronhialnom i perivaskularnom vezivnom tkivu te stanicama 

glatkih mišića krvnih žila (Ermert i sur., 1998.b). Emert i sur. (1998.a) pokazali su da je 

upravo COX-2 odgovoran za regulaciju tonusa krvnih žila u normalnoj fiziologiji pluća. Neki 

karcinogeni mogu putem NFκB i medijatora oksidativnog stresa, uz COX-2, izazvati i 

pojačanu ekspresiju COX-1 (Rioux i Castonguay, 2000.). 
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2.2.3.2 Gastrointestinalni sustav 

Zaštitni učinak prostanoida u gastrointestinalnom sustavu dobro je poznat (Wallace, 2001.). U 

sluznici želuca najjače je izražen učinak PGE2 i PGI2 koji smanjuju lučenje želučane kiseline 

iz parijetalnih stanica. Njihov vazodilatacijski učinak potiče pojačan protok krvi što ima 

pozitivan učinak na sluznicu želuca (Whittle i sur., 1978.; Konturek i sur., 1980.). Kod ljudi se 

PGE2 luči iz epitelnih stanica i stanica glatkih mišića. Pojačanim stvaranjem sluzi štite 

sluznicu od štetnih učinaka želučane kiseline (Allen i Garner, 1980). Eksperimenti sa 

specifičnim COX-1 i COX-2 inhibitorima pokazali su da tu obje izoforme igraju ulogu. Iako 

COX-1 ima dominantnu ulogu u sintezi zaštitnih prostanoida, COX-2 može nadoknaditi 

gubitak COX-1 aktivnosti (Jackson i sur., 2000.). Pokazano je da inhibicija samo COX-1 nije 

dovoljna za stvaranje lezija na sluznici, već da je za to potrebno inaktivirati obje izoforme 

(Zimmermann i sur., 1998.; Wallace i sur., 2000.; Gretzer i sur., 2001.). Dugotrajna upotreba 

NSAID uzrokuje lezije i na donjem dijelu gastrointestinalnog sustava. Na sluznici tankog 

crijeva mogu se javiti znakovi ulceracije. Iako se većinom radi o subkliničkim promjenama, 

kod nekih pacijenata su se razvile i teške nuspojave (Allison i sur., 1992.). U normalnim 

uvjetima, u stanicama kripti u crijevima, COX-1 posreduje u biosintezi PGE2 te tako 

omogućuje obnavljanje epitelnih stanica (Cohn i sur., 1997.; Houchen i sur., 2000.). Singer i 

sur. (1998.) pokazali su da se razina COX-1 ne mijenja u upalnim bolestima crijeva. Također 

su pokazali da se u području upalnih promjena javlja ekspresija COX-2 koja inače nije 

prisutna u normalnom epitelu ileuma i debelog crijeva. U slučaju bakterijske infekcije također 

dolazi do pojačane ekspresije COX-2 koji tada omogućuje sintezu PGE2 i PGF2α. Oni potiču 

izlučivanje kloridnih iona iz epitelnih stanica te posljedično pojačano izlučivanje tekućine 

(Eckmann i sur., 1997.). Za razliku od epitelnih stanica, COX-2 je, kao i COX-1, 

konstitutivno eksprimiran u neuromuskulatornim strukturama debelog crijeva kod ljudi 

(Fornai i sur., 2005.; Bernardini i sur., 2006.). 

 

2.2.3.3 Uloga ciklooksigenaza u karcinogenezi debelog crijeva 

Upalne bolesti crijeva, kao i mnoga druga kronična upalna stanja, smatraju se predispozicijom 

za razvoj raka debelog crijeva. Isto tako, smatra se da stanice raka mogu potaknuti upalne 

procese u okolnom tkivu. Uska veza između upale i zloćudne pretvorbe u stanicama nije 

iznenađujuća s obzirom da mogu uključivati iste signalne molekule i da se razvijaju kroz 

povezane signalne puteve (Coussens i Werb, 2002.; Mantovani i sur., 2008.; Colotta i sur., 



27 

 

2009.; Zitvogel i sur., 2012.). Protu-upalni lijekovi mogu imati pozitivan učinak kod osoba s 

povećanim rizikom od obolijevanja od različitih oblika raka. U takvu skupinu lijekova 

ubrajaju se NSAID čiji je primarni mehanizam djelovanja inhibicija COX izoformi (Vane, 

1971.; Vane i sur., 1990.; Taketo, 1998.). Redovna upotreba NSAID značajno smanjuje rizik 

za razvoj raka dojke, prostate, pluća i debelog crijeva (redom od 27-43%) što ukazuje na 

ulogu COX u tumorigenezi (Harris, 2009.). Brojne kliničke studije su pokazale da COX-2 

selektivni inhibitori imaju slično djelovanje u raku i drugim oboljenjima (Chakraborti i sur., 

2010.). Najistraživanije je njihovo djelovanje u FAP i sklonosti obolijevanju od karcinoma 

debelog crijeva. Redovna terapija „celecoxib“-om pokazala je značajno smanjenje broja 

polipa i adenoma (Steinbach i sur., 2000.; Arber i sur., 2006.; Bertagnolli i sur., 2006.). Sličan 

učinak imao je i „rofecoxib“ (Baron i sur., 2006.). Unatoč tome što je velik broj COX-2 

selektivnih inhibitora ispitivan u kliničkim istraživanjima, samo je „celecoxib“ odobren za 

upotrebu od Američke agencije za hranu i lijekove (FDA). „Rofecoxib“ i „valdecoxib“ su 

također bili u kliničkoj primjeni, međutim povučeni su zbog jakih nuspojava koje su izazivali 

dugotrajnom primjenom (www.fda.gov). Točan mehanizam nuspojava koje izazivaju COX-2 

inhibitori nije potpuno poznat, no najvjerojatnije je posljedica kompleksnog uzorka ekspresije 

i međudjelovanja prostanoida sintetiziranih putem COX-1 i COX-2 u normalnim tkivima. 

U skladu s mehanizmima regulacije gena COX-1 i COX-2 u normalnim epitelnim stanicama 

debelog crijeva čovjeka, razina COX-1 u tumorskom tkivu ostaje nepromijenjena ili je 

neznatno snižena u odnosu na normalnu sluznicu debelog crijeva, dok je razina COX-2 

značajno povišena. Osim u karcinomima COX-2 je otkriven i u adenomima što ukazuje na 

njegovu ulogu u ranim stadijima karcinogeneze (Eberhart i sur., 1994.; Kargman i sur., 1995.; 

Kutchera i sur., 1996.; Fujita i sur., 1998.). Prisutstvo COX-2 u stanicama omogućuje 

biosintezu COX-2 -specifičnih prostanoida koji imaju širok spektar pro-tumorskog djelovanja 

(Slika 7). 

Prostanoidi PGE2 i TXA2 povezani su sa svim procesima vezanim uz karcinogenezu (Rigas i 

sur., 1993.; Pugh i Thomas, 1994.; Daniel i sur., 1999.; Sheng i sur., 2001.; Greenhough i sur., 

2009.). Najvažniji prostanoid koji nastaje djelovanjem COX-2, PGE2, povezan je s PIK3/Akt i 

Wnt signalnim putevima preko kojih inhibira apoptozu i potiče preživljenje stanica (Tessner i 

sur., 2004.; Leone i sur., 2007.; Kaur i Sanyal, 2010.). U adenokarcinomima mliječnih 

žlijezda COX-2 djeluje anti-apoptotski snižavajući razinu Bax i Bcl-XL te povisujući Bcl-2 

(Liu i sur., 2001.). Shao i sur. su pokazali da PGE2 i EGFR/RAS/MAPK signalni put djeluju 

sinergistički na proliferaciju stanica raka debelog crijeva (Shao i sur., 2004.). Prostaglandin E2 

http://www.fda.gov/
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fosforilira EGFR i aktivira MAPK signalni put čime može potaknuti migracijski i invazivni 

potencijal stanica (Pai i sur., 2002.; Buchanan i sur., 2003.; Pierobon i sur., 2009.). Izoforma 

COX-2 ima važnu ulogu i u poticanju angiogeneze putem pojačane ekspresije gena VEGF i 

drugih faktora (Tsujii i sur., 1998.). Prostaglandin E2 potiče ekspresiju gena CXCL-1 i razina 

njegove ekspresije u karcinomu debelog crijeva korelira s razinom PGE2 (Wang i sur., 2006.).  

 

 

 

 

 

Slika 7. Uloga COX-2 specifičnog PGE2 u tumorigenezi. PGE2 je povezan sa svim procesima 

vezanim uz karcinogenezu preko aktivacije EP receptora i nizvodnih signalnih puteva.  
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Tumorigeno djelovanje PGE2 povezuje se primarno s aktivacijom EP4 receptora (Hawcroft i 

sur., 2007.). Xia i sur. (2012.) pokazali su da PGE2 potiče tumorigenezu direktnom 

aktivacijom DNMT1 i DNMT3B. Time omogućuje metilaciju CpG otoka i utišavanje nekih 

tumor supresor gena, ali i gena za popravak DNA. 

U karcinomima dolazi do pojačane ekspresije COX-2 zbog aktivacije transkripcije gena COX-

2 ili zbog stabilizacije mRNA i proteinskog produkta (Kang i sur., 2007.). Pokazano je da 

aktiviran RAS i TGF-β povećavaju ekspresiju COX-2 stabilizirajući prepisanu specifičnu 

mRNA (Sheng i sur., 2000.). Zbog inducibilnosti promotora gena COX-2, najvećim dijelom 

se radi o aktivaciji transkripcije (Inoue i sur., 1995.; Tanabe i Tohnai, 2002.). Di Popolo i sur. 

(2000.) su predložili IGF-II/IGF-I receptor signalni put kao jedan od mehanizama aktivacije 

COX-2. Dobro je poznata uloga pro-upalnih citokina i transkripcijskih faktora povezanih s 

karcinogenezom u pojačavanju njegove transkripcije, primarno IL-1 i TNFα te NFκB 

(Mantovani i sur., 2008.; Colotta i sur., 2009.). 

Važna karakteristika tumorskih stanica je poremećena ravnoteža signalnih molekula i 

transkripcijskih faktora, uključujući i aktivatore COX-2. Osim zbog poremećaja u aktivnosti 

regulatornih molekula, do aberantne ekspresije COX-2 može doći i zbog promjena u samoj 

regulatornoj regiji gena kao što su promjene u slijedu baza u veznim mjestima za regulatorne 

molekule ili u uzorku vezanja metilnih skupina na citozine u CpG otoku. Metilacija može biti 

izmijenjena u nekim patološkim stanjima, uključujući rak (Baylin i sur., 2001.). Pronađeno je 

da gen COX-2 ima CpG otoke u promotorskoj regiji koji mogu biti metilirani što je jedan od 

potencijalnih mehanizama utišavanja njegove ekspresije. Rezultati Domingo-Gonzalez i sur. 

(2012.) ukazuju na mogućnost hipometilacije promotora gena COX-2 djelovanjem TGF-β1, 

kao jednog od mehanizama njegove aktivacije. Promjena u metilaciji COX-2 promotora 

povezana je s rakom želuca (Akhtar i sur., 2001.; Hur i sur., 2003.). Istraživanje na raku dojke 

pokazalo je da je hipermetilacija promotora povezana s boljim preživljenjem pacijentica 

(Karray-Chouayekh i sur., 2011.) što također potvrđuje nepovoljni učinak pojačane ekspresije 

COX-2 u karcinomima.  
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2.3 POLIMORFIZMI JEDNE BAZE 

Polimorfizmi jedne baze (SNP, od engl. single nucleotide polymorphism) označavaju 

promjenu jedne baze u nukleotidnom slijedu DNA drugom, gdje se varijantne baze javljaju s 

učestalošću >1% u populaciji. Nalazimo ih u prosjeku svakih ~500 nukleotida, ali se s većom 

učestalošću javljaju u nekodirajućim nego u kodirajućim regijama. U većini slučajeva nemaju 

funkcionalnu ulogu u genomu (Smigielski i sur., 2000.; Abecasis i sur., 2012.). Mogu 

uzrokovati promjene u regulaciji genske ekspresije ukoliko se nalaze u regulatornim regijama 

gena, ili u aminoliselinskom slijedu ukoliko se nalaze u kodirajućoj regiji. Sve veći broj 

GWAS studija ukazuje i na važnost polimorfizama koji se nalaze u dijelovima genoma 

poznatim kao „genske pustinje“ zbog postojanja veznih mjesta za distalne regulatore 

transkripcije u tim genomskim regijama (Sur i sur., 2013.).  

Napretkom tehnologije moguće je istraživati povezanost velikog broja polimorfizama s 

razvojem različitih oboljenja. To je posebno značajno kod multigenskih bolesti jer one često 

imaju kompleksnu etiologiju i promjene u velikom broj gena manjeg utjecaja mogu imati 

zbirni učinak (Balmain, 2002.; Engle i sur., 2006.). Upravo zbog te kompleksnosti postoji 

čitav niz čimbenika koji mogu utjecati na razvoj i napredovanje bolesti poput raka te je 

nemoguće odrediti terapiju koja bi odgovarala svim oboljelima. Bolje razumijevanje uloge 

SNP u karcinogenezi i u odgovoru pojedinca na potencijalne terapeutike otvara mogućnost za 

korištenje SNP analize u personaliziranom pristupu liječenju (de Jong i sur., 2002.; de la 

Chapelle, 2004.; Giacomini i sur., 2007.; Sauna i sur., 2007.; Hertz i McLeod, 2014.). 

„1000 Genomes Project Consortium“ objavio je mapu genoma koja obuhvaća ~38 milijuna 

SNP uz još >15 milijuna drugih genskih promjena. Iz dostupnih podataka Agúndez i sur. 

(2014.) su analizirali 570 genskih varijanti u ~5,5kb regiji koja uključuje promotor gena COX-

1 i 682 genske varijante u ~3kb regiji koja uključuje promotor gena COX-2. Pronašli su >40 

genskih varijanti koje potencijalno mijenjaju vezna mjesta za transkripcijske faktore te bi time 

mogle utjecati na transkripciju gena COX-1, odnosno >30 genskih varijanti s mogućim 

utjecajem na transkripciju gena COX-2 (Abecasis i sur., 2012.; Agundez i sur., 2014.).  
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2.3.1 COX-1 

Promotor gena COX-1 karakterističan je za stalno aktivne gene i velik broj polimorfizama 

otvara mogućnosti za modulaciju njegove ekspresije. Dosadašnje analize definirale su 

polimorfizme duž cijelog gena uključujući i regiju uzvodno od start kodona. Međutim 

predmet istraživanja bio je više usmjeren na polimorfizme u kodirajućoj regiji koji bi mogli 

uzrokovati promjenu u aminokiselinskoj strukturi s posljedicama na proteinsku funkciju. 

Ulrich i sur. (2002.) su sekvenciranjem kodirajuće i okolnih regija gena COX-1 otkrili 18 

polimorfizama od kojih su nesinonimne s nešto većom učestalošću bile COX-1 R8W, P17L i 

L237M (pronađene u >4% populacije). Halushka i sur. (2003.) detaljnije su analizirali četiri 

polimorfizma s učestalošću heterozigota u populaciji >10%. Pronašli su da su polimorfizmi 

COX-1 -842 A/G i P17L u potpunom „linkage disequilibrium“-u (LD). Bioinformatičkom 

analizom predviđeno je da varijantni alel -842G uvodi potencijalno vezno mjesto za 

transkripcijski faktor AP2 (Halushka i sur., 2003.). Između sedam polimorfizama u 5'UTR: 

COX-1 -1749 T/C, -1598 G/A, -1202 A/G, -1201 A/G, -1006 G/A, -918 A/G i -707 A/G, 

također je pronađen LD. U europskoj populaciji ovaj haplotip još uključuje i P17L 

polimorfizam (Lee i sur., 2007.). Polimorfizam P17L mogao bi utjecati na odgovor nosioca na 

obradu aspirinom (Ulrich i sur., 2004.). U in vitro uvjetima varijantni aleli polimorfizama 

COX-1 R53H, R78W, K185T, G230S i L237M pokazali su nižu metaboličku aktivnost COX-

1 u odnosu na divlji tip, dok bi varijantni aleli P17L i G230S mogli potaknuti neadekvatan 

odgovor na terapiju s NSAID (Lee i sur., 2007.). Hillarp i sur. (2003.) su također istraživali 

kodirajuću regiju gena. Pronašli su 14 polimorfizama uzvodno od start kodona od kojih je 

sedam polimorfizama uvodilo supstituciju aminokiseline. Nijedna od pronađenih nije 

uzrokovala promjenu u funkciji proteina (Hillarp i sur., 2003.).  

Istraživanje koje su proveli Ulrich i sur. (2004.) ukazalo je na moguću povezanost 

polimorfizama u genu COX-1 s razvojem polipa u debelom crijevu. Delecija u području 

signalnog peptida L15_L16del povezana je s povećanim rizikom za razvoj hiperplastičnih i 

adenomatoznih polipa (Ulrich i sur., 2004.). Polimorfizam COX-1 -1053A/G povezan je s 

povišenim rizikom obolijevanju od raka debelog crijeva u osoba sa smanjenim unosom 

nezasićenih masnih kiselina u hrani i COX-1 +7135 A/G s povišenim rizikom od raka rektuma 

kod osoba sa smanjenim ukupnim unosom masti (Habermann i sur., 2013.). Arisawa i sur. 

(2007.) pronašli su značajnu povezanost promotorskog polimorfizma COX-1 -1676 T/C s 

razvojem čira na želucu. Taj polimorfizam je, prema analizama slijedova dobivenih analizom 
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1000 genoma, ujedno i najčešći pronađeni polimorfizam COX-1 koji mijenja vezno mjesto za 

GATA1 u promotoru gena (Abecasis i sur., 2012.; Agundez i sur., 2014.).  

 

2.3.2 COX-2 

Iako većina polimorfizama u genima, pa tako i u COX-2, nema značajan utjecaj na konačnu 

razinu, aktivnost ili funkciju proteina, neki polimorfizmi gena COX-2 povezani su s 

povećanim rizikom za razvoj karcinoma debelog crijeva. Lin i sur. (2002.) su pokazali da je 

+1532 T/C povezan s tumorima debelog crijeva i da ima zaštitnu ulogu. Polimorfizmi +306 

G/C i +8897 A/G su povezani s učestalijom pojavom adenoma (Barry i sur., 2009.). Cox i sur. 

(2004.) povezali su polimorfizam +1806 A/G s povećanim rizikom za razvoj karcinoma 

debelog crijeva (Cox i sur., 2004.), dok su ga Iglesias i sur. (2009.) povezali s boljom 

prognozom bolesti. 

U regulatornoj regiji SNP može poremetiti postojeće vezno mjesto za tranksripcijski faktor, ili 

može uvesti nova stvaranjem slijeda prepoznavanja. Gen COX-2 ima promotor bogat veznim 

mjestima za različite regulatore transkripcije što omogućuje inducibilnost njegove ekspresije. 

Velik broj potencijalno funkcionalnih polimorfizama dodatno povećava broj mogućnosti 

aktivacije gena. Najučestaliji takvi promotorski polimorfizmi COX-2 u svjetskoj populaciji su 

-1195 T/C i -765 G/C (Agundez i sur., 2014.).  

Polimorfizam COX-2 -1195 T/C mijenja vezno mjesto za transkripcijski faktor MYB. 

Povezan je sa smanjenim rizikom od karcinoma jajnika (Agachan Cakmakoglu i sur., 2011.), 

ali i s povećanim rizikom od karcinoma bazalnih stanica (Vogel i sur., 2007.), jednjaka 

(Kristinsson i sur., 2009.), pluća (Coskunpinar i sur., 2011.) i želuca (Zhang i sur., 2011.). 

Povezan je i s razvojem hepatocelularnog karcinoma (Bu i Zhao, 2013.) i uznapredovalog 

karcinoma debelog crijeva (Tan i sur., 2007.).   

Papafili i sur. (2002.) su sekvenciranjem promotora otkrili polimorfizam COX-2 -765 G/C u 

potencijalnom veznom mjestu za Sp1. Pronašli su da varijantni alel -765C pokazuje nižu 

aktivnost promotora (Papafili i sur., 2002.; Cipollone i sur., 2004.), dok su Brosens i sur. 

(2005.) ovaj polimorfizam povezali s višom ekspresijom COX-2. Polimorfizam COX-2 -765 

G/C povezan je s povećanim rizikom od raka gušterače, leukemije i raka želuca (Zhang i sur., 

2011.; Wang i sur., 2013.), dok su ga Sitarz i sur. (2008.) povezali sa smanjenim rizikom od 

raka želuca. Povezan je i s povećanim rizikom od raka prostate (Mial i Mittal, 2011.), jajnika 
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(Agachan Cakmakoglu i sur., 2011.) i pluća (Coskunpinar i sur., 2011.) te sa sniženim 

rizikom od polipa i adenoma u debelom crijevu kod osoba koje nisu koristile NSAID (Ulrich i 

sur., 2005.). 

Polimorfizam COX-2 +8473 A/G smješten je u eksonu 10 koji kodira za 3'UTR te se smatra 

da bi mogao imati ulogu u stabilnosti COX-2 mRNA mijenjajući joj sekundarnu strukturu 

(Langsenlehner i sur., 2006.). Varijantni alel je povezan sa sniženom razinom COX-2 mRNA 

(Gatalica i sur., 2008.; Yang i sur., 2008.). Moore i sur. (2012.) povezali su ovaj polimorfizam 

s gubitkom veznog mjesta za miR-542-3p čime bi varijantni alel +8473G omogućio 

stabilizaciju mRNA izbjegavanjem miRNA-ovisne razgradnje. Povezanost su dokazali i 

ovisnošću razine COX-2 ekspresije o statusu ovog polimorfizma (Moore i sur., 2012.). 

Pronađena je povezanost ovog polimorfizma sa smanjenim rizikom za razvoj oralnih 

premalignih lezija (Pu i sur., 2009.) i raka mokraćnog mjehura (Yang i sur., 2008.), ali i s 

povećanim rizikom od karcinoma bazalnih stanica (Vogel i sur., 2007.), raka dojke 

(Langsenlehner i sur., 2006.), pluća (Campa i sur., 2004.) i prostate (Mial i Mittal, 2011.).  

Pronađeni su i mnogi drugi polimorfizmi kao što su COX-2 -1290 A/G, -162 C/G i -490 C/G 

u promotoru, +10 T/G u 5'UTR, R228H u eksonu 6 i V511A u eksonu 10, međutim nije im 

dokazana funkcionalnost (Fritsche i sur., 2001.; Papafili i sur., 2002.; Upadhyay i sur., 2009.).  

Koristeći statističke analize objavljeno je i nekoliko pregleda prethodnih istraživanja. Pereira i 

sur. (2009.) su pokazali da su samo polimorfizmi COX-2 -765 G/C i -1195 T/C povezani s 

povećanim rizikom od obolijevanja od karcinoma debelog crijeva i rektuma, dok su Dong i 

sur. (2010.) potvrdili jedino povezanost COX-2 -1195 T/C s razvojem različitih oblika raka 

probavnog sustava.  

Često razilaženje u rezultatima proizlazi iz razlika među istraživanjima; od korištenih 

eksperimentalnih metoda, preko analize rezultata, do obuhvaćenih etničkih skupina. 

Neophodno je provesti nova istraživanja i validaciju dobivenih rezultata kako bi se dobili 

rezultati koji bi bili korisni u procjeni rizika te praćenju tumorigeneze zloćudnih tumora. 
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2.4 miR-200 OBITELJ 

Izoforma COX-2 primarno je povezana s početnim stadijima karcinogeneze, međutim postoje 

naznake da ima ulogu i u razvoju metastatskog potencijala tumorskih stanica. U epitelnim 

stanicama dojke, TGF-β potiče ekspresiju COX-2 u procesu ovisnom o EMT. Pojačana 

ekspresija COX-2 potiče sintezu COX-2 specifičnog PGE2 koji snižava ekspresiju i 

nakupljanje Smad3 u jezgri te tako utišava Smad2/3 signalni put. Neil i sur. (2008.) su 

pokazali da je COX-2 esencijalan za onkogeno djelovanje TGF-β, točnije za poticanje EMT 

procesa, invazije i rasta neovisnog o podlozi. Stanice debelog crijeva koje imaju eksprimiran 

COX-2 imaju višu razinu matriks metaloproteinaze-2, i mRNA membranskog tipa matriks 

metaloproteinaze-1, što uzrokuje pojačanu razgradnju vanstaničnog matriksa u odnosu na 

stanice bez COX-2 (Tsujii i sur., 1997.). Buchanan i sur. (2003.) su ulogu PGE2 u migraciji i 

invaziji povezali s aktivacijom PI3K/Akt signalnog puta putem Src transaktivacije EGFR. 

Poznato je da je EMT ključan proces koji stanicama omogućuje stjecanje migracijskog 

potencijala. Obuhvaća čitav niz morfoloških promjena stanice kao što su gubitak čvrstih veza 

sa susjednim stanicama i s bazalnom membranom, gubitak apikalno-bazolateralne polarnosti i 

sl. Jedan od markera EMT je gubitak E-kadherina i ekspresija N-kadherina. N-kadherin stvara 

slabije veze sa susjednim stanicama te je stanica pokretljivija. Gubitak E-kadherina oslobađa 

β-katenin i akrivira Wnt signalni put preko TCF/LEF transkripcijskih faktora (Thiery i 

Sleeman, 2006.; Lamouille i sur., 2014.).  

Obitelj miR-200 ima važnu ulogu u EMT. Uključuje: miR-200a, miR-200b, miR-200c, miR-

141 i miR-429. miR-200a, miR-200b i miR-429 dio su grupe gena smještenog na kromosomu 

1, dok su miR-200c i miR-141 dio drugog klastera na kromosomu 12. S obzirom na slijed 

baza koji je ključan za prepoznavanje ciljnih mRNA („seed“ regija), miRNA iz ove obitelji 

mogu se podijeliti u dvije podgrupe. Prvu čine miR-141 i miR-200a, dok drugu čine miR-

200b, miR-200c i miR-429 (Slika 8). U stanicama miRNA regulira ekspresiju gena na 

posttranskripcijskoj razini vežući se „seed“ regijom na komplementarni slijed u 3'UTR regiji 

ciljne mRNA. Glavni mehanizam djelovanja miRNA je blokiranje translacije ciljne mRNA, 

iako rjeđe može potaknuti i njenu razgradnju (Gregory i sur., 2008.; Dykxhoorn, 2010.). 

Članovi obitelji miR-200 sudjeluju u EMT putem regulacije transkripcijskih faktora ZEB1 i 

ZEB2. ZEB1 i ZEB2 imaju u svom 3'UTR slijedu brojne slijedove komplementarne „seed“ 

regiji obje podgrupe miR-200 obitelji. Obje mRNA imaju po 3 vezna mjesta za članove 
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podgrupe miR-141-200a i dodatno ZEB1 ima 5, a ZEB2 6 veznih mjesta za članove podgrupe 

miR-200a-200b-429. S druge strane oba miR-200 genska klastera imaju u regulatornoj regiji 

vezna mjesta za ZEB1 i ZEB2, dakle regulacija je moguća povratnom spregom (Gregory i 

sur., 2008.; Park i sur., 2008.; Brabletz i Brabletz, 2010.).  

 

 

Slika 8. Članovi obitelji miR-200 s obzirom na „seed“ regiju. 

 

Najistraživanija uloga ZEB1 i ZEB2 u EMT je utišavanje ekspresije E-kadherina, međutim 

mogu regulirati i ekspresiju drugih gena (Korpal i sur., 2008.). Na primjer, ZEB1 djeluje i kao 

represor transkripcije faktora polarnosti Lgl2 (Spaderna i sur., 2008.).  

Transkripcijski faktori ZEB prepoznaju E-box slijed u promotoru ciljnog gena te vezanjem 

inhibiraju njegovu transkripciju. Taj karakterističan slijed nukleotida javlja se u genima s 

inducibilnim promotorima te na taj način ZEB1 i ZEB2 mogu regulirati ekspresiju velikog 

broja različitih gena. Gen COX-2 također ima E-box na poziciji -55 do -50 u odnosu na start 

kodon te bi mogao biti prepoznat od ZEB transkripcijskih faktora (Mestre i sur., 2001.; Kang i 

sur., 2007.; Kang i sur., 2006.). Gubitak ZEB represora u karcinogenezi mogao bi potaknuti 

aktivaciju transkripcije gena COX-2. Reddy i sur. (2012.) ukazali su na moguću međureakciju 

ZEB1 i COX-2 u stanicama glatkih mišića krvnih žila kod miševa te pokazali inverznu 

povezanost razine ZEB1 i COX-2 mRNA.   
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3. MATERIJALI I METODE 
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3.1 UZORCI 

U našem istraživanju koristili smo uzorke tkiva oboljelih od karcinoma debelog crijeva 

pohranjenih u Hrvatskoj banci tumora i DNA za bazična istraživanja (Spaventi i sur., 1994.). 

Uzorci tumorskog tkiva, pridruženog normalnog tkiva debelog crijeva (5 cm, 10 cm i 15 cm 

udaljenog od ruba tumora) te tkiva metastaza u jetri prikupljeni su prilikom operativnih 

zahvata na pacijentima. Dio svakog uzorka pohranjen je na -80°C, a dio uzorka tkiva fiksiran 

je 4%-tnim formalinom i uklopljen u parafin. Uz uzorke pacijenata, kao kontrole koristili smo 

uzorke DNA zdravih nesrodnika izolirane iz uzoraka krvi, također pohranjene u Hrvatskoj 

banci tumora i DNA za bazična istraživanja (Spaventi i sur., 1994.).  

Prikupljanje, pohrana te analiza uzoraka odobreni su dozvolom Etičkog povjerenstva KB 

Dubrava, Zagreb za projekt „Molekularna genetika i farmakogenetika gastrointestinalnih 

tumora“ (voditelj projekta: dr. sc. Sanja Kapitanović, znanstvena savjetnica). 

Rad obuhvaća istraživanje na 400 uzoraka oboljelih te 400 uzoraka kontrola (Tablica 4). 

Skupina oboljelih obuhvaća 171 (42,7%) ženu i 229 (57,3%) muškaraca u rasponu od 21 do 

95 godine starosti (srednja životna dob 64,1 godina), dok skupina kontrola obuhvaća 169 

(42,3%) žena i 231 (57,7%) muškarca u rasponu od 22 do 101 godine starosti (srednja životna 

dob 62,2 godina).   

 

 

Tablica 4. Karakteristike ispitanika. 

Karakteristika  
Oboljeli 

N=400 (%) 

Kontrole 

N=400 (%) 

Spol 

Žene 

Muškarci 

 

171 (42,7) 

229 (57,3) 

 

169 (42,3) 

231 (57,7) 

Dob 

<65 

≥65 

nepoznata 

 

179 (44,7) 

215 (53,8) 

6 (1,5) 

 

200 (50,0) 

200 (50,0) 

0 (0,0) 

Stadij po Dukes'-u 

A 

B 

C 

D 

nepoznat 

 

74 (18,5) 

140 (35,0) 

150 (37,5) 

23 (5,7) 

13 (3,3) 
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Karakteristika  
Oboljeli 

N=400 (%) 

Kontrole 

N=400 (%) 

Diferenciranost 

Dobra (1) 

Umjerena (2) 

Slaba (3) 

nepoznata 

 

102 (25,5) 

173 (43,3) 

82 (20,5) 

43 (10,7) 

 

Veličina tumora 

<5 

≥5 

nepoznata 

 

132 (33,0) 

136 (34,0) 

132 (33,0) 

 

 

 

 

3.2 IZOLACIJA DNA 

3.2.1 Izolacija DNA iz tkiva fenol/kloroform metodom 

Iz uzoraka tkiva prethodno pohranjenih na -80°C izolirali smo DNA koristeći klasičnu 

fenol/kloroform metodu. Komadić smrznutog tkiva smo usitnili na ledu, stavili u tubicu od 2 

mL te dodali 750 µL pufera za digestiju (Tablica 5) i 20 µL proteinaze K (koncentracije 20 

µg/µL; Macherey-Nagel). Uzorke smo inkubirali preko noći uz miješanje na termobloku pri 

temperaturi od 56°C. Sljedeći dan smo ohladili uzorke na sobnu temperaturu. Dodali smo 750 

µL fenola (Sigma), dobro promiješali na tresilici te odvojili faze centrifugiranjem 1 min na 

16000 x g. Gornju fazu smo prenijeli u čistu tubicu i dodali 750 µL smjese 

fenol:kloroform:izoamilni alkohol u omjeru 25:24:1. Smjesu smo dobro promiješali na 

tresilici te odvojili faze centrifugiranjem 1 min na 16000 x g pri sobnoj temperaturi. Gornju 

fazu smo prenijeli u čistu tubicu i dodali 750 µL smjese kloroform:izoamilni alkohol u omjeru 

24:1. Smjesu smo dobro promiješali na tresilici te odvojili faze centrifugiranjem 1 min na 

16000 x g pri sobnoj temperaturi. Gornju fazu smo prenijeli u čistu tubicu i dodali 100 µL 5M 

NaCl (Kemika) i 750 µL izopropanola (Kemika). Smjesu smo promiješali te centrifugirali 5 

min na 16000 x g pri sobnoj temperaturi. Supernatant smo uklonili i talog isprali s 1 ml 

apsolutnog etanola (Kemika) te centrifugirali 5 min na 16000 x g pri sobnoj temperaturi. 

Uklonili smo supernatant, a talog dobro osušili te otopili u TE puferu (Tablica 5). Uzorke smo 

pohranili na +4°C za daljnju upotrebu. 

 



39 

 

Tablica 5. Puferi korišteni za izolaciju DNA iz tkiva. 

pufer pH komponente 

pufer za 

digestiju 
8,2 

100mM TRIS-HCl, pH 8,0 

0,1M EDTA, pH 8,0 

0,5% SDS 

ReH2O 

TE pufer 7,6 

10mM TRIS 

1mM EDTA 

ReH2O 

 

 

3.2.2 Automatizirana izolacija DNA 

Za neke uzorke nisu bila dostupna svježe smrznuta tkiva pa smo DNA izolirali iz parafinskih 

rezova. Za izolaciju DNA iz parafinskih rezova koristili smo „EZ1 DNA Tissue Kit“ i uređaj 

„BioRobot EZ1“ (Qiagen) prema uputama proizvođača specifičnim za uzorke uklopljene u 

parafin.  

 

3.2.3 Određivanje koncentracije DNA  

Koncentraciju izolirane DNA u uzorcima izmjerili smo pomoću spektrofotometra (Ceceil, CE 

2040, SAD). Za izračunavanje koncentracije DNA, izmjerili smo optičku gustoću ispitivanih 

uzoraka pri valnoj duljini od 260 nm. Korištene su kvarcne kivete u koje je otpipetirano 99 µL 

QH2O te 1 µL uzorka. Pomoću izmjerene optičke gustoće (OD) izračunata je masena 

koncentracija (γ) DNA u uzorku prema formuli: 

γ = OD x R x ε 

Gdje je: γ = masena koncentracija µg/mL 

OD = optička gustoća očitana pri valnoj duljini od 260 nm 

R = razrjeđenje u kiveti 

ε = ekstincijski koeficijent za DNA (50 µg/mL) 

 

Čistoća DNA provjerena je mjerenjem apsorbancije pri valnim duljinama od 260 nm i 280 nm 

te izračunavanjem omjera A260/A280 koji je trebao biti između 1,65 i 1,85. Kvaliteta 

izolirane DNA provjerena je horizontalnom elektroforezom u 1%-tnom gelu agaroze (Sigma). 
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3.3 ANALIZA POLIMORFIZAMA JEDNE BAZE 

Izolirane DNA koristili smo za određivanje učestalosti SNP u regulatornim regijama gena koji 

kodiraju za COX izofome. U SNP analizama korištene su dvije metode: PCR-RFLP (engl. 

polymerase chain reaction–restriction fragment length polymorphism) i „real-time” PCR 

pomoću SNP genotipizacijskih eseja. 

 

3.3.1 „Real-time“ PCR SNP analiza 

Za analizu polimorfizama COX-1 -1676 T/C (rs1330344), COX-1 -842 A/G (rs10306114), 

COX-2 -1195 T/C (rs689466) i COX-2 +8473 A/G (rs5275) koristili smo „real-time“ PCR 

metodu sa specifičnim Taqman
®
 SNP genotipizacijskim esejima (Applied Biosystems) 

(Tablica 6).  

 

Tablica 6. TaqMan
®
 genotipizacijski eseji korišteni za SNP analize.  

SNP rs oznaka oznaka eseja 

COX-1 -1676 T/C rs1330344 c_7584368_1_ 

COX-1 -842 A/G rs10306114 c_30090763_10 

COX-2 -1195 T/C rs689466 c_2517145_20 

COX-2 +8473 A/G rs5275 c_7550203_10 

 

 

U optičkim tubicama od 0,2 mL pripremili smo reakcijsku smjesu koja se sastojala od 100 ng 

DNA, 1.25 µL eseja, 12.5 µL TaqMan


 Universal PCR Master Mix (Applied Biosystems) te 

QH2O do ukupnog volumena od 25 µL. Reakcija se odvijala u uređaju „7300 Real-Time PCR 

System“ (Applied Biosystems) pod sljedećim uvjetima: 50C kroz 2 min, 95C kroz 10 min te 

40 ciklusa od 92C 15 sek te 60C 1 min. 

Produkti reakcije analizirani su na istom uređaju pomoću programa „7300 System SDS 

Software” za alelnu diskriminaciju (Slika 9).  
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Slika 9. Alelna diskriminacija. 

 

 

3.3.2 PCR-RFLP SNP analiza 

Polimorfizam COX-2 -765 G/C (rs20417) analiziran je metodom PCR-RFLP.  

Za umnažanje odsječka u promotorskoj regiji gena COX-2, koji okružuje SNP na poziciji -

765, korišten je par specifičnih početnih oligonukleotida (Tablica 7). Reakcijska smjesa se 

sastojala od 2,5 µL komercijalno dostupnog 10X PCR pufera II (Applied Biosystems), smjese 

nukleotida (dNTPs: dATP, dTTP, dCTP i dGTP, 50mM svaki) (Roche Diagnostics), početnih 

oligonukleotida u koncentraciji od 200nM svaki, 100 ng DNA, 0,5 jedinica AmpliTaq Gold
® 

DNA polimeraze (Applied Biosystems) te QH2O do ukupnog volumena od 25 µL. Specifične 

odsječke umnožili smo metodom „touchdown“ PCR u uređaju 2720 Thermal Cycler (Applied 

Biosystems). Reakciju su sačinjavale: početna denaturacija u trajanju od 10 min pri 95°C; 30 

ponavljajućih ciklusa koji su se sastojali od faze denaturacije u trajanju od 30 sek na 94°C, 
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faze sparivanja početnica i kalupa u trajanju od 30 sek pri 65°C u prvom ciklusu uz snižavanje 

temperature za 0,3°C u svakom sljedećem ciklusu i faze produljivanja lanaca u trajanju od 30 

sek pri 72C; 20 ponavljajućih ciklusa koji su se sastojali od faze denaturacije u trajanju od 30 

sek na 94°C, faze sparivanja početnica i kalupa u trajanju od 30 sek pri 55°C i faze 

produljivanja lanaca u trajanju od 30 sek pri 72°C; i završnog produljivanja lanaca u trajanju 

od 7 min pri 72°C. 

 

Tablica 7. Slijed početnih oligonukleotida za PCR. 

 

 

 

Produkti reakcije PCR provjereni su horizontalnom elektroforezom u gelu agaroze. Nanijeli 

smo 5 µL svakog uzorka na 2,5%-tni gel agaroze (Sigma) i razdvajali ih u gelu 10 min pri 

stalnom naponu od 100 V. Veličina umnoženog odsječka određena je prema DNA standardu 

IX (ɸx174/HaeIII) (Roche Diagnostics). Produkti reakcije PCR prikazani su u gelu agaroze uz 

pomoć transiluminatora UVItec Alliance 4.7 (UVItec Limited) (Slika 10). U svim uzorcima 

umnožio se samo jedan specifičan odsječak veličine 309 pb te su uključeni u daljnji postupak. 

 

 

Slika 10. Provjera specifičnosti umnoženih uzoraka. 

 

Kako bi se odredio status alela na poziciji COX-2 -765, PCR produkt pocijepan je 

restrikcijskim enzimom AciI (New England BioLabs). Na 10 µL svakog uzorka dodana je 1 

jedinica enzima, 1,5 µL pufera NEB3 (New England BioLabs) te QH2O do volumena od 25 

µL. Reakcijska smjesa je inkubirana na termobloku na 37 C preko noći. 

početnica sekvenca 

COX-2 -765 F 5’ AGG CAG GAA ACT TTA TAT TGG 3’ 

COX-2 -765 R 5’ ATG TTT TAG TGA CGA CGC TTA 3’ 
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Umnoženi odsječak od 309 pb koji sadrži alel G ima specifičan slijed koji prepoznaje enzim 

AciI te se u reakciji RFLP pocijepa na odsječke veličine 209 pb i 100 pb. Alel C ukida mjesto 

prepoznavanja restrikcijskog enzima te ne dolazi do cijepanja (Slika 11). 

Produkte dobivene djelovanjem restrikcijskog enzima, analizirali smo na 2,5%-tnom 

agaroznom gelu (Sigma) u horizontalnoj elektroforezi. Nanijeli smo 12 µL svakog uzorka na 

na gel i razdvajali ih u gelu 20 min pri stalnom naponu od 100 V. Veličina pocijepanih 

odsječaka određena je prema DNA standardu IX (ɸx174/HaeIII) (Roche Diagnostics). 

Produkti reakcije PCR prikazani su u gelu agaroze uz pomoć transiluminatora UVItec 

Alliance 4.7 (UVItec Limited). 

 

 

Slika 11. Analiza polimorfizma COX-2 -765 G/C metodom PCR –AciI RFLP u 2,5%-tnom 

agaroznom gelu. Linija 1, DNA standard IX (ɸx174/HaeIII); Linije 5, 9, 11 i 14-17, 

homozigoti genotip GG; Linija 12, homozigot genotip CC; Linije 2-4, 6-8, 10 i 13, 

heterozigoti genotip GC. Alel G: 209 pb + 100 pb; alel C: 309 pb. 
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3.4 ANALIZA METILACIJE PROMOTORA GENA COX-2 

Metilaciju promotora gena COX-2 analizirali smo metodom PCR specifičnom za metilaciju 

(MSP-PCR), koristeći dva seta početnica specifičnih za prepoznavanje metiliranih i 

nemetiliranih citozina u CpG dinukleotidima. 

Po 2 µg DNA izolirane iz 50 parova tumorskog tkiva i pripadajućeg normalnog tkiva debelog 

crijeva (15 cm od ruba tumora), obradili smo bisulfitom i pročistili na kolonama pomoću 

EpiTect
®
 Bisulfite Kit (Qiagen) prema uputama proizvođača. Zatim smo svaki uzorak 

umnožili u odvojenim reakcijama MSP-PCR sa specifičnim početnicama za prepoznavanje 

metiliranih (COX-2 MF i MR) ili nemetiliranih (COX-2 UF i UR) citozina u CpG 

dinukleotidima (Tablica 8). Obje reakcije izvođene su pod istim uvjetima. Reakcijska smjesa 

za MSP-PCR se sastojala od 2,5 µL komercijalno dostupnog 10X PCR pufera II (Applied 

Biosystems), smjese nukleotida (dNTPs: dATP, dTTP, dCTP i dGTP, 50 mM svaki) (Roche 

Diagnostics), početnih oligonukleotida u koncentraciji od 200 nM svaki, 2,5 µL bisulfitom 

obrađene DNA, 0,5 jedinica AmpliTaq Gold
® 

DNA polimeraze (Applied Biosystems) te 

QH2O do ukupnog volumena od 25 µL. Specifične odsječke umnožili smo metodom PCR u 

uređaju 2720 Thermal Cycler (Applied Biosystems). Reakciju su sačinjavale: početna 

denaturacija u trajanju od 10 min pri 95°C; 40 ponavljajućih ciklusa koji su se sastojali od 

faze denaturacije u trajanju od 1 min na 95°C, faze sparivanja početnica i kalupa u trajanju od 

1 min pri 58°C i faze produljivanja lanaca u trajanju od 1 min uz produljenje za 1 sek u 

svakom sljedećem ciklusu pri 72C; te završnog produljivanja lanaca u trajanju od 10 min pri 

72°C. 

Uz uzorke u MSP-PCR uključili smo pozitivnu i negativnu kontrolu iz kita EpiTect
® 

Control 

DNA (Qiagen). U reakciji s početnicama specifičnim za prepoznavanje metiliranih citozina 

pozitivna kontrola je bila komercijalno dostupna metilirana EpiTect
® 

Control DNA (Qiagen), 

a negativna kontrola bila je komercijalno dostupna nemetilirana EpiTect
® 

Control DNA 

(Qiagen). U reakciji s početnicama specifičnim za prepoznavanje nemetiliranih citozina 

pozitivna kontrola je bila komercijalno dostupna nemetilirana EpiTect
® 

Control DNA 

(Qiagen), dok je negativna kontrola bila komercijalno dostupna metilirana EpiTect
® 

Control 

DNA (Qiagen). 

Produkte dobivene metodom MSP-PCR analizirali smo na 2,5%-tnom agaroznom gelu 

(Sigma) u horizontalnoj elektroforezi (Slika 12). 
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Tablica 8. Slijed početnih oligonukleotida za MSP-PCR. 

 

 

 

 

 

Nanijeli smo 10 µL svakog uzorka na na gel i razdvajali ih u gelu 15 min pri stalnom naponu 

od 100 V. Veličina pocijepanih odsječaka određena je prema DNA standardu pBR322/MspI 

(Roche Diagnostics). Produkti reakcije MSP-PCR prikazani su u gelu agaroze uz pomoć 

transiluminatora UVItec Alliance 4.7 (UVItec Limited). 

 

 

Slika 12. Analiza metilacije promotora gena COX-2 metodom MSP-PCR u 2,5%-tnom 

agaroznom gelu.  

IX=DNA standard pBR322/MspI; T1, N1=tumor i pripadajuća normalna sluznica uzorka 1; 

poz=pozitivna kontrola; neg=negativna kontrola; met/nemet=produkti reakcije s početnicama 

specifičnim za prepoznavanje metiliranih/nemetiliranih citozina. 

početnica sekvenca 

COX-2 M F 5’ AGG GGA TTT TTT GCG TTT TC 3’ 

COX-2 M R 5’ CGC AAT CTT TAC CCG AAC GC 3’ 

COX-2 U F 5' GAG GGG ATT TTT TGT GTT TTT 3' 

COX-2 U R 5' TCT TTA CCC AAA CAC TTC CAA 3' 
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3.5 IZOLACIJA RNA 

Iz uzoraka tkiva prethodno pohranjenih na -80°C izolirali smo RNA koristeći „EZ1 RNA 

Universal Tissue Kit“ (Qiagen). Komadić smrznutog tkiva usitnili smo na ledu i stavili u 

tubicu od 2 mL te dodali 750 µL QIAzol
®
 Lysis Reagent (Qiagen) te nastavili postupak prema 

uputama proizvođača. Nakon odvajanja vodene faze koja je sadržavala RNA, uzorke smo 

pročistili pomoću uređaja „BioRobot
®

 EZ1“ (Qiagen) uz dodatak integriranog koraka 

digestije DNAzom (Qiagen), prema uputama proizvođača, kako bi se uklonila eventualna 

kontaminacija uzoraka s DNA. 

 

3.5.1 Određivanje koncentracije i provjera kvalitete izolirane RNA  

Koncentraciju RNA u uzorcima izmjerili smo pomoću spektrofotometra (Ceceil, CE 2040). 

Za izračunavanje koncentracije RNA, izmjerili smo optičku gustoću ispitivanih uzoraka pri 

valnoj duljini od 260 nm. Korištene su kvarcne kivete u koje je otpipetirano 99 µL QH2O te 1 

µL uzorka. Pomoću izmjerene optičke gustoće (OD) izračunata je masena koncentracija (γ) 

RNA u uzorku prema formuli: 

γ = OD x R x ε 

Gdje je: γ = masena koncentracija µg/mL 

OD = optička gustoća očitana pri valnoj duljini od 260 nm 

R = razrjeđenje u kiveti 

ε = ekstincijski koeficijent za RNA (40 µg/mL) 

 

Čistoća RNA provjerena je mjerenjem apsorbancije pri valnim duljinama od 260 nm i 280 nm 

te izračunavanjem njihovog omjera koji je trebao biti >1,8. Kvaliteta izolirane RNA 

provjerena je horizontalnom elektroforezom u 1%-tnom gelu agaroze i uz pomoć 

transiluminatora UVItec Alliance 4.7 (UVItec Limited) (Slika 13). 

 

 
Slika 13. Provjera kvalitete izolirane RNA. 
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3.6 ANALIZA RAZINE EKSPRESIJE SPECIFIČNIH mRNA 

Metodom kvantitativnog RT-PCR odredili smo razinu ekspresije specifičnih mRNA COX-1 i 

COX-2 u 71 odabranih parova tumora i pripadajućih normalnih sluznica debelog crijeva (15 

cm od ruba tumora). Uz te parove u ispitivanje su uključeni i dodatni uzorci koji su bili 

dostupni od istih pacijenata, uključujući uzorke tkiva metastaza u jetri te sluznice debelog 

crijeva udaljene 10 cm i 5 cm od ruba tumora.  

Reakciju smo proveli u dva koraka. Prvo smo RNA preveli u cDNA pomoću nasumičnih 

početnica, a zatim smo dobivenu cDNA kvantificirali „real-time“ PCR metodom.  

 

3.6.1 Reverzna transkripcija  

Neposredno nakon izolacije RNA iz uzoraka tkiva tumora i njima pripadajuće normalne 

sluznice napravljena je reverzna transkripcija kojom je RNA prevedena u cDNA. U reakciji 

reverzne transkripcije 5 μg ukupne RNA prevedeno je u cDNA pomoću „High Capacity 

Reverse Transcription Kit“ (Applied Biosystems). Osim RNA, reakcijska smjesa je 

sadržavala 5 μL 10X pufera za reverznu transkripciju, 2 μL 25X smjese dNTPs (100 mM), 5 

μL 10X nasumičnih početnica, 2,5 μL enzima MultiScribe RT (50 U/μL) te QH2O do 

ukupnog volumena reakcijske smjese od 50 μL. Reakcija se odvijala u uređaju 2720 Thermal 

Cycler (Applied Biosystems) kroz 10 min na 25°C, te 120 min na 37°C. Sintetizirana cDNA 

pohranjena je na -20ºC. 

 

3.6.2 „Real-time“ PCR 

Razina ekspresije mRNA gena COX-1 i COX-2 u uzorcima tumora i njima pripadajućoj 

normalnoj sluznici, analizirana je metodom kvantitativnog „real-time“ PCR pomoću 

specifičnih Taqman
®
 ekspresijskih eseja (Applied Biosystems) (Tablica 9).  
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Tablica 9. TaqMan
®
 ekspresijski eseji korišteni za određivanje razine mRNA ekspresije.  

gen oznaka eseja 

COX-1 Hs00377726_m1 

COX-2 Hs00153133_m1 

ACTB Hs99999903_m1 

 

 

U optičkim tubicama od 0.2 mL pripremili smo reakcijsku smjesu koja se sastojala od 3 µL 

cDNA, 1 µL specifičnog eseja, 10 µL TaqMan


 Gene Expression Master Mix (Applied 

Biosystems) te QH2O do ukupnog volumena od 20 µL. Reakcija se odvijala u uređaju „7300 

Real-Time PCR System“ (Applied Biosystems) pod sljedećim uvjetima: 50C kroz 2 min, 

95C kroz 10 min te 40 ciklusa od 95C 15 sek te 60C 1 min. Rezultati su očitani kao Ct 

(engl. treshold cycle) vrijednosti pomoću programa „7300 System SDS Software“ (Applied 

Biosystems). 

Kako bi se izbjegle greške zbog razlika u kvaliteti uzoraka, istovremeno uz određivanje Ct 

vrijednosti specifične za COX-1 i COX-2, odredili smo i Ct vrijednosti specifične za kontrolni 

gen β-aktina (ACTB). Taj gen smo odabrali jer je pokazao najkonzistentnije vrijednosti u 

testnom uzorku od 8 parova tumorskog tkiva i pripadajuće normalne sluznice debelog crijeva, 

u odnosu na druge ispitivane kontrolne gene (Slika 14).  

Ekspresija analiziranih gena normalizirana je prema ekspresiji endogene kontrole ACTB. 

Rezultati analize ekspresije ispitivanih gena prikazani su kao rezultat formule komparativne 

Ct metode (Livak i Schmittgen, 2001.):  

 

FCΔCt =2
-ΔCt

   ili   FCΔΔCt =2
-ΔΔCt

 

Gdje je: FC = razlika ekspresije ispitivanih gena (engl. fold change) 

ΔΔCt = ΔCttumor – ΔCtnormalna sluznica 

ΔCt = Ctciljni gen – CtACTB 

Ct = ciklus u kojem fluorescentni signal ispitivanog gena prijeđe 

prag detekcije 
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Slika 14. Usporedba varijabilnosti Ct vrijednosti različitih kontrolnih gena. p-vrijednosti su 

izračunate Wilcoxon testom. 

GAPDH=gliceraldehid 3-fosfat dehidrogenaza; GUSB=β-glukuronidaza; HPRT1= hipoksantin 

fosforiboziltransferaza 1; PGK1=fosfoglicerat kinaza 1; PPIA=peptidilprolil izomeraza A; 

RPLP0=veliki ribosomalni protein P0; TBP=TATA-box vezujući protein; ACTB=β-aktin. 
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3.7 IMUNOHISTOKEMIJA 

Proteinska ekspresija određena je neizravnom imunohistokemijom na parafinskim rezovima 

koristeći COX-1 i COX-2 specifična protutijela, u odvojenim reakcijama. Ispitali smo 13 

parova karcinoma i uzoraka normalnog tkiva debelog crijeva. Za tu analizu koristili smo mišja 

monoklonalna primarna protutijela specifična za COX-1 (clone111, #35-8100, Invitrogen) i 

COX-2 (4H12, #ab10940, Abcam). 

Rezovi parafinskih kocki debljine 4 μm fiksirani na predmetna stakalca, deparafinizirani su u 

ksilenu (Kemika), rehidrirani u padajućim koncentracijama etanola (90%, 70%, 50%) 

(Kemika), te isprani u fosfatnom puferu (PBS). Preparati su potom fiksirani u metanolu 

(Kemika) 15 min na sobnoj temperaturi. Kako bi se blokirala aktivnost endogenih 

peroksidaza, u metanol za fiksiranje dodan je 3% vodikov peroksid (Kemika). Po završetku 

fiksacije stakalca su ponovno isprana u PBS-u. Demaskiranje antigena provedeno je 

kuhanjem preparata u citratnom puferu pH 6,2 (Dako Corporation) kroz 15 minuta u 

mikrovalnoj pećnici na 700 W. Potom su preparati ohlađeni na sobnu temperaturu te isprani u 

PBS-u. Nespecifično vezanje je blokirano s DAKO
®
 Protein Block Serum-Free (DAKO 

Corporation) u vlažnoj komori kroz 10 min pri sobnoj temperaturi. Zatim je na preparate 

nakapano primarno protutijelo u koncentraciji 10 μg/mL. Preparati su inkubirani 60 minuta u 

vlažnoj komori pri sobnoj temperaturi. Zatim su isprani tri puta u PBS-u nakon čega je 

slijedila inkubacija sa sekundarnim protutijelom EnVisionTM+System, HRP (DAKO 

Corporation) kroz 30 min. Preparati su isprani tri puta u PBS-u te inkubirani s DAB 

supstratom za vizualizaciju Liquid DAB+ Substrate-Chromogen System (DAKO 

Corporation). Jezgre su bojane hematoksilinom kroz 30 sek (Fisher Diagnostics) te je boja 

razvijena u hladnoj vodovodnoj vodi. Preparati su potom dehidrirani u rastućim 

koncentracijama etanola (50%, 70%, 90%) i ksilenu te trajno uklopljeni u Canada balzam 

(Kemika).  

Za otkrivanje eventualnog nespecifičnog bojanja, u svakoj reakciji imali smo negativnu 

kontrolu. To je bio parafinski rez obrađen na isti način kao i ispitivani rezovi, samo bez 

primarnog protutijela. Imunohistokemijski obrađeni rezovi, analizirani su svjetlosnim 

mikroskopom (Olympus BX51). Rezultati imunohistokemijske reakcije su očitani kao 

pozitivni ukoliko je primijećeno smeđe obojenje u citoplazmi ili negativni ukoliko je bilo 

prisutno samo plavo obojenje jezgri. 
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3.8 ANALIZA RAZINE EKSPRESIJE miRNA 

Metodom kvantitativnog RT-PCR odredili smo razinu ekspresije specifičnih miRNA, miR-

141 i miR-200a u 53 odabranih parova tumora i pripadajućih normalnih sluznica debelog 

crijeva (15 cm od ruba tumora). Uz te parove u ispitivanje su uključeni i dodatni uzorci koji 

su bili dostupni od istih pacijenata, uključujući uzorke tkiva metastaza u jetri te sluznice 

debelog crijeva udaljene 10 cm i 5 cm od ruba tumora. 

Reakciju smo proveli u dva koraka. Prvo smo RNA preveli u specifičnu cDNA, a zatim smo 

dobivenu cDNA kvantificirali „real-time“ PCR metodom.  

 

3.8.1 Reverzna transkripcija  

Neposredno nakon izolacije RNA iz uzoraka tkiva tumora i njima pripadajuće normalne 

sluznice napravljena je reverzna transkripcija kojom je RNA prevedena u cDNA specifičnu za 

ispitivane miRNA. U reakciji reverzne transkripcije 200 ng ukupne RNA prevedeno je u 

cDNA pomoću „High Capacity Reverse Transcription Kit“ (Applied Biosystems). Osim 

RNA, reakcijska smjesa je sadržavala po 1 µL svakih 5X specifičnih TaqMan
®
 početnica za 

miR-141, miR-200a i RNU48, 1 μL 10X pufera za reverznu transkripciju, 0,1 μL 25X smjese 

dNTPs (100 mM), 0,13 µL inhibitora RNaza (20 U/μL), 0,7 μL enzima MultiScribe RT (50 

U/μL) te QH2O do ukupnog volumena reakcijske smjese od 10 μL. Reakcijsku smjesu smo 

inkubirali 5 min na ledu. Reakcija se odvijala u uređaju 2720 Thermal Cycler (Applied 

Biosystems) kroz 30 min na 16°C, 30 min na 42°C te 5 min na 85°C. Sintetizirana cDNA 

pohranjena je na -20ºC. 

 

3.8.2 „Real-time“ PCR 

Razina ekspresije miR-141 i miR-200a u uzorcima tumora i njima pripadajućoj normalnoj 

sluznici, analizirana je metodom kvantitativnog „real-time“ PCR pomoću specifičnih 

Taqman
®
 miRNA eseja (Applied Biosystems) (Tablica 10).  
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Tablica 10. TaqMan
®
 miRNA eseji korišteni za određivanje razine miRNA ekspresije.  

mikroRNA oznaka eseja 

miR-141 000463 

miR-200a 000502 

RNU48 001006 

 

 

U optičkim tubicama od 0,2 mL pripremili smo reakcijsku smjesu koja se sastojala od 1,33 

µL cDNA, 1 µL specifičnog eseja, 10 µL TaqMan


 Gene Expression Master Mix (Applied 

Biosystems) te QH2O do ukupnog volumena od 20 µL. Reakcija se odvijala u uređaju „7300 

Real-Time PCR System“ (Applied Biosystems) pod sljedećim uvjetima: 50C kroz 2 min, 

95C kroz 10 min te 40 ciklusa od 95C 15 sek te 60C 1 min. Rezultati su očitani kao Ct 

(engl. treshold cycle) vrijednosti pomoću programa „7300 System SDS Software“ (Applied 

Biosystems). 

Kako bi se izbjegle greške zbog razlika u kvaliteti uzoraka, istovremeno uz određivanje Ct 

vrijednosti miR-141 i miR-200a, odredili smo i Ct vrijednosti kontrolne RNU48. Tu smo 

kontrolu odabrali jer je pokazala najkonzistentnije vrijednosti u testnom uzorku od 11 parova 

tumorskog tkiva i pripadajuće normalne sluznice debelog crijeva, u odnosu na druge 

ispitivane kontrole (Slika 15).  

 

 

Slika 15. Usporedba varijabilnosti Ct vrijednosti različitih miRNA kontrola. p-vrijednosti su 

izračunate parnim t-testom. 
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Ekspresija analiziranih miRNA normalizirana je prema ekspresiji endogene kontrole RNU48. 

Rezultati analize ekspresije ispitivanih miRNA u tumorima i pripadajućoj normalnoj sluznici 

prikazani su kao rezultat formule komparativne Ct metode (Livak i Schmittgen, 2001.): 

FCΔCt =2
-ΔCt

   ili   FCΔΔCt =2
-ΔΔCt

 

Gdje je: FC = razlika ekspresije ispitivanih gena (engl. fold change) 

ΔΔCt = ΔCttumor – ΔCtnormalna sluznica 

ΔCt = CtmiRNA – CtRNU48 

Ct = ciklus u kojem fluorescentni signal ispitivane miRNA 

prijeđe prag detekcije 

 

 

 

 

 

3.9 STATISTIKA 

Svi dobiveni rezultati analizirani su odgovarajućim statističkim testovima i korelirani s 

kliničko-patološkim pokazateljima oboljelih i njihovih tumora. Rezultati istraživanja 

prikazani su uz pomoć tablica, slika i grafikona.  

Za analizu kvalitativnih ordinalnih podataka korišteni su χ
2
 i Fisher egzaktni testovi. 

Kvantitativni kontinuirani podaci analizirani su odgovarajućim parametrijskim odnosno 

neparametrijskim metodama ovisno o tome da li je raspodjela podataka odgovarala raspodjeli 

po Gaussu. Rezultati su testirani na normalnost razdiobe (engl. normality test) D'Agostino i 

Pearson omnibus testom normalnosti (D'Agostino i sur., 1990.). Za analizu preživljenja 

koristili smo Kaplan-Meier metodu. Uz svaki prikaz rezultata naznačen je test koji je korišten 

za analizu. U svim rezultatima p-vrijednost <0,05 je smatrana značajnom. 

Statistički program korišten u ovom radu je GraphPad Prism (GraphPad Software, 

www.graphpad.com, 2012.).  

http://www.graphpad.com/
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4. REZULTATI 
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4.1 ANALIZA POLIMORFIZAMA GENA COX-1 I COX-2 

S ciljem ispitivanja povezanosti polimorfizama gena COX-1 i COX-2 s razvojem karcinoma 

debelog crijeva u hrvatskoj populaciji, analizirali smo učestalost polimorfizama koji se nalaze 

u regulatornim regijama ova dva gena. Učestalost polimorfizama COX-1 -1676 T/C i -842 

A/G te COX-2 -1195 T/C, -765 G/C i +8473 A/G ispitali smo u skupini od 400 oboljelih od 

karcinoma debelog crijeva u različitim stadijima bolesti i 400 zdravih kontrola.  

 

4.1.1 COX-1 

U regulatornoj regiji gena COX-1 analizirali smo dva polimorfizma: -1676 T/C (rs1330344) i 

-842 A/G (rs10306114). Oba smo polimorfizma analizirali metodom „real-time“ PCR SNP uz 

pomoć specifičnih Taqman
®
 SNP genotipizacijskih eseja (Applied Biosystems). 

 

 

 
Slika 16. Analiza polimorfizama gena COX-1. p-vrijednosti su izračunate χ

2
 testom. 
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Frekvencije opaženih genotipova polimorfizama COX-1 -1676 T/C i -842 A/G bile su u 

skladu s Hardy-Weinberg ravnotežom. 

U našem uzorku ispitanika nije utvrđena statistički značajna razlika u raspodjeli genotipova ni 

alela polimorfizama COX-1 -1676 T/C i -842 A/G između dvije analizirane skupine (Slika 

16). Nismo utvrdili povezanost ovih polimorfizama sa sklonošću obolijevanju od ovog 

zloćudnog tumora u stanovnika Hrvatske. Rezultati analize polimorfizama gena COX-1 

prikazani su u Tablici 11. 

 

 

Tablica 11. Učestalost genotipova/alela polimorfizama gena COX-1 u skupini oboljelih od 

karcinoma debelog crijeva u odnosu na kontrolnu skupinu. 

COX-1 polimorfizmi 

genotipovi/aleli 

Oboljeli 

N=400 (%) 

Kontrole 

N=400 (%) 
OR (95% CI) p* 

-1676 T/C 

TT 244 (61,0) 246 (61,5) 1  

TC 136 (34,0) 133 (33,3) 1,031 (0,766-1,388) 0,879 

CC 20 (5,0) 21 (5,3) 0,960 (0,508-1,817) 1,000 

TC + CC 156 (39,0) 154 (38,5) 1,021 (0,768-1,357) 0,942 

T 624 (78,0) 625 (78,1) 1  

C 176 (22,0) 175 (21,9) 1,007 (0,795-1,277) 1,000 

-842 A/G 

AA 356 (89,0) 356(89,0) 1  

AG 41 (10,3) 42 (10,5) 0,976 (0,620-1,538) 1,000 

GG 3 (0,8) 2 (0,5) 1,500 (0,249-9,035) 1,000 

AG + GG 44 (11,0) 44 (11,0) 1,000 (0,642-1,557) 1,000 

A 753 (94,1) 754 (94,3) 1  

G 47 (5,9) 46 (5,8) 1,023 (0,673-1,555) 1,000 

*p-vrijednosti su izračunate Fisher egzaktnim testom. 

  

U analiziranoj skupini ispitanika utvrdili smo sedam različitih kombinacija genotipova -

1676/-842 gena COX-1 (Tablica 12). Analiza učestalosti kombinacija genotipova 

polimorfizama gena COX-1 pokazala je da nema razlike u skupini oboljelih od karcinoma 

debelog crijeva u odnosu na kontrolnu skupinu. Nismo utvrdili povezanost kombinacija COX-
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1 genotipova sa sklonošću obolijevanju od ovog karcinoma u stanovnika Hrvatske. Rezultati 

analize kombinacija genotipova polimorfizama gena COX-1 prikazani su u Tablici 12. 

 

Tablica 12. Učestalost kombinacija COX-1 genotipova u skupini oboljelih od karcinoma 

debelog crijeva u odnosu na kontrolnu skupinu. 

Kombinacije genotipova  

COX-1 -1676/-842 

Oboljeli 

N=400 (%) 

Kontrole 

N=400 (%) 
OR (95% CI) p* 

TT/AA 241 (60,3) 244 (61,0) 1  

TT/AG 3 (0,8) 2 (0,5) 1,519 (0,251-9,173) 0,685 

TT/GG 0 0 /  

TC/AA 108 (27,0) 98 (24,5) 1,116 (0,805-1,546) 0,561 

TC/AG 28 (7,0) 35 (8,8) 0,810 (0,477-1,373) 0,503 

TC/GG 0 0 /  

CC/AA 7 (1,8) 14 (3,5) 0,506 (0,201-1,276) 0,182 

CC/AG 10 (2,5) 5 (1,3) 2,075 (0,682-6,013) 0,294 

CC/GG 3 (0,8) 2 (0,5) 1,519 (0,251-9,173) 0,685 

*p-vrijednosti su izračunate Fisher egzaktnim testom. 

 

 

4.1.1.1 Analiza polimorfizama gena COX-1 s obzirom na spol ispitanika 

Rezultate genotipizacije polimorfizama -1676 T/C i -842 A/G gena COX-1 analizirali smo 

također i s obzirom na spol ispitanika. 

U našem uzorku ženskih ispitanika nismo utvrdili statistički značajnu razliku u raspodjeli 

genotipova/alela analiziranih polimorfizama u skupini oboljelih od karcinoma debelog crijeva 

u odnosu na kontrolnu skupinu. Nismo utvrdili povezanost ovih polimorfizma, odnosno 

njihovih genotipova i alela s razvojem karcinoma debelog crijeva u žena. Rezultati analize 

polimorfizama gena COX-1 u oboljelih žena prikazani su u Tablici 13. 
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Tablica 13. Učestalost genotipova/alela polimorfizama gena COX-1 u skupini žena oboljelih 

od karcinoma debelog crijeva u odnosu na kontrolnu skupinu. 

COX-1 polimorfizmi 

genotipovi/aleli 

Oboljeli 

N=171 (%) 

Kontrole 

N=169 (%) 
OR (95% CI) p* 

-1676 T/C 

TT 112 (65,5) 103 (61,0) 1  

TC 52 (30,4) 57 (33,7) 0,839 (0,529-1,331) 0,481 

CC 7 (4,1) 9 (5,3) 0,715 (0,257-1,991) 0,608 

TC + CC 59 (34,5) 66 (39,1) 0,822 (0,529-1,279) 0,431 

T 276 (80,7) 263 (77,8) 1  

C 66 (19,3) 75 (22,2) 0,839 (0,578-1,216) 0,395 

-842 A/G 

AA 156 (91,2) 147 (87,0) 1  

AG 14 (8,2) 22 (13,0) 0,600 (0,296-1,216) 0,163 

GG 1 (0,6) 0 (0,0) 2,827 (0,114-70,01) 1,000 

AG + GG 15 (8,8) 22 (13,0) 0,643 (0,321-1,286) 0,227 

A 326 (95,3) 316 (93,5) 1  

G 16 (4,7) 22 (6,5) 0,705 (0,364-1,367) 0,321 

*p-vrijednosti su izračunate Fisher egzaktnim testom. 

 

 

U skupini žena oboljelih od karcinoma debelog crijeva utvrdili smo sedam različitih 

kombinacija genotipova -1676/-842 gena COX-1 (Tablica 14). Analiza učestalosti 

kombinacija genotipova polimorfizama gena COX-1 u uzorku žena pokazala je da nema 

razlike u učestalosti kombinacija COX-1 genotipova u oboljelih od karcinoma debelog crijeva 

u odnosu na kontrolnu skupinu pa tako ni povezanosti kombinacija COX-1 genotipova s 

razvojem ovog oboljenja u žena (Tablica 14). 
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Tablica 14. Učestalost kombinacija COX-1 genotipova u skupini žena oboljelih od karcinoma 

debelog crijeva i u kontrolnoj skupini istog spola. 

Kombinacije genotipova 

COX-1 -1676/-842 

Oboljeli 

N=171 (%) 

Kontrole 

N=169 (%) 
OR (95% CI) p* 

TT/AA 112 (65,5) 102 (60,4) 1  

TT/AG 0 1 (0,6) 0,304 (0,012-7,545) 0,479 

TT/GG 0 0 /  

TC/AA 41 (24,0) 41 (24,3) 0,911 (0,547-1,516) 0,795 

TC/AG 11 (6,4) 16 (9,5) 0,626 (0,278-1,412) 0,309 

TC/GG 0 0 /  

CC/AA 3 (1,8) 4 (2,4) 0,683 (0,149-3,127) 0,713 

CC/AG 3 (1,8) 5 (3,0) 0,546 (0,127-2,345) 0,487 

CC/GG 1 (0,6) 0 2,733 (0,110-67,90) 1,000 

*p-vrijednosti su izračunate Fisher egzaktnim testom. 

 

 

U našem uzorku muških ispitanika nismo utvrdili statistički značajnu razliku u raspodjeli 

genotipova/alela polimorfizama -1676 T/C i -842 A/G gena COX-1 u skupini oboljelih od 

karcinoma debelog crijeva u odnosu na kontrolnu skupinu. Nismo utvrdili povezanost ovih 

polimorfizma, odnosno njihovih genotipova i alela s razvojem karcinoma debelog crijeva u 

muškaraca. Rezultati analize prikazani su u Tablici 15. 

U skupini muških ispitanika utvrdili smo sedam različitih kombinacija genotipova -1676/-842 

gena COX-1 (Tablica 16). Analiza učestalosti kombinacija genotipova polimorfizama gena 

COX-1 u uzorku muškaraca pokazala je da je kombinacija genotipova -1676/-842 CC/AG 

statistički značajno učestalija u oboljelih. OR za razvoj karcinoma debelog crijeva u nosioca 

ove kombinacije genotipova iznosi je 16,51 (95% CI 0,933-292,1; p=0,006) (Tablica 16). 
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Tablica 15. Učestalost genotipova/alela polimorfizama gena COX-1 u skupini muškaraca 

oboljelih od karcinoma debelog crijeva u odnosu na kontrolnu skupinu. 

COX-1 polimorfizmi 

genotipovi/aleli 

Oboljeli 

N=229 (%) 

Kontrole 

N=231 (%) 
OR (95% CI) p* 

-1676 T/C 

TT 132 (57,6) 143 (61,9) 1  

TC 84 (36,7) 76 (32,9) 1,197 (0,811-1,769) 0,373 

CC 13 (5,7) 12 (5,2) 1,174 (0,517-2,664) 0,835 

TC + CC 97 (42,4) 88 (38,1) 1,194 (0,822-1,734) 0,392 

T 348 (76,0) 362 (78,4) 1  

C 110 (24,0) 100 (21,7) 1,144 (0,841-1,557) 0,432 

-842 A/G 

AA 200 (87,3) 209 (90,5) 1  

AG 27 (11,8) 20 (8,7) 1,411 (0,767-2,596) 0,284 

GG 2 (0,9) 2 (0,9) 1,045 (0,145-7,493) 1,000 

AG + GG 29 (12,7) 22 (9,5) 1,378 (0,766-2,478) 0,302 

A 427 (93,2) 438 (94,8) 1  

G 31 (6,8) 24 (5,2) 1,325 (0,765-2,295) 0,333 

*p-vrijednosti su izračunate Fisher egzaktnim testom. 

 

Tablica 16. Učestalost kombinacija COX-1 genotipova u skupini muškaraca oboljelih od 

karcinoma debelog crijeva i u kontrolnoj skupini istog spola. 

Kombinacije genotipova 

COX-1 -1676/-842 

Oboljeli 

N=229 (%) 

Kontrole 

N=231 (%) 
OR (95% CI) p* 

TT/AA 129 (56,3) 142 (61,5) 1  

TT/AG 3 (1,3) 1 (0,4) 3,302 (0,339-32,17) 0,353 

TT/GG 0 0 /  

TC/AA 67 (29,3) 57 (24,7) 1,294 (0,845-1,982) 0,278 

TC/AG 17 (7,4) 19 (8,2) 0,985 (0,491-1,977) 1,000 

TC/GG 0 0 /  

CC/AA 4 (1,8) 10 (4,3) 0,440 (0,135-1,439) 0,183 

CC/AG 7 (3,1) 0 16,51 (0,933-292,1) 0,006 

CC/GG 2(0,9) 2 (0,9) 1,101 (0,153-7,932) 1,000 

*p-vrijednosti su izračunate Fisher egzaktnim testom. 
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4.1.2 COX-2 

U regulatornoj regiji gena COX-2 analizirali smo tri polimorfizma: -1195 T/C (rs689466), -

765 G/C (rs20417) i +8473 A/G (rs5275). Polimorfizme COX-2 -1195 T/C i +8473 A/G 

analizirali smo metodom „real-time“ PCR SNP uz pomoć specifičnih Taqman® SNP 

genotipizacijskih eseja (Applied Biosystems). Polimorfizam COX-2 -765 G/C analizirali smo 

metodom PCR-RFLP.  

Frekvencije opaženih genotipova polimorfizama COX-2 -1195 T/C i +8473 A/G u obje 

ispitivane skupine bile su u skladu s Hardy-Weinberg ravnotežom. Frekvencija opaženih 

genotipova polimorfizma -765 G/C u kontrolnoj skupini je također bila u skladu s Hardy-

Weinberg ravnotežom, dok u skupini oboljelih nije, što ukazuje na moguću povezanost ovog 

polimorfizma sa razvojem istraživane bolesti.  

Nije utvrđena statistički značajna razlika u raspodjeli genotipova i alela polimorfizama COX-2 

-1195 T/C i +8473 A/G između skupine oboljelih od karcinoma debelog crijeva i kontrolne 

skupine. Nismo utvrdili povezanost ovih polimorfizama, odnosno njihovih genotipova i alela, 

sa sklonošću obolijevanju od karcinoma debelog crijeva u stanovnika Hrvatske (Tablica 17).  

Analizom polimorfizma COX-2 -765 G/C utvrđena je statistički značajna razlika u raspodjeli 

genotipova između skupine oboljelih i kontrolne skupine (p=0,042), odnosno nosioca alela 

manje učestalosti u odnosu na homozigote divljeg tipa alela (p=0,015) (Slika 17).  

Genotip GC, polimorfizma COX-2 -765 G/C, koji bi mogao biti povezan s povišenom 

ekspresijom gena COX-2, kao i alel -765C, bili su statistički značajno učestaliji u oboljelih od 

karcinoma debelog crijeva u odnosu na kontrolnu skupinu. Omjer izgleda (OR, od engl. odds 

ratio) za razvoj karcinoma debelog crijeva u nosioca genotipa -765 GC iznosio je 1,445 (95% 

CI 1,084-1,927; p=0,013), a za oba genotipa (GC + CC) 1,428 (95% CI 1,079-1,890; 

p=0,015). Za alel niske učestalosti (engl. minor allele) -765C OR za razvoj karcinoma 

debelog crijeva iznosio je 1,283 (95% CI 1,018-1,616; p=0,040). Rezultati analize 

polimorfizama gena COX-2 prikazani su u Tablici 17.  
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Slika 17. Analiza polimorfizama gena COX-2. p-vrijednosti su izračunate χ
2
 testom. 
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Tablica 17. Učestalost genotipova/alela polimorfizama gena COX-2 u skupini oboljelih od 

karcinoma debelog crijeva u odnosu na kontrolnu skupinu. 

COX-2 polimorfizmi 

genotipovi/aleli 

Oboljeli 

N=400 (%) 

Kontrole 

N=400 (%) 
OR (95% CI) p* 

-1195 T/C 

TT 306 (76,5) 308 (77,0) 1  

TC 87 (21,8) 83 (20,8) 1,055 (0,751-1,482) 0,795 

CC 7 (1,8) 9 (2,3) 0,783 (0,288-2,129) 0,801 

TC + CC 94 (23,5) 92 (23,0) 1,028 (0,741-1,428) 0,933 

T 699 (87,4) 699 (87,4) 1  

C 101 (12,6) 101 (12,6) 1,000 (0,744-1,343) 1,000 

-765 G/C 

GG 207 (51,8) 242 (60,5) 1  

GC 178 (44,5) 144 (36,0) 1,445 (1,084-1,927) 0,013
 

CC 15 (3,8) 14 (3,5) 1,253 (0,591-2,656) 0,571 

GC + CC 193 (48,3) 158 (39,5) 1,428 (1,079-1,890) 0,015 

G 592 (74,0) 628 (78,5) 1  

C 208 (26,0) 172 (21,5) 1,283 (1,018-1,616) 0,040 

+8473 A/G 

AA 176 (44,0) 161 (40,3) 1  

AG 167 (41,8) 177 (44,3) 0,863 (0,639-1,166) 0,358 

GG 57 (14,3) 62 (15,5) 0,841 (0,553-1,278) 0,456 

AG + GG 224 (56,0) 239 (59,8) 0,857 (0,647-1,136) 0,316 

A 519 (64,9) 499 (62,4) 1  

G 281 (35,1) 301 (37,6) 0,898 (0,732-1,101) 0,324 

*p-vrijednosti su izračunate Fisher egzaktnim testom. 

 

U analiziranoj skupini ispitanika utvrdili smo 22 različite kombinacije genotipova -1195/-

765/+8473 gena COX-2 (Tablica 18). Analiza učestalosti kombinacija navedenih genotipova 

pokazala je da je kombinacija -1195/-765/+8473 TT/GC/AA statistički značajno učestalija u 

oboljelih u odnosu na kontrolnu skupinu. U nosioca ove kombinacije genotipova, OR za 

razvoj karcinoma debelog crijeva iznosio je 2,809 (95% CI 1,434-5,503; p=0,003).  
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Tablica 18. Učestalost kombinacija COX-2 genotipova u pacijenata oboljelih od karcinoma 

debelog crijeva i u kontrolnoj skupini. 

Kombinacije genotipova 

COX-2 -1195/-765/+8473 

Oboljeli 

N=400 (%) 

Kontrole 

N=400 (%) 
OR (95% CI) p* 

TT/GG/AA 75 (18,8) 79 (19,8) 1  

TT/GC/AA 40 (10,0) 15 (3,8) 2,809 (1,434-5,503) 0,003 

TT/CC/AA 2 (0,5) 1 (0,3) 2,107 (0,187-23,730) 0,615 

TT/GG/AG 53 (13,3) 74 (18,5) 0,754 (0,470-1,211) 0,279 

TT/GC/AG 81 (20,3) 76 (19,0) 1,123 (0,720-1,752) 0,651 

TT/CC/AG 1 (0,3) 2 (0,5) 0,527 (0,047-5,933) 1,000 

TT/GG/GG 18 (4,5) 21 (5,3) 0,903 (0,446-1,826) 0,858 

TT/GC/GG 27 (6,8) 29 (7,3) 0,981 (0,532-1,809) 1,000 

TT/CC/GG 9 (2,3) 11 (2,8) 0,862 (0,338-2,198) 0,815 

TC/GG/AA 41 (10,3) 46 (11,5) 0,939 (0,555-1,589) 0,893 

TC/GC/AA 12 (3,0) 11 (2,8) 1,149 (0,478-2,763) 0,825 

TC/CC/AA 1 (0,3) 0 3,159 (0,127-78,81) 0,490 

TC/GG/AG 17 (4,3) 15 (3,8) 1,194 (0,557-2,560) 0,700 

TC/GC/AG 13 (3,3) 10 (2,5) 1,369 (0,566-3,312) 0,511 

TC/CC/AG 1 (0.25) 0 3,159 (0,127-78,81) 0,490 

TC/GG/GG 0 1 (0,3) 0,351 (0,014-8,757) 1,000 

TC/GC/GG 2 (0,5) 0 5,265 (0,249-111,60) 0,242 

TC/CC/GG 0 0 /  

CC/GG/AA 3 (0,8) 6 (1,5) 0,527 (0,127-2,183) 0,499 

CC/GC/AA 1 (0,3) 3 (0,8) 0,351 (0,036-3,452) 0,621 

CC/CC/AA 1 (0,3) 0 3,159 (0,127-78,81) 0,490 

CC/GG/AG 0 0 /  

CC/GC/AG 1 (0,3) 0 3,159 (0,127-78,81) 0,490 

CC/CC/AG 0 0 /  

CC/GG/GG 0 0 /  

CC/GC/GG 1 (0,3) 0 3,159 (0,127-78,81) 0,490 

CC/CC/GG 0 0 /  

*p-vrijednosti su izračunate Fisher egzaktnim testom. 
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4.1.2.1. Analiza polimorfizama gena COX-2 s obzirom na spol ispitanika  

Rezultate genotipizacije polimorfizama -1195 T/C, -765 G/C i +8473 A/G gena COX-2 

analizirali smo također i s obzirom na spol ispitanika. 

U našem uzorku ženskih ispitanika nije utvrđena statistički značajna razlika u raspodjeli 

genotipova i alela polimorfizama COX-2 -1195 T/C i -765 G/C između oboljelih od 

karcinoma debelog crijeva i kontrolne skupine (Tablica 19).  

 

Tablica 19. Učestalost genotipova/alela polimorfizama gena COX-2 u skupini žena oboljelih 

od karcinoma debelog crijeva u odnosu na kontrolnu skupinu. 

COX-2 polimorfizmi 

genotipovi/aleli 

Oboljeli 

N=171(%) 

Kontrole 

N=169 (%) 
OR (95% CI) p* 

-1195 T/C 

TT 132 (77,2) 129 (76,3) 1  

TC 35 (20,5) 36 (21,3) 0,950 (0,562-1,606) 0,894 

CC 4 (2,3) 4 (2,4) 0,977 (0,239-3,992) 1,000 

TC + CC 39 (22,8) 40 (23,7) 0,953 (0,576-1,577) 0,898 

T 299 (87,4) 294 (87,0) 1  

C 43 (12,6) 44 (13,0) 0,961 (0,613-1,507) 0,909 

-765 G/C 

GG 91 (53,2) 105 (62,1) 1  

GC 74 (43,3) 60 (35,5) 1,423 (0,915-2,213) 0,145 

CC 6 (3,5) 4 (2,4) 1,731 (0,474-6,327) 0,521 

GC + CC 80 (46,8) 64 (37,9) 1,442 (0,936-2,222) 0,101 

G 256 (74,9) 270 (79,9) 1  

C 86  (25,2) 68 (20,1) 1,334 (0,930-1,914) 0,120 

+8473 A/G 

AA 83 (48,5) 66 (39,1) 1  

AG 64 (37,4) 85 (50,3) 0,599 (0,379-0,947) 0,037 

GG 24 (14,0) 18 (10,7) 1,060 (0,531-2,117) 1,000 

AG + GG 88 (51,5) 103 (61,0) 0,679 (0,442-1,045) 0,081 

A 230 (67,3) 217 (64,2) 1  

G 112 (32,8) 121 (35,8) 0,873 (0,636-1,199) 0,420 

*p-vrijednosti su izračunate Fisher egzaktnim testom. 
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Tablica 20. Učestalost kombinacija COX-2 genotipova u žena oboljelih od karcinoma debelog 

crijeva i u kontrolnoj skupini istog spola. 

Kombinacije genotipova 

COX-2 -1195/-765/+8473 

Oboljeli 

N=171 (%) 

Kontrole 

N=169 (%) 
OR (95% CI) p* 

TT/GG/AA 36 (21,1) 32 (18,9) 1  

TT/GC/AA 19 (11,1) 6 (3,6) 2,815 (1,001-7,918) 0,058 

TT/CC/AA 1 (0,6) 0 2,671 (0,105-67,94) 1,000 

TT/GG/AG 22 (12,9) 38 (22,5) 0,515 (0,253-1,046) 0,077 

TT/GC/AG 33 (19,3) 34 (20,1) 0,862 (0,439-1,695) 0,732 

TT/CC/AG 0 1 (0,6) 0,297 (0,012-7,549) 0,478 

TT/GG/GG 7 (4,1) 6 (3,6) 1,037 (0,315-3,409) 1,000 

TT/GC/GG 10 (5,9) 9 (5,3) 0,988 (0,357-2,736) 1,000 

TT/CC/GG 4 (2,34) 3 (1,8) 1,185 (0,246-5,704) 1,000 

TC/GG/AA 19 (11,1) 19 (11,2) 0,889 (0,402-1,968) 0,841 

TC/GC/AA 5 (2,9) 5 (3,0) 0,865 (0,235-3,355) 1,000 

TC/CC/AA 1 (0,6) 0 2,671 (0,105-67,94) 1,000 

TC/GG/AG 5 (2,9) 7 (4,1) 0,635 (0,183-2,200) 0,542 

TC/GC/AG 3 (1,8) 5 (3,0) 0,533 (0,118-2,412) 0,475 

TC/CC/AG 0 0 /  

TC/GG/GG 0 0 /  

TC/GC/GG 2 (1,2) 0 4,452 (0,206-96,26) 0,497 

TC/CC/GG 0 0 /  

CC/GG/AA 2 (1,2) 3 (1,8) 0,593 (0,093-3,776) 0,666 

CC/GC/AA 0 1 (0,6) 0,297 (0,012-7,549) 0,478 

CC/CC/AA 0 0 /  

CC/GG/AG 0 0 /  

CC/GC/AG 1 (0,6) 0 2,671 (0,105-67,94) 1,000 

CC/CC/AG 0 0 /  

CC/GG/GG 0 0 /  

CC/GC/GG 1 (0,6) 0 2,671 (0,105-67,94) 1,000 

CC/CC/GG 0 0 /  

*p-vrijednosti su izračunate Fisher egzaktnim testom. 
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Analizom polimorfizma COX-2 +8473 A/G utvrđena je statistički značajna razlika u 

raspodjeli genotipova između oboljelih i kontrolne skupine. Genotip AG bio je statistički 

značajno manje učestao u oboljelih žena u odnosu na kontrolnu skupinu. U nositeljica 

genotipa +8473 AG, OR za razvoj karcinoma debelog crijeva iznosio je 0,599 (95% CI 0,379-

0,947; p=0,037) (Tablica 19). 

U skupini ženskih ispitanika utvrdili smo 19 različitih kombinacija genotipova -1195/-

765/+8473 gena COX-2 (Tablica 20). Analiza učestalosti kombinacija genotipova 

polimorfizama gena COX-2 u žena oboljelih od karcinoma debelog crijeva u odnosu na 

kontrolnu skupinu pokazala je da nema statistički značajne razlike. Nismo utvrdili povezanost 

kombinacije genotipova navedenih polimorfizama s razvojem karcinoma debelog crijeva u 

stanovnika Hrvatske.  

 

U našem uzorku muških ispitanika nismo utvrdili statistički značajnu razliku u raspodjeli 

genotipova/alela polimorfizama -1195 T/C, -765 G/C i +8473 A/G gena COX-2 u skupini 

oboljelih u odnosu na kontrolnu skupinu. Nismo utvrdili povezanost ovih polimorfizma, 

odnosno njihovih genotipova i alela, sa sklonošću obolijevanju od karcinoma debelog crijeva 

u muškaraca. Rezultati analize prikazani su u Tablici 21. 

U skupini muških ispitanika utvrdili smo 18 različitih kombinacija genotipova -1195/-

765/+8473 gena COX-2 (Tablica 22). Analiza učestalosti kombinacija genotipova 

polimorfizama gena COX-2 u uzorku muškaraca pokazala je da je kombinacija genotipova -

1195/-765/+8473 TT/GC/AA statistički značajno učestalija u skupini oboljelih u odnosu na 

kontrolnu skupinu. U nosioca ove kombinacije genotipova, OR za razvoj karcinoma debelog 

crijeva iznosio je 2,812 (95% CI 1,156-6,841; p=0,033). 
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Tablica 21. Učestalost genotipova/alela polimorfizama gena COX-2 u skupini muškaraca 

oboljelih od karcinoma debelog crijeva u odnosu na kontrolnu skupinu. 

COX-2 polimorfizmi 

genotipovi/aleli 

Oboljeli 

N=229 (%) 

Kontrole 

N=231 (%) 
OR (95% CI) p* 

-1195 T/C 

TT 174 (76,0) 179 (77,5) 1  

TC 52 (22,7) 47 (20,4) 1,138 (0,728-1,779) 0,649 

CC 3 (1,3) 5 (2,2) 0,617 (0,145-2,623) 0,724 

TC + CC 55 (24,0) 52 (22,5) 1,088 (0,706-1,677) 0,741 

T 400 (87,3) 405 (87,7) 1  

C 58 (12,7) 57 (12,3) 1,030 (0,697-1,523) 0,921 

-765 T/C 

GG 116 (50,7) 137 (59,3) 1  

GC 104 (45,4) 84 (36,4) 1,462 (1,001-2,137) 0,054 

CC 9 (3,9) 10 (4,3) 1,063 (0,418-2,705) 1,000 

GC + CC 113 (49,3) 94 (40,7) 1,420 (0,982-2,053) 0,075 

G 336 (73,4) 358 (77,5) 1  

C 122 (26,6) 104 (22,5) 1,250 (0,925-1,689) 0,168 

+8473 A/G 

AA 93 (40,6) 95 (41,1) 1  

AG 103 (45,0) 92 (39,8) 1,144 (0,766-1,708) 0,540 

GG 33 (14,4) 44 (19,1) 0,766 (0,449-1,307) 0,346 

AG + GG 136 (59,4) 136 (58,9) 1,022 (0,704-1,482) 0,925 

A 289 (63,1) 282 (61,0) 1  

G 169 (36,9) 180 (39,0) 0,916 (0,702-1,196) 0,541 

*p-vrijednosti su izračunate Fisher egzaktnim testom. 
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Tablica 22. Učestalost kombinacija COX-2 genotipova u muškaraca oboljelih od karcinoma 

debelog crijeva i u kontrolnoj skupini istog spola. 

Kombinacije genotipova 

COX-2 -1195/-765/+8473 

Oboljeli 

N=229 (%) 

Kontrole 

N=231 (%) 
OR (95% CI) p* 

TT/GG/AA 39 (17,0) 47 (20,4) 1  

TT/GC/AA 21 (9,2) 9 (3,9) 2,812 (1,156-6,841) 0,033 

TT/CC/AA 1 (0,4) 1 (0,4) 1,205 (0,073-19,91) 1,000 

TT/GG/AG 31 (13,5) 36 (15,6) 1,038 (0,545-1,970) 1,000 

TT/GC/AG 48 (21,0) 42 (18,2) 1,377 (0,761-2,493) 0,296 

TT/CC/AG 1 (0,4) 1 (0,4) 1,205 (0,073-19,91) 1,000 

TT/GG/GG 11 (4,8) 15 (6,5) 0,883 (0,364-2,145) 0,825 

TT/GC/GG 17 (7,4) 20 (8,7) 1,024 (0,473-2,221) 1,000 

TT/CC/GG 5 (2,2) 8 (3,5) 0,753 (0,228-2,490) 0,768 

TC/GG/AA 22 (9,6) 27 (11,7) 0,982 (0,485-1,988) 1,000 

TC/GC/AA 7 (3,1) 6 (2,6) 1,406 (0,436-4,532) 0,767 

TC/CC/AA 0 0 /  

TC/GG/AG 12 (5,2) 8 (3,5) 1,808 (0,671-4,867) 0,321 

TC/GC/AG 10 (4,4) 5 (2,2) 2,410 (0,760-7,648) 0,165 

TC/CC/AG 1 (0,4) 0 3,608 (0,143-91,12) 0,460 

TC/GG/GG 0 1 (0,4) 0,401 (0,016-10,12) 1,000 

TC/GC/GG 0 0 /  

TC/CC/GG 0 0 /  

CC/GG/AA 1 (0,4) 3 (1,3) 0,402 (0,040-4,020) 0,626 

CC/GC/AA 1 (0,4) 2 (0,9) 0,603 (0,053-6,902) 1,000 

CC/CC/AA 1 (0,4) 0 3,608 (0,143-91,12) 0,460 

CC/GG/AG 0 0 /  

CC/GC/AG 0 0 /  

CC/CC/AG 0 0 /  

CC/GG/GG 0 0 /  

CC/GC/GG 0 0 /  

CC/CC/GG 0 0 /  

*p-vrijednosti su izračunate Fisher egzaktnim testom. 
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4.1.3 Analiza kombinacija genotipova polimorfizama gena COX-1 i COX-2 

U našem smo istraživanju također ispitivali povezanost kombinacija genotipova 

polimorfizama gena COX-1, za koji se smatra da ima zaštitnu ulogu u epitelu debelog crijeva, 

i genotipova polimorfizama gena COX-2, koji ima ulogu u patološkim procesima, sa 

sklonošću obolijevanju od karcinoma debelog crijeva.  

Usporedili smo učestalosti kombinacija genotipova oba analizirana gena u uzorcima oboljelih 

od karcinoma debelog crijeva u odnosu na kontrolnu skupinu i utvrdili 74 različite 

kombinacije genotipova (Tablica 23). Analiza rezultata je pokazala da su povećanom riziku za 

razvoj karcinoma debelog crijeva izložene osobe koje su nosioci kombinacija genotipova 

COX-1-1676/-842 / COX-2-1195/-765/+8473 TT/AA/TT/GC/AA, dakle osobe koje u 

kombinaciji nose genotip COX-2 -765 GC za koji se i pojedinačno dokazala povezanost s 

povećanom sklonošću obolijevanju od ovog zloćudnog tumora (vidi Tablicu 17). U nosioca 

navedene kombinacije genotipa, OR za razvoj karcinoma debelog crijeva iznosio je 3,194 

(95% CI 1,402-7,277; p=0,006). Isto tako povećanom riziku su izložene i osobe nosioci 

kombinacije genotipova COX-1-1676/-842 / COX-2-1195/-765/+8473 CC/AG/TT/GG/AA. U 

nosioca navedene kombinacije genotipa, OR za razvoj karcinoma debelog crijeva iznosio je 

14,81 (95% CI 0,794-276,4; p=0,017).  
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Tablica 23. Učestalost kombinacija genotipova polimorfizama COX-1-1676/-842 / COX-2-

1195/-765/+8473 u oboljelih od karcinoma debelog crijeva i u kontrolnoj skupini. 

Kombinacije genotipova 
Oboljeli 

N=400 (%) 

Kontrole 

N=400 (%) 

OR 

(95% CI) 
p* COX-1 COX-2 

-1676 -842 -1195 -765 +8473 

TT AA TT GG AA 37 (9,3) 50 (12,5) 1  

TT AA TT GC AA 26 (6,5) 11 (2,8) 3,194 (1,402-7,277) 0,006 

TT AA TT CC AA 1 (0,3) 1 (0,25) 1,351 (0,082-22,33) 1,000 

TT AA TT GG AG 31 (7,75) 43 (10,8) 0,974 (0,520-1,825) 1,000 

TT AA TT GC AG 54 (13,5) 52 (13,0) 1,403 (0,793-2,483) 0,251 

TT AA TT CC AG 1 (0,3) 2 (0,5) 0,676 (0,059-7,740) 1,000 

TT AA TT GG GG 12 (3,0) 11 (2,8) 1,474 (0,586-3,707) 0,482 

TT AA TT GC GG 17 (4,3) 16 (4,0) 1,436 (0,642-3,209) 0,416 

TT AA TT CC GG 5 (1,3) 8 (2,0) 0,845 (0,256-2,792) 1,000 

TT AA TC GG AA 25 (6,3) 25 (6,3) 1,351 (0,672-2,718) 0,476 

TT AA TC GC AA 9 (2,3) 7 (1,8) 1,737 (0,593-5,094) 0,413 

TT AA TC CC AA 1 (0,3) 0   4,040 (0160-102,0) 0,432 

TT AA TC GG AG 12 (3,0) 6 (1,5) 2,703 (0,929-7,867) 0,073 

TT AA TC GC AG 4 (1,0) 7 (1,8) 0,772 (0,210-2,834) 0,757 

TT AA TC GG GG 0  1 (0,3) 0,449 (0,018-11,34) 1,000 

TT AA TC GC GG 2 (0,5) 0   6,733 (0,314-144,5) 0,189 

TT AA CC GG AA 1 (0,3) 3 (0,8) 0,451 (0,045-4,508) 0,638 

TT AA CC GC AA 0  1 (0,3) 0,449 (0,018-11,34) 1,000 

TT AA CC CC AA 1 (0,3) 0   4,040 (0160-102,0) 0,432 

TT AA CC GC AG 1 (0,3) 0   4,040 (0160-102,0) 0,432 

TT AA CC GC GG 1 (0,3) 0   4,040 (0160-102,0) 0,432 

TT AG TT GG AA 0  1 (0,3) 0,449 (0,018-11,34) 1,000 

TT AG TT GC AA 1 (0,3) 0   4,040 (0160-102,0) 0,432 

TT AG TT GC AG 1 (0,3) 0   4,040 (0160-102,0) 0,432 

TT AG TT CC GG 1 (0,3) 0   4,040 (0160-102,0) 0,432 

TT AG TC GG AA 0   1 (0,3) 0,449 (0,018-11,34) 1,000 

TC AA TT GG AA 26 (6,5) 19 (4,8) 1,849 (0,892-3,832) 0,103 

TC AA TT GC AA 8 (2,0) 4 (1,0) 2,703 (0,756-9,658) 0,134 

TC AA TT GG AG 14 (3,5) 21 (5,3) 0,901 (0,405-2,003) 0,842 

TC AA TT GC AG 16 (4,0) 17 (4,3) 1,272 (0,569-2,843) 0,681 

TC AA TT GG GG 6 (1,5) 6 (1,5) 1,351 (0,403-4,528) 0,759 

TC AA TT GC GG 8 (2,0) 6 (1,5) 1,802 (0,576-5,639) 0,389 

TC AA TT CC GG 3 (0,8) 1 (0,3) 4,054 (0,405-40,57) 0,316 

TC AA TC GG AA 12 (3,0) 11 (2,8) 1,474 (0,586-3,707) 0,482 

TC AA TC GC AA 2 (0,5) 1 (0,3) 2,703 (0,236-30,96) 0,577 

TC AA TC GG AG 4 (1,0) 6 (1,5) 0,901 (0,237-3,423) 1,000 

TC AA TC GC AG 5 (1,3) 2 (0,5) 3,378 (0,621-18,39) 0,236 

TC AA TC CC AG 1 (0,3) 0   4,040 (0,160-102,0) 0,432 

TC AA CC GG AA 2 (0,5) 3 (0,8) 0,901 (0,143-5,669) 1,000 

TC AA CC GC AA 1 (0,3) 1 0,3) 1,351 (0,082-22,33) 1,000 
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Kombinacije genotipova 
Oboljeli 

N=400 (%) 

Kontrole 

N=400 (%) 

OR 

(95% CI) 
p* COX-1 COX-2 

-1676 -842 -1195 -765 +8473 

TC AG TT GG AA 6 (1,5) 6 (1,5) 1,351 (0,403-4,528) 0,759 

TC AG TT GC AA 2 (0,5) 0   6,733 (0,314-144,5) 0,189 

TC AG TT CC AA 1 (0,3) 0   4,040 (0,160-102,0) 0,432 

TC AG TT GG AG 3 (0,8) 6 (1,5) 0,676 (0,159-2,880) 0,731 

TC AG TT GC AG 6 (1,5) 5 (1,3) 1,622 (0,460-5,722) 0,527 

TC AG TT GG GG 0   1 (0,3) 0,449 (0,018-11,34) 1,000 

TC AG TT GC GG 2 (0,5) 4 (1,0) 0,676 (0,117-3,889) 1,000 

TC AG TT CC GG 0   1 (0,3) 0,449 (0,018-11,34) 1,000 

TC AG TC GG AA 3 (0,8) 6 (1,5) 0,676 (0,159-2,880) 0,731 

TC AG TC GC AA 1 (0,3) 3 (0,8) 0,451 (0,045-4,508) 0,638 

TC AG TC GG AG 1 (0,3) 1 (0,3) 1,351 (0,082-22,33) 1,000 

TC AG TC GC AG 3 (0,8) 1 (0,3) 4,054 (0,405-40,57) 0,316 

TC AG CC GC AA 0   1 (0,3) 0,449 (0,018-11,34) 1,000 

CC AA TT GG AA 0   2 (0,5) 0,269 (0,013-5,781) 0,509 

CC AA TT GC AA 2 (0,5) 0   6,733 (0,314-144,5) 0,189 

CC AA TT GG AG 2 (0,5) 2 (0,5) 1,351 (0,182-10,05) 1,000 

CC AA TT GC AG 2 (0,5) 2 (0,5) 1,351 (0,182-10,05) 1,000 

CC AA TT GG GG 0   2 (0,5) 0,269 (0,013-5,781) 0,509 

CC AA TT GC GG 0   3 (0,8) 0,192 (0,010-3,841) 0,266 

CC AA TT CC GG 0   1 (0,3) 0,449 (0,018-11,34) 1,000 

CC AA TC GG AA 0   1 (0,3) 0,449 (0,018-11,34) 1,000 

CC AA TC GG AG 0   1 (0,3) 0,449 (0,018-11,34) 1,000 

CC AA TC GC AG 1 (0,3) 0   4,040 (0,160-102,0) 0,432 

CC AG TT GG AA 5 (1,3) 0   14,81 (0,794-276,4) 0,017 

CC AG TT GC AA 1 (0,3) 0   4,040 (0,160-102,0) 0,432 

CC AG TT GG AG 3 (0,8) 1 (0,3) 4,054 (0,405-40,57) 0,316 

CC AG TT GC AG 1 (0,3) 0   4,040 (0,160-102,0) 0,432 

CC AG TT GG GG 0   1 (0,3) 0,449 (0,018-11,34) 1,000 

CC AG TC GG AA 0   2 (0,5) 0,269 (0,013-5,781) 0,509 

CC AG TC GG AG 0   1 (0,3) 0,449 (0,018-11,34) 1,000 

CC GG TT GG AA 1 (0,3) 1 (0,3) 1,351 (0,082-22,33) 1,000 

CC GG TT GG AG 0   1 (0,3) 0,449 (0,018-11,34) 1,000 

CC GG TT GC AG 1 (0,3) 0   4,040 (0,160-102,0) 0,432 

CC GG TC GG AA 1 (0,3) 0   4,040 (0,160-102,0) 0,432 

*p-vrijednosti su izračunate Fisher egzaktnim testom. 
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4.1.4 Korelacija polimorfizama gena COX-1 i COX-2 s preživljenjem pacijenata 

Rezultate određivanja genotipova regulatornih polimorfizama gena COX-1 i COX-2 u skupini 

oboljelih od karcinoma debelog crijeva korelirali smo s podacima o preživljenju. Za 212 

ispitanika imali smo dostupne podatke o preživljenju, a maksimalno vrijeme praćenja je 95 

mjeseci. Rezultate preživljenja smo analizirali metodom po Kaplan-Meieru. Kod svih 

ispitivanih polimorfizama u ovom uzroku, udio pacijenata homozigota varijantnog alela je bio 

nizak pa je prikazana analiza usporedbe pacijenata nosioca varijantnog alela (heterozigoti ili 

homozigoti varijantnog alela) u odnosu na homozigote divljeg tipa. 

 

4.1.4.1 Korelacija polimorfizama gena COX-1 s preživljenjem oboljelih 

Dobivene rezultate genotipizacije oboljelih od karcinoma debelog crijeva na polimorfizme 

COX-1 -1676 T/C i -842 A/G analizirali smo s obzirom na preživljenje oboljelih.  

Rezultati analize preživljenja s obzirom na COX-1 -1676 genotip nisu pokazali povezanost 

ovog polimorfizma sa vremenom preživljenja oboljelih. Na kraju praćenja, preživljenje 

nosioca genotipa TT (divlji tip alela) iznosilo je 45,6% (sa srednjom vrijednosti preživljenja 

od 48,2 mjeseca), a nosioca varijantnog alela (genotip TC ili CC) 41,8% (sa srednjom 

vrijednosti preživljenja od 51,0 mjeseca). Statistička analiza je pokazala da nema značajne 

razlike između dvije ispitivane skupine oboljelih (p=0,7525) (Slika 18A).  

Rezultati analize preživljenja s obzirom na COX-1 -842 genotip također nisu pokazali 

povezanost ovog polimorfizma sa vremenom preživljenja oboljelih. Na kraju praćenja, 

preživljenje nosioca genotipa AA (divlji tip alela) iznosilo je 45,1% (sa srednjom vrijednosti 

preživljenja od 50,1 mjeseca), a nosioca varijantnog alela (genotip AG ili GG) 32,2% (sa 

srednjom vrijednosti preživljenja od 40,8 mjeseca). Statistička analiza je pokazala da nema 

značajne razlike između dvije ispitivane skupine oboljelih (p=0,4194) (Slika 18B).  
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Slika 18. Analiza preživljenja oboljelih s obzirom na genotip (A.) polimorfizma COX-1 -1676 

T/C i (B.) polimorfizma COX-1 -842 A/G. p-vrijednost su izračunate usporedbom krivulja 

preživljenja pomoću log-rank (Mantel-Cox) testa. 

 

 

4.1.4.2 Korelacija polimorfizama gena COX-2 s preživljenjem oboljelih  

Dobivene rezultate genotipizacije oboljelih od karcinoma debelog crijeva na polimorfizme 

COX-2 -1195 T/C, -765 G/C i +8473 A/G analizirali smo s obzirom na preživljenje oboljelih.  

Rezultati analize preživljenja s obzirom na COX-2 -1195 genotip nisu pokazali povezanost 

ovog polimorfizma s vremenom preživljenja oboljelih. Na kraju praćenja, preživljenje nosioca 

gentipa TT (divlji tip alela) iznosilo je 44,4% (sa srednjom vrijednosti preživljenja od 49,2 

mjeseca), a nosioca varijantnog alela (genotip TC ili CC) 43,4% (sa srednjom vrijednosti 

preživljenja od 49,4 mjeseca). Statistička analiza je pokazala da nema značajne razlike 

između dvije ispitivane skupine oboljelih (p=0,9029) (Slika 19A).  

Rezultati analize preživljenja s obzirom na COX-2 -765 genotip nisu pokazali statistički 

značajnu povezanost ovog polimorfizma s vremenom preživljenja oboljelih (p=0,1499). Na 

kraju praćenja, preživljenje nosioca genotipa GG (divlji tip alela) iznosilo je 39,9% (sa 

srednjom vrijednosti preživljenja od 43,4 mjeseca), a nosioca varijantnog alela (genotip GC ili 

CC) 46,8% (sa srednjom vrijednosti preživljenja od 52,7 mjeseca) (Slika 19B).  
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Rezultati analize preživljenja s obzirom na COX-2 +8473 genotip nisu pokazali povezanost 

ovog polimorfizma sa vremenom preživljenja oboljelih. Na kraju praćenja, preživljenje 

nosioca genotipa AA (divlji tip alela) iznosilo je 46,0% (sa srednjom vrijednosti preživljenja 

od 50,4 mjeseca), a nosioca varijantnog alela (genotip AG ili GG) 42,6% (sa srednjom 

vrijednosti preživljenja od 48,4 mjeseca). Statistička analiza je pokazala da nema značajne 

razlike između dvije ispitivane skupine oboljelih (p=0,7831) (Slika 19C).  

 

 

Slika 19. Analiza preživljenja oboljelih s obzirom na genotip (A.) polimorfizma COX-2 -1195 

T/C; (B.) polimorfizma COX-2 -765 G/C; (C.) polimorfizma COX-2 +8473 A/G. p-vrijednosti 

su izračunate usporedbom krivulja preživljenja pomoću log-rank (Mantel-Cox) testa. 
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4.2 ANALIZA RAZINE EKSPRESIJE SPECIFIČNIH mRNA 

Razinu ekspresije mRNA gena COX-1 i COX-2 analizirali smo metodom kvantitativnog „real-

time“ PCR pomoću specifičnih Taqman
®
 ekspresijskih eseja (Applied Biosystems) u 71 

odabranih parova tumora i pripadajućih normalnih sluznica debelog crijeva (15 cm od ruba 

tumora). Uz te parove u analizu su uključeni i uzorci tkiva metastaza u jetri te uzorci 

normalne sluznice udaljene 10 cm od ruba tumora i uzorci normalne sluznice udaljene 5 cm 

od ruba tumora.  

Rezultati su iskazani u obliku FCΔCt ili FCΔΔCt ovisno o analizi. Prije odabira statističkog testa, 

rezultati su testirani na normalnost razdiobe (engl. normality test), tj. da li rezultati odgovaraju 

raspodjeli po Gaussu, D'Agostino i Pearson omnibus testom normalnosti.  

 

4.2.1 COX-1 

Ekspresija specifične COX-1 mRNA u tumorima bila je statistički značajno niža u odnosu na 

pripadajuću normalnu sluznicu (p<0,0001) (Slika 20). 

 

Slika 20. Analiza ekspresije COX-1 mRNA u uzorcima sporadičnog karcinoma debelog 

crijeva i uzorcima pripadajuće normalne sluznice. p-vrijednost je izračunata Wilcoxon testom. 

FC=fold change; N=normalna sluznica debelog crijeva (15 cm od ruba tumora); T=tumorsko tkivo 
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Analiza ekspresije specifične mRNA gena COX-1 u uzorcima sluznice debelog crijeva uzetih 

s različitih udaljenosti od tumora (5, 10 i 15 cm) pokazala je da je razina ekspresije specifične 

mRNA to niža što je tkivo bliže tumoru (Slika 21). Pad razine ekspresije COX-1 mRNA je 

statistički značajan (p<0,0001).   

 

 

 

 

Slika 21. Analiza ekspresije COX-1 mRNA u uzorcima sporadičnog karcinoma debelog 

crijeva i uzorcima pripadajuće normalne sluznice (5 cm, 10 cm i 15 cm udaljenog od ruba 

tumora). p-vrijednost je izračunata Kruskal-Wallis testom. 

FC=fold change; N=normalna sluznica debelog crijeva 15 cm od ruba tumora; T+10cm= normalna 

sluznica debelog crijeva 10 cm od ruba tumora; T+5cm= normalna sluznica debelog crijeva 5 cm od 

ruba tumora; T=tumorsko tkivo. 
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Razina ekspresije COX-1 mRNA u tkivu metastaza u jetri bila je podjednaka razini ekspresije 

u tumorima i značajno niža u odnosu na normalnu sluznicu debelog crijeva (15 cm od ruba 

tumora). Razlika u razinama ekspresije je bila statistički značajna (p<0,0001) (Slika 22). 

 

 

 

 

Slika 22. Analiza ekspresije COX-1 mRNA u uzorcima sporadičnog karcinoma debelog 

crijeva i uzorcima pripadajuće normalne sluznice (15 cm udaljenog od ruba tumora) te tkiva 

metastaza u jetri. p-vrijednost je izračunata Kruskal-Wallis testom. 

FC=fold change; N=normalna sluznica debelog crijeva 15 cm od ruba tumora; T=tumorsko tkivo; M= 

tkivo metastaze u jetri. 
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4.2.2 COX-2 

Ekspresija specifične COX-2 mRNA u tumorima bila je statistički značajno viša u odnosu na 

pripadajuću normalnu sluznicu (p=0,0021) (Slika 23). 

 

 

Slika 23. Analiza ekspresije COX-2 mRNA u uzorcima sporadičnog karcinoma debelog 

crijeva i uzorcima pripadajuće normalne sluznice. p-vrijednost je izračunata Wilcoxon testom. 

FC=fold change; N=normalna sluznica debelog crijeva (15 cm od ruba tumora); T=tumorsko tkivo 

 

 

Analiza ekspresije specifične mRNA gena COX-2 u uzorcima tkiva uzetih s različitih 

udaljenosti od tumora pokazala je da nema razlike u razini ekspresije specifične mRNA u 

tkivima uzetim sa različite udaljenosti od ruba tumora (p=0,1270) (Slika 24). Analiza uzoraka 

tkiva metastaza u jetri pokazala je nižu razinu ekspresije COX-2 mRNA u odnosu na 

normalnu sluznicu debelog crijeva (15 cm od ruba tumora) i tumorsko tkivo. Razlika u razini 

ekspresije bila je statistički značajna (p=0,0006) (Slika 25.). 
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Slika 24. Analiza ekspresije COX-2 mRNA u uzorcima sporadičnog karcinoma debelog 

crijeva i uzorcima pripadajuće normalne sluznice (5 cm, 10 cm i 15 cm udaljenog od ruba 

tumora). p-vrijednost je izračunata Kruskal-Wallis testom. 

FC=fold change; N=normalna sluznica debelog crijeva 15 cm od ruba tumora; T+10cm= normalna 

sluznica debelog crijeva 10 cm od ruba tumora; T+5cm= normalna sluznica debelog crijeva 5 cm od 

ruba tumora; T=tumorsko tkivo. 

 

 
Slika 25. Analiza ekspresije COX-2 mRNA u uzorcima sporadičnog karcinoma debelog 

crijeva i uzorcima pripadajuće normalne sluznice (15 cm udaljenog od ruba tumora) te tkiva 

metastaza u jetri. p-vrijednost je izračunata Kruskal-Wallis testom. 

FC=fold change; N=normalna sluznica debelog crijeva 15 cm od ruba tumora; T=tumorsko tkivo; M= 

tkivo metastaze u jetri. 
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4.3 KORELACIJA RAZINE EKSPRESIJE GENA COX-1 I COX-2 S 

GENOTIPOVIMA 

Odredili smo genotipove polimorfizama u regulatornim regijama gena COX-1 (-1676 T/C, -

842 A/G) i gena COX-2 (-1195 T/C, -765 G/C, +8473 A/G) za svih 71 ispitanika u čijim smo 

parovima tumora i pripadajuće normalne sluznice debelog crijeva (15 cm od ruba tumora) 

odredili razinu ekspresije gena COX-1 i COX-2 te smo analizirali dobivene rezultate kako bi 

odredili postoji li povezanost navedenih polimorfizama u genima COX-1 i COX-2 s razinom 

njihove ekspresije. Kod svih ispitivanih polimorfizama u ovom uzroku, udio homozigota 

varijantnog alela bio je nizak pa je prikazana analiza usporedbe nosioca varijantnog alela 

(heterozigoti ili homozigoti varijantnog alela) u odnosu na homozigote divljeg tipa. 

Analizom razine ekspresije gena COX-1 s obzirom na COX-1 -1676 genotip nismo dokazali 

statistički značajnu povezanost ovog polimorfizma s razinom ekspresije u tumorima 

(p=0,4518) kao ni u pripadajućoj normalnoj sluznici (p=0,7667) (Slika 26A).  

Analizom razine ekspresije gena COX-1 u nosioca različitih genotipova polimorfizma COX-1 

-842 A/G nismo dokazali statistički značajnu povezanost ovog polimorfizma s razinom 

ekspresije u normalnoj sluznici (p=0,2837), dok je u tumorima dobivena statistički značajna 

razlika između homozigota divljeg tipa (AA) i nosioca varijantnog alela (AG ili GG) 

(p=0,0248) (Slika 26B). 

Analizirali smo i povezanost COX-2 polimorfizama u regulatornim regijama gena s razinom 

njegove ekspresije u tumorima i uzorcima pripadajuće normalne sluznice.  

Analizom razine ekspresije gena COX-2 s obzirom na analizirane COX-2 polimorfizme -1195 

T/C i +8473 A/G, nismo dokazali statistički značajnu povezanost ispitivanih genotipova sa 

razinom ekspresije mRNA u normalnoj sluznici (redom p=0,9938 i p=0,9070) kao ni u 

pripadajućim tumorima (redom p=0,4272 i p=0,7087). Analizom razine ekspresije gena COX-

2 s obzirom na COX-2 polimorfizam -765 G/C nismo dokazali statistički značajnu povezanost 

ispitivanih genotipova sa razinom ekspresije mRNA u normalnoj sluznici (p=0,9079), ali smo 

u pripadajućim tumorima pronašli da je razina COX-2 ekspresije statistički značajno viša u 

nosioca varijantnog alela -765C u odnosu na homozigote divljeg tipa (p=0,0473) (Slika 27). 
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Slika 26. Analiza povezanosti razine ekspresije COX-1 mRNA u tumorima i pripadajućoj 

normalnoj sluznici debelog crijeva (15 cm od ruba tumora) i (A.) polimorfizma COX-1 -1676 

T/C te (B.) polimorfizma COX-1 -842 A/G. p-vrijednosti su izračunate Mann Whitney testom. 

FC=fold change; N=normalna sluznica debelog crijeva (15 cm od ruba tumora); T=tumorsko tkivo 

 

 

Slika 27. Analiza povezanosti razine ekspresije COX-2 mRNA u tumorima i pripadajućoj 

normalnoj sluznici debelog crijeva (15 cm od ruba tumora) i (A.) polimorfizma COX-2 -1195 

T/C; (B.) polimorfizma COX-2 -765 G/C; (C.) polimorfizma COX-2 +8473 A/G. p-vrijednosti 

su izračunate Mann Whitney testom. 

FC=fold change; N=normalna sluznica debelog crijeva (15 cm od ruba tumora); T=tumorsko tkivo 
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4.4 OMJER RAZINA EKSPRESIJE GENA COX-2/COX-1 

S obzirom da smo utvrdili pad ekspresije COX-1 mRNA, a porast COX-2 mRNA u tumorima 

u odnosu na pripadajuću normalnu sluznicu (15cm od ruba tumora), zanimalo nas je da li se 

mijenja i omjer razina ekspresije gena COX-1 i COX-2 (COX-2/COX-1) u ispitivanim 

parovima uzoraka. Dokazali smo da je omjer COX-2/COX-1 bio statistički značajno viši u 

tumorima u odnosu na pripadajuću normalnu sluznicu (p<0,0001) (Slika 28). 

 

Slika 28. Analiza omjera ekspresije gena COX-2/COX-1 u uzorcima sporadičnog karcinoma 

debelog crijeva i uzorcima pripadajuće normalne sluznice. p-vrijednost je izračunata 

Wilcoxon testom. 

N=normalna sluznica debelog crijeva (15 cm od ruba tumora); T=tumorsko tkivo 

 

Rezultati ukazuju na to da je u više od 85% uzoraka normalne sluznice razina ekspresije 

COX-1 mRNA viša od razine COX-2 mRNA (COX-2/COX-1 <1). U tumorima je raspon 

vrijednosti širi, ali je u gotovo 55% uzoraka razina ekspresije COX-2 mRNA viša od razine 

COX-1 mRNA (COX-2/COX-1 >1). 

Omjer razina ekspresije gena COX-2/COX-1 na razini specifične mRNA korelirali smo s 

podacima o dobi i spolu ispitanika te stadiju po Dukes'-u, stupnju diferenciranosti i veličini 

tumora. Statistička analiza nije pokazala značajnu povezanost dobivenih rezultata i podataka o 

oboljelima odnosno kliničko-patoloških karakteristika tumora. 
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4.5 KORELACIJA RAZINE EKSPRESIJE GENA COX-1 I COX-2 S 

KLINIČKO-PATOLOŠKIM PODACIMA 

Rezultate ekspresije gena COX-1 i COX-2 na razini specifične mRNA korelirali smo s 

podacima o dobi i spolu ispitanika te kliničko-patološkim karakteristikama tumora (stadijem 

po Dukes'-u, stupnjem diferenciranosti te veličinom tumora).  

 

4.5.1 COX-1 

4.5.1.1 Dob ispitanika 

Ispitanike smo prema dobi podijelili u dvije skupine: <65 godina i ≥65 godina. Ekspresija 

COX-1 mRNA je bila statistički značajno niža u tumorima u odnosu na pripadajuću normalnu 

sluznicu neovisno o dobi ispitanika (za obje dobne skupine ispitanika p<0,0001) (Slika 29A). 

Razina ekspresije COX-1 mRNA je bila niža u tumorima u odnosu na normalnu sluznicu 

debelog crijeva u gotovo svim uzorcima, a pad se nije statistički značajno razlikovao između 

dvije dobne skupine ispitanika (p=0,5590) (Slika 29B). 

 

Slika 29. A. Analiza ekspresije COX-1 mRNA u uzorcima sporadičnog karcinoma debelog 

crijeva i uzorcima pripadajuće normalne sluznice u ispitanika mlađih od 65 godina te 65 

godina ili starijih. p-vrijednost je izračunata Wilcoxon testom. 

B. Analiza promjene razine ekspresije COX-1 mRNA u uzorcima tumora u odnosu na 

pripadajuću normalnu sluznicu u dvije dobne skupine ispitanika. p-vrijednost je izračunata 

Mann-Whitney testom. 

FC=fold change; N=normalna sluznica debelog crijeva 15 cm od ruba tumora; T=tumorsko tkivo. 

C O X -1  m R N A

< 6 5 D o b  6 5

F
C


C

t

N T N T

0 .0 0

0 .0 1

0 .0 2

0 .0 3

0 .0 4

0 .0 5

< 0.0001 < 0.0001p p

C O X -1  m R N A

D o b

F
C




C
t

< 6 5  6 5

0

2

4

6 p = 0.5590

A B



85 

 

4.5.1.2 Spol ispitanika 

Ekspresija COX-1 mRNA je bila statistički značajno niža u tumorima u odnosu na 

pripadajuću normalnu sluznicu neovisno o spolu ispitanika (za muškarce i žene p<0,0001) 

(Slika 30A). Razina ekspresije COX-1 mRNA je bila niža u tumorima u odnosu na normalnu 

sluznicu debelog crijeva u gotovo svim uzorcima neovisno o spolu ispitanika (p=0,9839) 

(Slika 30B). 

 

 

Slika 30. A. Analiza ekspresije COX-1 mRNA u uzorcima sporadičnog karcinoma debelog 

crijeva u odnosu na uzorke pripadajuće normalne sluznice s obzirom na spol ispitanika. p-

vrijednost je izračunata Wilcoxon testom. 

B. Usporedba promjene razine ekspresije COX-1 mRNA u uzorcima tumora u odnosu na 

pripadajuću normalnu sluznicu u muških ispitanika u odnosu na ženske ispitanike. p-

vrijednost je izračunata Mann-Whitney testom. 

FC=fold change; N=normalna sluznica debelog crijeva 15 cm od ruba tumora; T=tumorsko tkivo. 

 

4.5.1.3 Stadij po Dukes'-u 

Analiza razine ekspresije COX-1 mRNA u tumorima u odnosu na pripadajuću normalnu 

sluznicu pokazala je da postoji statistički značajna razlika u svim stadijima tumora po Dukes'-

u (tumori klasificirani kao Dukes' A p=0,020; Dukes' B p<0,0001; Dukes' C p<0,0001; Dukes' 

D p=0,004) (Tablica 24).  
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Tablica 24. Ekspresija COX-1 mRNA u tumorima i pripadajućim normalnim sluznicama s 

obzirom na stadij po Dukes'-u. 

Stadij po 

Dukes’-u 

FCΔCt ± SD 
p* 

Normala Tumor 

A 0,00745 ± 0,00604 0,00143 ± 0,00109 0,020 

B 0,00718 ± 0,00578 0,00121 ± 0,00117 < 0,0001 

C 0,00711 ± 0,00890 0,00195 ± 0,00277 < 0,0001 

D 0,00436 ± 0,00434 0,00140 ± 0,00095 0,004 

*p-vrijednosti su izračunate Wilcoxon testom. 

FC=fold change 

 

Usporedbom razine ekspresije COX-1 mRNA u normalnoj sluznici debelog crijeva 15 cm 

udaljenoj od ruba tumora nismo dokazali statistički značajnu razliku između skupina s 

obzirom na stadij po Dukes'-u pripadajućeg tumora (p=0,5318) (Slika 31A). Razina ekspresije 

COX-1 mRNA u tumorima je izrazito niska te nismo dokazali statistički značajnu razliku 

između skupina tumora različitih stadija po Dukes'-u (p=0,5986) (Slika 31B). 

 

 

Slika 31. Usporedba razine ekspresije COX-1 mRNA (A.) u uzorcima normalne sluznice 

debelog crijeva (15 cm od ruba tumora) s obzirom na stadij po Dukes'-u. p-vrijednost je 

izračunata Kruskal-Wallis testom; (B.) u uzorcima tumora s obzirom na stadij po Dukes'-u. p-

vrijednost je izračunata Kruskal-Wallis testom. 

FC=fold change. 
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4.5.1.4 Stupanj diferenciranosti tumora 

Analiza razine ekspresije COX-1 mRNA u tumorima u odnosu na pripadajuću normalnu 

sluznicu pokazala je da postoji statistički značajna razlika u dobro i umjereno diferenciranim 

tumorima (p<0,0001 za oba stupnja diferenciranosti tumora), ali nije bilo razlike u slabo 

diferenciranim tumorima (p=0,1953) (Tablica 25). 

 

Tablica 25. Ekspresija COX-1 mRNA u tumorima i pripadajućim normalnim sluznicama s 

obzirom na stupanj diferenciranosti tumora. 

Stupanj 

diferenciranosti  

FCΔCt ± SD 
p* 

Normala Tumor 

1 0,01052 ± 0,00936 0,00146 ± 0,00119 < 0,0001 

2 0,00531 ± 0,00501 0,00152 ± 0,00231 < 0,0001 

3 0,00675 ± 0,00906 0,00226 ± 0,00206 0,1953 

*p-vrijednosti su izračunate Wilcoxon testom. 

FC=fold change 

 

 

Slika 32. Usporedba razine ekspresije COX-1 mRNA (A.) u uzorcima normalne sluznice 

debelog crijeva (15 cm od ruba tumora) s obzirom na stupanj diferenciranosti pripadajućeg 

tumora. p-vrijednost je izračunata Kruskal-Wallis testom; (B.) u uzorcima tumora s obzirom 

na stupanj diferenciranosti. p-vrijednost je izračunata Kruskal-Wallis testom. 

FC=fold change; 1=dobro, 2=umjereno i 3=slabo diferencirani tumori. 
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Usporedbom razine ekspresije COX-1 mRNA u normalnoj sluznici debelog crijeva 15 cm 

udaljenoj od ruba tumora dokazali smo statistički značajnu razliku u uzorcima s obzirom na 

stupanj diferenciranosti pripadajućeg tumora (p=0,0471) (Slika 32A). Razina ekspresije COX-

1 mRNA u tumorima je izrazito niska i usporedbom razine ekspresije u tumorima različitog 

stupnja diferenciranosti nismo dokazali statistički značajnu razliku između dobro, umjereno i 

slabo diferenciranih tumora (p=0,2950) (Slika 32B).  

 

 

4.5.1.5 Veličina tumora 

Uzorke smo prema veličini tumora podijelili u dvije skupine: <5 cm i ≥5 cm. Ekspresija COX-

1 mRNA je bila statistički značajno viša u tumorima u odnosu na pripadajuću normalnu 

sluznicu neovisno o veličini tumora (za skupinu tumora <5 cm i  ≥5 cm p<0,0001) (Slika 

33A). Razina ekspresije COX-1 mRNA je bila niža u tumorima u odnosu na normalnu 

sluznicu debelog crijeva u gotovo svim uzorcima, ali nije bilo razlike u dvije ispitivane 

skupine s obzirom na veličinu tumora (p=0,1129) (Slika 33B). 

 

 

Slika 33. A. Analiza ekspresije COX-1 mRNA u uzorcima sporadičnog karcinoma debelog 

crijeva u odnosu na uzorke pripadajuće normalne sluznice s obzirom na veličinu tumora. p-

vrijednost je izračunata Wilcoxon testom. 

B. Usporedba promjene razine ekspresije COX-1 mRNA u uzorcima tumora u odnosu na 

pripadajuću normalnu sluznicu u skupini tumora <5 cm u odnosu na tumore ≥5 cm. p-

vrijednost je izračunata Mann-Whitney testom. 

FC=fold change; N=normalna sluznica debelog crijeva 15 cm od ruba tumora; T=tumorsko tkivo. 
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4.5.2 COX-2 

4.5.2.1 Dob ispitanika 

Ispitanike smo prema dobi podijelili u dvije skupine: <65 godina i ≥65 godina. Ekspresija 

COX-2 mRNA je bila viša u tumorima u odnosu na pripadajuću normalnu sluznicu neovisno o 

dobi ispitanika. U skupini ispitanika mlađih od 65 godina razlika nije bila statistički značajna 

(p=0,0630), dok je u skupini ispitanika od 65 godina i starijih bila statistički značajna 

(p=0,0077) (Slika 34A). Promjena razine ekspresije COX-2 mRNA u tumorima u odnosu na 

normalnu sluznicu debelog crijeva nije se razlikovala u dvije ispitivane dobne skupine 

oboljelih (p=0,8187) (Slika 34B). 

 

 

 

Slika 34. A. Analiza ekspresije COX-2 mRNA u uzorcima sporadičnog karcinoma debelog 

crijeva i uzorcima pripadajuće normalne sluznice u ispitanika mlađih od 65 godina te 65 

godina ili starijih. p-vrijednost je izračunata Wilcoxon testom. 

B. Analiza promjene razine ekspresije COX-2 mRNA u uzorcima tumora u odnosu na 

pripadajuću normalnu sluznicu u dvije dobne skupine ispitanika. p-vrijednost je izračunata 

Mann-Whitney testom. 

FC=fold change; N=normalna sluznica debelog crijeva 15 cm od ruba tumora; T=tumorsko tkivo. 
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4.5.2.2 Spol ispitanika 

U oboljelih muškaraca ekspresija COX-2 mRNA je bila statistički značajno viša u tumorima u 

odnosu na pripadajuću normalnu sluznicu (p=0,0004), dok u žena ta razlika nije dokazana 

(p=0,6391) (Slika 35A). Promjena razine ekspresije COX-2 mRNA u tumorima u odnosu na 

normalnu sluznicu debelog crijeva je bila statistički značajno veća u skupini muškaraca u 

odnosu na skupinu žena (p=0,0487) (Slika 35B). 

 

 

 

Slika 35. A. Analiza ekspresije COX-2 mRNA u uzorcima sporadičnog karcinoma debelog 

crijeva u odnosu na uzorke pripadajuće normalne sluznice s obzirom na spol ispitanika. p-

vrijednost je izračunata Wilcoxon testom. 

B. Usporedba promjene razine ekspresije COX-2 mRNA u uzorcima tumora u odnosu na 

pripadajuću normalnu sluznicu u muških ispitanika u odnosu na ženske ispitanike. p-

vrijednost je izračunata Mann-Whitney testom. 

FC=fold change; N=normalna sluznica debelog crijeva 15 cm od ruba tumora; T=tumorsko tkivo. 
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4.5.2.3 Stadij po Dukes'-u 

Analiza razine ekspresije COX-2 mRNA u tumorima u odnosu na pripadajuću normalnu 

sluznicu pokazala je da nema statistički značajne razlike s obzirom na klasifikaciju tumora po 

Dukes'-u (tumori klasificirani kao Dukes' A p=0,1289; Dukes' B p=0,0542; Dukes' C 

p=0,1574; Dukes' D p=0,1641) (Tablica 26).  

 

Tablica 26. Ekspresija COX-2 mRNA u tumorima i pripadajućim normalnim sluznicama s 

obzirom na stadij po Dukes'-u. 

Stadij po 

Dukes’-u 

FCΔCt ± SD 
p* 

Normala Tumor 

A 0,00142 ± 0,00122 0,00794 ± 0,0164 0,1289 

B 0,00180 ± 0,00268 0,00281 ± 0,00314 0,0542 

C 0,00196 ± 0,00259 0,00488 ± 0,00988 0,1574 

D 0,00116 ± 0,00091 0,00182 ± 0,00173 0,1641 

*p-vrijednosti su izračunate Wilcoxon testom. 

FC=fold change 

 

Slika 36. A. Usporedba razine ekspresije COX-2 mRNA u uzorcima normalne sluznice 

debelog crijeva (15 cm od ruba tumora) s obzirom na stadij po Dukes'-u. p-vrijednost je 

izračunata Kruskal-Wallis testom. 

B. Usporedba razine ekspresije COX-2 mRNA u uzorcima tumora s obzirom na stadij po 

Dukes'-u. p-vrijednost je izračunata Kruskal-Wallis testom. 

FC=fold change. 
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Razina ekspresije COX-2 mRNA u normalnoj sluznici debelog crijeva 15 cm udaljenoj od 

ruba tumora je izrazito niska te nismo dokazali statistički značajnu razliku između ispitivanih 

skupina s obzirom na stadij po Dukes'-u pripadajućeg tumora (p=0,9681) (Slika 36A). 

Usporedbom razine ekspresije COX-2 mRNA u tumorima primijetili smo da nema statistički 

značajne razlike između skupina tumora s obzirom na stadij po Dukes'-u (p=0,7101) (Slika 

36B). 

 

4.5.2.4 Stupanj diferenciranosti tumora 

Analiza razine ekspresije COX-2 mRNA u tumorima u odnosu na pripadajuću normalnu 

sluznicu pokazala je da nema razlike u skupini dobro diferenciranih tumora (p=0,3955), ali da 

postoji statistički značajna razlika u umjereno i slabo diferenciranim tumorima (redom 

p=0,0184 i p=0,0391) (Tablica 27). 

 

Tablica 27. Ekspresija COX-2 mRNA u tumorima i pripadajućim normalnim sluznicama s 

obzirom na stupanj diferenciranosti tumora. 

Stupanj 

diferenciranosti 

FCΔCt ± SD 
p* 

Normala Tumor 

1 0,00165 ± 0,00163 0,00716 ± 0,01534 0,3955 

2 0,00196 ± 0,00275 0,00316 ± 0,00478 0,0184 

3 0,00081 ± 0,00047 0,00312 ± 0,00409 0,0391 

*p-vrijednosti su izračunate Wilcoxon testom. 

FC=fold change 
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Usporedbom razine ekspresije u tumorima različitog stupnja diferenciranosti nismo dokazali 

statistički značajnu razliku između uzoraka normalnih sluznica debelog crijeva 15 cm 

udaljenoj od ruba tumora (p=0,5103), (Slika 37A) kao ni pripadajaćih tumora između skupina 

dobro, umjereno i slabo diferenciranih tumora (p=0,8023) (Slika 37B).  

 

 

 

Slika 37. Usporedba razine ekspresije COX-2 mRNA (A.) u uzorcima normalne sluznice 

debelog crijeva (15 cm od ruba tumora) s obzirom na stupanj diferenciranosti pripadajućeg 

tumora. p-vrijednost je izračunata Kruskal-Wallis testom; (B.) u uzorcima tumora s obzirom 

na stupanj diferenciranosti. p-vrijednost je izračunata Kruskal-Wallis testom. 

FC=fold change; 1=dobro, 2=umjereno i 3=slabo diferencirani tumori. 
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4.5.2.5 Veličina tumora 

Uzorke smo prema veličini tumora podijelili u dvije skupine: <5 cm i ≥5 cm. Ekspresija COX-

2 mRNA je bila statistički značajno niža u tumorima u odnosu na pripadajuću normalnu 

sluznicu neovisno o veličini tumora (za skupinu tumora <5 cm p=0,0384, a za skupinu tumora 

≥5 cm p=0,0141) (Slika 38A). Promjena razine ekspresije COX-2 mRNA u tumorima u 

odnosu na normalnu sluznicu debelog crijeva nije bila statistički značajna bez obzira na 

veličinu tumora (p=0,3768) (Slika 38B). 

 

 

Slika 38. A. Analiza ekspresije COX-2 mRNA u uzorcima sporadičnog karcinoma debelog 

crijeva u odnosu na uzorke pripadajuće normalne sluznice s obzirom na veličinu tumora. p-

vrijednost je izračunata Wilcoxon testom. 

B. Usporedba promjene razine ekspresije COX-2 mRNA u uzorcima tumora u odnosu na 

pripadajuću normalnu sluznicu u skupini tumora <5 cm u odnosu na tumore ≥5 cm. p-

vrijednost je izračunata Mann-Whitney testom. 

FC=fold change; N=normalna sluznica debelog crijeva 15 cm od ruba tumora; T=tumorsko tkivo. 
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4.6 KORELACIJA RAZINE EKSPRESIJE GENA COX-1 I COX-2 S 

PREŽIVLJENJEM PACIJENATA 

Rezultate dobivene analizom ekspresije gena COX-1 i COX-2 na razini specifične mRNA 

korelirali smo s podacima o preživljenju oboljelih. Za 35 ispitanika smo imali dostupne 

podatke o preživljenju, a maksimalno vrijeme praćenja je bilo 95 mjeseci. Rezultate 

preživljenja smo analizirali metodom po Kaplan-Meieru. 

Rezultate ekspresije izrazili smo kao FCΔΔCt i grupirali smo ih ovisno o tome da li je razina 

ekspresije gena COX-1, odnosno COX-2, bila snižena ili povišena u tumorima u odnosu na 

normalnu sluznicu. Rezultate ekspresije gena COX-1 nismo mogli podijeliti u dvije grupe za 

analizu jer je u čak 32 od 35 ispitanika detektiran pad ekspresije te je grupa sa povišenom 

ekspresijom bila premala za analizu. 

Prema promjeni razine ekspresije gena COX-2, 13 od 35 ispitanika je imalo sniženu 

ekspresiju u tumorima u odnosu na normalnu sluznicu, dok su 22 imala povišenu ekspresiju 

tog gena u odnosu na pripadajuću normalnu sluznicu. Na kraju praćenja, preživljenje oboljelih 

u kojih je primjećen porast razine COX-2 u tumorima iznosilo je 46,3% (sa srednjom 

vrijednosti preživljenja od 41,7 mjeseca), a u oboljelih u kojih je primijećen pad razine COX-

2 u tumorima 83,1% (sa srednjom vrijednosti preživljenja od 70,3 mjeseca). Oboljeli u kojih 

je dokazana niža razina ekspresije gena COX-2 imali su statistički značajnu veću vjerojatnost 

preživljenja (p=0,0395) (Slika 39).  

 

Slika 39. Analiza preživljenja pacijenata s obzirom na promjenu razine ekspresije gena COX-

2. p-vrijednost je izračunata usporedbom krivulja preživljenja pomoću log-rank (Mantel-Cox) 

testa. 
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4.7 ANALIZA METILACIJE PROMOTORA GENA COX-2 

Metilaciju promotora gena COX-2 analizirali smo metodom PCR specifičnom za metilaciju 

(MSP-PCR), koristeći dva seta početnica specifičnih za prepoznavanje metiliranih i 

nemetiliranih citozina u CpG dinukleotidima u uzorku od 50 parova tumorskog tkiva i 

pripadajućeg normalnog tkiva debelog crijeva (15 cm od ruba tumora). 

Nemetilirani CpG dinukleotidi na ispitivanim pozicijama u promotoru otkriveni su u svim 

uzorcima. Metilacija je bila prisutna u uzorcima normalne sluznice debelog crijeva, ali i u 

uzorcima tumorskog tkiva. Razlika u učestalosti metilacije ispitivanih CpG dinukleotida 

između tumora i normalne sluznice bila je statistički značajna (p=0,0440) (slika 40A). 

Kako bi ispitali moguću povezanost učestalosti metilacije promotora gena COX-2 i ekspresije 

specifične mRNA, usporedili smo razinu ekspresije COX-2 mRNA u uzorcima tumorskog 

tkiva u kojima su ispitivani CpG dinukleotidi bili metilirani u odnosu na uzorke u kojima 

nismo otkrili metilaciju. Nije bilo statistički značajne razlike u razini ekspresije između dvije 

definirane grupe uzoraka (p=0,7112) (Slika 40B). 

 

 

Slika 40. Analiza metilacije promotora gena COX-2. (A.) Usporedba učestalosti metilacije 

ispitivanih CpG dinukleotida u uzorcima normalne sluznice debelog crijeva (15 cm od ruba 

tumora) i uzorcima tumorskog tkiva. p-vrijednost je izračunata Fisher egzaktnim testom.  

(B.) Usporedba razine ekspresije u skupini uzoraka tumorskog tkiva u kojima je detektirana 

metilacija promotora u odnosu na skupinu uzoraka u kojoj nije detektirana. p-vrijednost je 

izračunata Mann-Whitney testom. 

FC=fold change; N=normalna sluznica debelog crijeva (15 cm od ruba tumora); T=tumorsko tkivo 
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4.8 ANALIZA RAZINE EKSPRESIJE COX-1 I COX-2 PROTEINA 

U histološkim preparatima tkiva 13 parova sporadičnih karcinoma debelog crijeva i 

pripadajuće normalne sluznice (15 cm od ruba tumora) odredili smo ekspresiju proteina COX-

1 i COX-2 metodom imunohistokemije. Pozitivna imunohistokemijska reakcija obilježena je 

prisustvom produkta reakcije u vidu smeđeg obojenja u citoplazmi tumorskih stanica ili 

epitelnih stanica normalne sluznice debelog crijeva. Svaki preparat je analiziran na 

cjelokupnom području tumora te su rezultati imunohistokemijske reakcije prikazani kao 

pozitivni ili negativni.  

Imunohistokemijska reakcija sa COX-1 specifičnim protutijelom dala je pozitivan rezultat u 

preparatima normalne sluznice debelog crijeva, dok je u rezovima tumorskog tkiva dala 

obojenje vrlo slabog intenziteta ili nije bila detektabilna (Slika 41).  

 

 

  

Slika 41. Ekspresija COX-1 proteina u uzorcima tumora i pripadajuće normalne sluznice (15 

cm od ruba tumora). (A.) Pozitivna reakcija imunohistokemije u uzorku normalne sluznice 

debelog crijeva. Povećanje 100x. (B.) Negativna reakcija imunohistokemije u uzorku 

karcinoma debelog crijeva. Povećanje 400x. 
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Imunohistokemijska reakcija sa COX-2 specifičnim protutijelom dala je blago pozitivan ili 

negativan rezultat u preparatima normalne sluznice debelog crijeva, dok je u rezovima 

tumorskog tkiva dala pozitivan rezultat (Slika 42).  

 

 

  

Slika 42. Ekspresija COX-2 proteina u uzorcima tumora i pripadajuće normalne sluznice (15 

cm od ruba tumora). (A.) Pozitivna reakcija imunohistokemije u uzorku normalne sluznice 

debelog crijeva. Povećanje 100x. (B.) Pozitivna reakcija imunohistokemije u uzorku 

karcinoma debelog crijeva. Povećanje 400x. 

 

 

Rezultati analize ekspresije proteina COX-1 i COX-2 pomoću specifičnih protutijela 

odgovarali su rezultatima analize ekspresije specifičnih mRNA. 
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4.9 ANALIZA RAZINA EKSPRESIJE SPECIFIČNIH miRNA 

Razina ekspresije miRNA gena miR-141 i miR-200a analizirana je metodom kvantitativnog 

„real-time“ PCR pomoću specifičnih Taqman
®
 miRNA eseja (Applied Biosystems) u 53 

odabranih parova tumora i pripadajućih normalnih sluznica debelog crijeva (15 cm od ruba 

tumora). Uz te parove u analizu su uključeni i uzorci tkiva metastaza u jetri. 

Rezultati su iskazani u obliku FCΔCt. Prije odabira statističkog testa, rezultati su testirani na 

normalnost razdiobe D'Agostino i Pearson omnibus testom normalnosti.  

 

4.9.1 miR-141 

Analiza ekspresije miR-141 pokazala je da nema razlike u razini ekspresije specifične miRNA 

u uzorcima tumora u odnosu na pripadajuću normalnu sluznicu tkiva 15 cm od ruba tumora 

(p=0,5561) (Slika 43A).  

 

 

Slika 43. Analiza ekspresije miR-141 (A.) u uzorcima sporadičnog karcinoma debelog crijeva 

i uzorcima pripadajuće normalne sluznice. p-vrijednost je izračunata Wilcoxon testom; 

(B.) u uzorcima sporadičnog karcinoma debelog crijeva i uzorcima pripadajuće normalne 

sluznice (15 cm udaljenog od ruba tumora) te tkiva metastaza u jetri. p-vrijednost je 

izračunata Friedman testom. 

FC=fold change; N=normalna sluznica debelog crijeva 15 cm od ruba tumora; T=tumorsko tkivo; M= 

tkivo metastaze u jetri. 
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Isto tako nije bilo razlike u razini ekspresije miR-141 u tkivu metastaza u jetri u odnosu na 

tumor i pripadajuću normalnu sluznicu debelog crijeva (15 cm od ruba tumora) (p=0,1118) 

(Slika 43B). 

 

4.9.2 miR-200a 

Analiza ekspresije miR-200a pokazala je da nema razlike u razini ekspresije specifične 

miRNA u uzorcima tumora u odnosu na pripadajuću normalnu sluznicu tkiva 15 cm od ruba 

tumora (p=0,0986) (Slika 44A). Isto tako nije bilo razlike u razini ekspresije miR-200a u 

tkivu metastaza u jetri u odnosu na tumor i pripadajuću normalnu sluznicu debelog crijeva (15 

cm od ruba tumora) (p=0,4861) (Slika 44B). 

 

Slika 44. Analiza ekspresije miR-200a (A.) u uzorcima sporadičnog karcinoma debelog 

crijeva i uzorcima pripadajuće normalne sluznice. p-vrijednost je izračunata Wilcoxon testom; 

(B.) u uzorcima sporadičnog karcinoma debelog crijeva i uzorcima pripadajuće normalne 

sluznice (15 cm udaljenog od ruba tumora) te tkiva metastaza u jetri. p-vrijednost je 

izračunata Friedman testom. 

FC=fold change; N=normalna sluznica debelog crijeva 15 cm od ruba tumora; T=tumorsko tkivo; M= 

tkivo metastaze u jetri. 
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Složena raspodjela ekspresije COX-1 i COX-2 u fiziološki normalnim tkivima i njihova 

funkcionalna međureakcija uvjetuju važnost precizne regulacije njihove ekspresije. Prisutnost 

prostanoida u gotovo svim tkivima ukazuje na moguću ulogu COX izoformi u razvoju 

različitih patoloških promjena (Smith i Langenbach, 2001.; Simmons i sur., 2004.). Pojačana 

ekspresija COX-2 primijećena je u tumorigenezi brojnih tkiva. Povezana je s karcinomima 

dojke (Half i sur., 2002.; Ristimäki i sur., 2002.; Denkert i sur., 2003.; Karray-Chouayekh i 

sur., 2011.), pluća (Wolff i sur., 1998.; Jiang i sur., 2013.), gušterače (Molina i sur., 1999.; 

Tucker i sur., 1999.; Juuti i sur., 2006.), jednjaka (Lord i sur., 1999.; Shamma i sur., 2000.), 

želuca (Akhtar i sur., 2001.; van Rees i sur., 2002.; Yamagata i sur., 2002.; Hur i sur., 2003.). 

U debelom crijevu COX-1 ima ulogu u obnavljanju epitela, dok se ekspresija COX-2 javlja u 

patološkim promjenama sluznice (Cohn i sur., 1997.; Sinicrope i Gill, 2004.). Ekspresiju gena 

COX-2 potiču mnogi pro-upalni čimbenici, hormoni, faktori rasta i onkogeni, od kojih su 

mnogi aktivirani u karcinogenezi (Tanabe i Tohnai, 2002.).  

Cilj ovog istraživanja bio je ispitati ulogu COX izoformi u razvoju i napredovanju 

sporadičnog karcinoma debelog crijeva, mehanizme njihove regulacije kao i povezanost 

polimorfizama u regulatornim regijama gena COX-1 i COX-2 sa sklonošću obolijevanju i 

ekspresijom na razini mRNA i proteina.  

Razina COX-1 u normalnim epitelnim stanicama debelog crijeva relativno je niska, no 

konstitutivno je eksprimiran i sudjeluje u održavanju fizioloških uvjeta sluznice 

posredovanjem u biosintezi COX-1-specifičnog PGE2 (Cohn i sur., 1997.). U našem 

ispitivanom uzorku otkrili smo ekspresiju gena COX-1 u uzorcima svih oboljelih. U 91,6% 

analiziranih uzoraka tumora primijetili smo pad razine mRNA ekspresije u odnosu na 

pripadajuću normalnu sluznicu debelog crijeva. Analiza ekspresije proteina pokazala je 

pozitivnu reakciju imunohistokemije na COX-1 u svim ispitivanim uzorcima normalne 

sluznice debelog crijeva. U uzorcima pripadajućih tumora razina proteina bila je izrazito niska 

ili je nije bilo moguće otkriti. Korištena metoda analize mRNA znatno je osjetljivija od 

imunohistokemijske analize proteina što je omogućilo otkrivanje specifične mRNA i u 

uzorcima u kojima ekspresija proteina nije bila vidljiva. Prijašnja istraživanja su pokazala da 

je razina COX-1 u tumorskim stanicama debelog crijeva približna ili jednaka razini u 

normalnoj sluznici (Kargman i sur., 1995.; Sano i sur., 1995.; Fujita i sur., 1998.). Naši 

rezultati su pokazali statistički značajno nižu ekspresiju COX-1 u karcinomima u odnosu na 

pripadajuću normalnu sluznicu debelog crijeva (p<0,0001) u gotovo svim ispitivanim 

parovima uzoraka. Iz dobivenih rezultata vidljivo je da je gubitak COX-1 učestali događaj u 
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karcinogenezi ovog tipa tumora te ukazuju na ključnu ulogu COX-1 kao zaštitnog čimbenika 

u sluznici debelog crijeva. 

Za razliku od COX-1, uloga COX-2 u karcinomu debelog crijeva dobro je poznata (Oshima i 

sur., 1996.; Chulada i sur., 2000.; Sinicrope i Gill, 2004.). Naši rezultati su pokazali statistički 

značajno povišenu razinu ekspresije COX-2 u tumorskom tkivu u odnosu na normalnu 

sluznicu debelog crijeva (p=0,0021). Ti rezultati su u skladu s prijašnjim istraživanjima na 

karcinomu debelog crijeva kod ljudi (Eberhart i sur., 1994.; Kargman i sur., 1995.; Sano i sur., 

1995.; Kutchera i sur., 1996.; Dimberg i sur., 1999.; Sheehan i sur., 1999.; Masunaga i sur., 

2000.; Tomozawa i sur., 2000.; Yamauchi i sur., 2002.). Povišena ekspresija COX-2 povezana 

je s karcinogenezom preko djelovanja COX-2-specifičnog PGE2 (Neil i sur., 2008.; 

Greenhough i sur., 2009.; Koeberle i Werz, 2009.). Konstitutivna transkripcija gena te 

stabilizacija transkripta i proteinskog produkta predloženi su mehanizmi visoke ekspresije 

COX-2 u tumorima (DeWitt i Meade, 1993.; Kutchera i sur., 1996.; Dixon i sur., 2001.). Naši 

rezultati su pokazali korelaciju razine ekspresije COX-2 mRNA i proteina u ispitivanim 

uzorcima oboljelih što podupire predložene mehanizme regulacije u tumorskim stanicama.  

Za razliku od COX-1, čije se značajno smanjenje ekspresije javlja u gotovo svih oboljelih, 

COX-2 ima širok raspon vrijednosti u tumorima, ali i u normalnoj sluznici debelog crijeva. 

Razina ekspresije COX-2 u karcinomima raste u odnosu na pripadajuću normalnu sluznicu u 

63,4% ispitanika, dok je u preostalima primijećena snižena razina COX-2. Veliku varijaciju u 

COX-2 ekspresiji između uzoraka vidjeli su i Sheehan i sur. (Sheehan i sur., 1999.). Iako 

COX-2 nije pojačano eksprimiran u svim tumorima, nizvodni tumorigeni učinak PGE2 ipak 

može biti prisutan u slučaju promijenjenog obrasca ekspresije terminalnih sintaza prostanoida, 

primarno mPGES (Koeberle i Werz, 2009.). 

Jedan od mehanizama koji bi objasnio utišavanje ekspresije COX-2 u normalnoj sluznici, ali i 

u tumorima s aktivnim signalnim putevima koji inače aktiviraju transkripciju COX-2, mogla 

bi biti metilacija CpG otoka u promotoru. Castells i sur. (2006.) dokazali su povišenu 

ekspresiju COX-2 u karcinomima debelog crijeva s funkcionalnim MMR, no puno rjeđe u 

skupini uzoraka s promijenjenim MMR. Ti rezultati pokazuju da je snižena razina COX-2 

posljedica hipermetilacije promotora (Castells i sur., 2006.). Toyota i sur. (2000.) su analizom 

metilacije promotora gena COX-2 otkrili metilirane CpG dinukleotide u 13% sporadičnih 

karcinoma debelog crijeva i 14% adenoma.  
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Naši rezultati su pokazali učestaliju metilaciju specifičnih CpG dinukleotida u promotoru 

gena COX-2 u normalnoj sluznici debelog crijeva u odnosu na pripadajuće tumore (p=0,044). 

Učestalija metilacija promotora gena COX-2 prisutna u stanicama normalnog tkiva mogući je 

razlog statistički značajno niže razine ekspresije tog gena, dok bi smanjena učestalost 

metilacije promotora u tumorskom tkivu mogla objasniti pojačanu gensku ekspresiju 

dobivenu na razini specifične mRNA. Međutim nismo pronašli statistički značajnu 

povezanost metilacije promotora gena COX-2 i ekspresije specifične mRNA. Sličan rezultat 

dobili su Asting i sur. (2011.).  

S obzirom na zaštitnu ulogu COX-1 te tumorigenu ulogu COX-2 u sluzici debelog crijeva, 

zanimalo nas je da li je omjer njihove ekspresije važan u razvoju i napredovanju karcinoma. 

Primijetili smo povišenu vrijednost omjera COX-2/COX-1 u uzorcima tumora u odnosu na 

pripadajuću normalnu sluznicu što je u skladu s očekivanim (p<0,0001). U više od 85% 

uzoraka normalne sluznice razina COX-1 mRNA bila je viša od razine COX-2 mRNA što 

potvrđuje ulogu COX-1 u normalnim fiziološkim procesima očuvanja sluznice debelog 

crijeva, dok COX-2 nije prisutan u većini uzoraka. U skladu s rezultatima ekspresije gena 

COX-2, raspon dobivenih vrijednosti omjera COX-2/COX-1 bio je širi nego u uzorcima 

normalne sluznice, no u gotovo 55% uzoraka razina ekspresije COX-2 mRNA bila je viša od 

razine COX-1 mRNA koja je izrazito niska u gotovo svim uzorcima tumora. Maekawa i sur. 

(1998.) su evaluirali ekspresiju COX-2 u odnosu na ukupnu ekspresiju COX izoformi u 

karcinomima, adenomima, hiperplastičnim polipima i normalnoj sluznici debelog crijeva. 

Također su primijetili povišenu vrijednost omjera COX-2/COX ekspresije u karcinomima u 

odnosu na normalnu sluznicu. Povišene vrijednosti pronašli su i u adenomima, ali ne i u 

polipima te su predložili pojačanu ekspresiju COX-2 kao rani događaj u razvoju karcinoma 

debelog crijeva (Maekawa i sur., 1998). Hao i sur. (1999.) povezali su ekspresiju COX-2 sa 

stadijem adenoma, dok Edwards i sur. (2012.) nisu pronašli povezanost s rizikom od razvoja 

polipa. Oba rezultata potvrđuju porast ekspresije COX-2 kao rani događaj u karcinogenezi. 

Zanimalo nas je postoji li povezanost omjera ekspresije COX-2/COX-1 s napredovanjem i 

prognozom ovog zloćudnog oboljenja te smo korelirali vrijednosti omjera s podacima o 

oboljelima odnosno kliničko-patološkim karakteristikama tumora. Statistička analiza nije 

pokazala značajnu povezanost omjera COX-2/COX-1 s podacima o dobi i spolu ispitanika te 

stadiju po Dukes'-u, stupnju diferenciranosti i veličini tumora. Maekawa i sur. (1998.) također 

nisu pronašli korelaciju omjera COX-2/COX ekspresije sa stadijem bolesti, stupnjem 

diferencijacije i lokacijom tumora.  
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Normalna sluznica debelog crijeva korištena u ovom istraživanju uzeta je s udaljenosti od 

najmanje 15 cm od ruba tumora. Kako bismo utvrdili da li se razina COX-1 i COX-2 mijenja 

već u tkivu koje okružuje tumor, analizu mRNA ekspresije smo proveli i u uzorcima sluznice 

debelog crijeva uzete na udaljenosti od 5 cm i 10 cm od ruba tumora. Dobivene rezultate 

usporedili smo s uzorcima normalne sluznice i pripadajućeg tumora. Tkivo koje okružuje 

tumor neki autori smatraju „prekanceroznim tkivom“, dok drugi smatraju da su procesi u 

okolnom tkivu zapravo posljedica aktivnosti tumorskih stanica (Levin, 1912.). Krenuli smo 

od pretpostavke da bi, ako se radi o prekanceroznim promjenama, razina COX-1 trebala biti 

niža već u okolnom tkivu, a najniža u uzorcima tumora, dok bi analogno tome razina COX-2 

trebala rasti od normalne sluznice prema tumorskom tkivu. Naši rezultati su pokazali da se 

razine ekspresije COX-1 i COX-2 ne mijenjaju značajno u uzorcima sluznice debelog crijeva 

udaljenim 5 cm odnosno 10 cm od ruba tumora u odnosu na normalnu sluznicu. Značajna 

promjena primjećuje se samo u tumorskom tkivu što ukazuje na to da tkivo koje okružuje 

tumor na 5 cm ili više od ruba tumora ne predstavlja prekanceroznu leziju već odgovara 

ekspresijskom profilu normalne sluznice. Istraživanje na modelu karcinoma gušterače 

pokazalo je da fibroblasti koji okružuju tumor mogu imati i zaštitnu ulogu sprečavajući 

nekontrolirano širenje tumora. To je prvi dokaz da tkivo koje okružuje tumor ne mora nužno 

imati ulogu u poticanju karcinogeneze, već može i djelovati zaštitno u smislu usporavanja 

rasta tumora (Ozdemir i sur., 2014.).  

Željeli smo ispitati ulogu COX-1 i COX-2 u udaljenim metastazama karcinoma debelog 

crijeva pa smo analizirali njihovu ekspresiju u uzorcima metastaza u jetri. Rezultati su 

pokazali da je ekspresija COX-1 u ispitivanim uzorcima značajno niža u odnosu na normalnu 

sluznicu debelog crijeva (p<0,0001), odnosno odgovara razini ekspresije u tumorima. 

Možemo zaključiti da se jednom utišan COX-1 u tumorskim stanicama više ne aktivira u 

kasnijim stadijima razvoja metastatskog karcinoma. Odnosno da u karcinogenezi dolazi do 

ireverzibilnog gubitka njegove ekspresije. Razina ekspresije COX-2 u metastazama također je 

vrlo niska. Iako u tumorima dolazi do pojačane ekspresije u odnosu na normalnu sluznicu, 

ponovo se gubi u metastazama (p=0,0006). Taj rezultat ukazuje na moguću ulogu COX-2 u 

EMT, koja se gubi u MET (engl. mesenchymal-to-epithelial transition). To je proces suprotan 

EMT, a aktivira se nakon invazije metastatske stanice u udaljeno tkivo. Drugi autori su 

analizirali COX-1 i COX-2 proteine u metastazama u limfnim čvorovima i u jetri te su dobili 

pozitivan rezultat (Chen i sur., 2001.; Soumaoro i sur., 2004.).   
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Mali broj istraživanja pronašao je vezu COX-1 s patološkim promjenama kod ljudi. Određeni 

COX-1 polimorfizmi povezani su s rizikom od razvoja nekih prekanceroznih stanja i raka. 

Ulrich i sur. (2004.) pronašli su povezanost delecije L15_L16del s povećanim rizikom od 

razvoja polipa i adenoma na sluznici debelog crijeva (Ulrich i sur., 2004). Habermann i sur. 

(2013.) povezali su SNP COX-1 -1053 A/G i +7135 A/G s povećanom sklonošću obolijevanju 

od raka debelog crijeva, odnosno rektuma s obzirom na prehranu ispitanika. S razvojem čira 

na želucu povezan je SNP COX-1 -1676 T/C (Arisawa i sur., 2007). 

U našem istraživanju, ispitali smo povezanost potencijalno funkcionalnih polimorfizama 

COX-1 -1676 T/C i -842 A/G sa sklonošću obolijevanju od karcinoma debelog crijeva. 

Statistička analiza je pokazala da nema značajne povezanosti pojedinačnih polimorfizama, 

kao ni kombinacije genotipova, s karcinomom debelog crijeva u ukupnom ispitivanom 

uzorku. Međutim, odvojenom analizom polimorfizama u skupinama žena i muškaraca 

primijetili smo 16,5 puta veći rizik od obolijevanja od karcinoma debelog crijeva u skupini 

muškaraca nosioca kombinacije genotipova COX-1 -1676/-842 CC/AG (p=0,006). Ti rezultati 

ukazuju na to da su varijantni aleli COX-1 -1676C i -842G, aleli manjeg utjecaja koji 

pojedinačno nemaju značajan učinak, ali u kombinaciji mogu utjecati na promjenu funkcije 

gena. 

Za polimorfizme COX-1 -1676 T/C i -842 A/G predviđeno je da bi mogli utjecati na 

ekspresiju gena mijenjajući slijed u veznim mjestima za specifične transkripcijske faktore. 

Varijantni, manje učestali alel -1676C mijenja potencijalno vezno mjesto za GATA1, dok -

842G stvara potencijalno vezno mjesto za AP2 (Abecasis i sur., 2012.; Agundez i sur., 2014.). 

Transkripcijski faktor GATA1 pojačivač je genske ekspresije te bi promjena specifičnosti 

njegovog vezanja mogla narušiti normalnu ekspresiju gena COX-1 (Wong i sur., 2004.). Za 

AP2 se smatra da ima ulogu inhibitora transkripcije na novostvorenom veznom mjestu (Jiang 

i sur., 2000.; Halushka i sur., 2003.) te bi nosioci varijantnog alela -842G mogli imati sniženu 

razinu ekspresije gena COX-1. Osim modifikacije razine transkripcije, polimorfizam COX-1 -

842 A/G, i polimorfizam P17L s kojim je u potpunom LD, mogli bi utjecati na odgovor 

pojedinca na terapiju NSAID (Halushka i sur., 2003.; Ulrich i sur., 2004.). Analiza ekspresije 

gena COX-1 s obzirom na određeni genotip ispitanika nije pokazala povezanost polimorfizma 

COX-1 -1676 T/C s razinom mRNA u uzorcima tumorskog tkiva i normalne sluznice debelog 

crijeva. Razina ekspresije gena COX-1 nije povezana ni s polimorfizmom COX-1 -842 A/G u 

normalnoj sluznici debelog crijeva, međutim statistička analiza je pokazala povezanost ovog 

polimorfizma s ekspresijom u tumorskom tkivu (p=0,0248). Razina ekspresije gena COX-1 u 
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tumorima je vrlo niska te smatramo da razlika u razini ekspresije s obzirom na genotip nema 

funkcionalni značaj u stanicama tumora.  

Rezultati analize preživljenja oboljelih od karcinoma debelog crijeva pokazali su da nema 

korelacije COX-1 polimorfizama s preživljenjem oboljelih, što je u skladu s opisanim 

rezultatima koji nisu pokazali povezanost s ekspresijom gena i sklonošću obolijevanju. Bilo bi 

zanimljivo ispitati povezanost kombinacije polimorfizama COX-1 -1676/-842 CC/AG, koja je 

pokazala veći rizik od obolijevanja od karcinoma debelog crijeva, s ekspresijom gena i 

preživljenjem oboljelih, no zbog premalog broja uzoraka muških ispitanika nosioca ove 

kombinacije nismo mogli provesti statističku analizu.  

S obzirom na dobro poznatu ulogu gena COX-2 u razvoju karcinoma debelog crijeva, različita 

istraživanja usmjerena su na ulogu polimorfizama u regulatornoj i kodirajućoj regiji ovog 

gena u karcinogenezi (Hamajima i sur., 2001.; Lin i sur., 2002.; Cox i sur., 2004.; Goodman i 

sur., 2004.; Koh i sur., 2004.; Sansbury i sur., 2006.; Siezen i sur., 2006.; Tan i sur., 2007.; 

Habermann i sur., 2013.; Iersen i sur., 2013.; Makar i sur., 2013.; Pimenta i sur., 2014.). S 

ciljem boljeg razumijevanja dostupnih i često nekonzistentnih rezultata, provedene su meta-

analize brojnih objavljenih istraživanja. Pregledi istraživanja su pokazali povezanost 

karcinoma debelog crijeva samo s polimorfizmima COX-2 -1195 T/C i -765 G/C (Pereira i 

sur., 2009.; Dong i sur., 2010.; Nagao i sur., 2013.). Ti polimorfizmi su ujedno i najučestaliji 

potencijalno funkcionalni polimorfizmi u promotoru gena COX-2 u svjetskoj populaciji 

(Agundez i sur., 2014.). 

U našem istraživanju analizirali smo polimorfizme COX-2 -1195 T/C i -765 G/C u promotoru 

gena COX-2 te +8473 A/G u 3'UTR. Ispitali smo njihovu povezanost sa sklonošću 

obolijevanju od karcinoma debelog crijeva, zatim s razinom ekspresije gena u tumorskom 

tkivu i u pripadajućoj normalnoj sluznici te s preživljenjem oboljelih. 

Analizom polimorfizma COX-2 -1195 T/C nismo potvrdili njegovu povezanost s 

obolijevanjem od karcinoma debelog crijeva u stanovnika Hrvatske. Ti rezultati su u skladu s 

istraživanjem Peng i sur. (2014.) koji su meta-analizom dobili isti rezultat. Isto tako nismo 

pronašli statistički značajnu povezanost polimorfizma COX-2 -1195 T/C s razinom ekspresije 

gena u tumorima kao ni u pripadajućoj normalnoj sluznici.  

Analizom polimorfizma COX-2 -765 G/C dobili smo statistički značajnu povezanost sa 

sklonošću obolijevanju od karcinoma debelog crijeva. Statistička analiza je pokazala 1,4 puta 
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veći rizik od obolijevanja od karcinoma debelog crijeva u nosioca genotipa COX-2 -765 GC 

ili CC (p=0,015). Taj rezultat je potvrđen i analizom kombinacija COX-2 genotipova koja je 

pokazala da nosioci kombinacije COX-2 -1195/-765/+8473 TT/GC/AA imaju 2,8 puta veći 

rizik od obolijevanja od ovog karcinoma u odnosu na kontrolnu skupinu (p=0,003). Rezultate 

genotipizacije polimorfizma COX-2 -765 G/C analizirali smo također i s obzirom na spol 

ispitanika. U obje skupine ispitanika kombinacija genotipova COX-2 -1195/-765/+8473 

TT/GC/AA također je pokazala 2,8 puta veći rizik od obolijevanja od ovog karcinoma u 

odnosu na kontrolnu skupinu. U skupini muškaraca rezultat je bio statistički značajan 

(p=0,033), dok je u skupini žena bio na granici statističke značajnosti (p=0,058). 

Raspodjela određivanih genotipova bila je u skladu s Hardy-Weinberg ravnotežom. Jedina 

iznimka bila je frekvencija genotipova polimorfizma COX-2 -765 G/C u skupini oboljelih. Ta 

razlika između skupine oboljelih i kontrolne skupine dodatna je potvrda uloge ovog 

polimorfizma u razvoju karcinoma debelog crijeva (Esser i Tomluk, 2005.). 

Polimorfizam COX-2 -765 G/C nalazi se u veznom mjestu za Sp1 (Papafili i sur., 2002.) koji 

se smatra transkripcijskim aktivatorom. Veže se na G-bogate elemente kao što je GC-box, a u 

promotoru gena COX-2 prepoznaje slijed baza smješten između pozicije -766 i -761 u odnosu 

na start kodon. Ukoliko postoji više veznih mjesta za Sp1, za isto vezno mjesto može se 

natjecati i Sp3 koji tada vezanjem inhibira Sp1-reguliranu transkripciju (Wu i sur., 1998.; 

Suske, 1999.; Xu i sur., 2000.). Predviđena promjena veznog mjesta za Sp1 s varijantnim 

alelom COX-2 -765C povezana je sa sniženom aktivnošću gena COX-2 (Papafili i sur., 2002.; 

Cipollone i sur., 2004.). Međutim, varijantni alel COX-2 -765C također uvodi vezno mjesto za 

E2F obitelj transkripcijskih faktora od kojih neki članovi djeluju kao transkripcijski aktivatori 

(Szczeklik i sur., 2004.). Naši rezultati potvrđuju mogućnost pojačane transkripcije gena 

COX-2 u nosioca varijantnog alela. Primijetili smo statistički značajno povišenu razinu 

ekspresije COX-2 mRNA u tumorskom tkivu oboljelih nosioca genotipa COX-2 -765 GC ili 

CC u odnosu na homozigote divljeg tipa (p=0,0473). Iako ta povezanost nije statistički 

značajna i u normalnoj sluznici debelog crijeva, u skladu je s prijašnjim nalazom povezanosti 

varijantnog alela s razvojem karcinoma debelog crijeva. Dobiveni rezultati slažu se s 

rezultatima Szczeklik i sur. (2004.) koji su detektirali povišenu biosintezu PGE2 i PGD2 u 

nosioca genotipa COX-2 -765 CC. 

Treći analizirani polimorfizam, COX-2 +8473 A/G, smješten je u eksonu 10 u regiji koja 

kodira za 3'UTR. Bioinformatička analiza je pokazala da bi varijantni alel mogao utjecati na 
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sekundarnu strukturu COX-2 mRNA i posljedično na njenu stabilnost (Langsenlehner i sur., 

2006). Regija 3'UTR ključna je za miRNA-specifičnu regulaciju translacije te polimorfizmi u 

tom slijedu potencijalno utječu na posttranskripcijsku regulaciju ekspresije gena. Tako je ovaj 

polimorfizam povezan s gubitkom veznog mjesta za miR-542-3p. Moore i sur. (2012.) su 

predložili da bi varijantni alel COX-2 +8473G omogućio stabilizaciju mRNA izbjegavanjem 

miRNA-ovisne razgradnje. To su i potvrdili svojim rezultatima koji su ga povezali s 

povišenom razinom mRNA i proteina. Rezultati drugih autora pokazali su povezanost 

varijantnog alela sa sniženom razinom COX-2 mRNA (Gatalica i sur., 2008.; Yang i sur., 

2008.), dok naši rezultati nisu pokazali statistički značajnu povezanost polimorfizma COX-2 

+8473 A/G s razinom ekspresije gena u tumorima kao ni u pripadajućoj normalnoj sluznici. 

Analizom polimorfizma COX-2 +8473 A/G sa sklonošću obolijevanju, nismo utvrdili njegovu 

povezanost s obolijevanjem od karcinoma debelog crijeva u stanovnika Hrvatske. Peng i sur. 

(2014.) su meta-analizom brojnih studija dobili isti rezultat. Međutim, dodatnom analizom 

povezanosti ovog polimorfizma sa sklonošću obolijevanju od karcinoma debelog crijeva u 

odvojenim skupinama žena i muškaraca, primijetili smo smo da je genotip COX-2 +8473 AG 

bio statistički značajno manje učestao u oboljelih žena u odnosu na kontrolnu skupinu 

(p=0,028). Dobiveni rezultat ukazuje na moguću zaštitnu ulogu ovog polimorfizma od razvoja 

karcinoma i odgovarao bi povezanosti varijantnog alela sa sniženom ekspresijom gena COX-2 

kao što su pokazali Gatalica i sur. (2008.) i Yang i sur. (2008.) u svojim istraživanjima na 

drugim tipovima tumora.  

Istraživanja djelovanja NSAID i specifičnih COX inhibitora pokazala su da je u nekim 

tipovima tkiva potrebno inaktivirati obje COX izoforme kako bi se izgubila fiziološka 

funkcija prostanoida u normalnim tkivima (Kirtikara i sur., 1998.; Smith i Langenbach, 

2001.). Međutim, u epitelnim stanicama debelog crijeva zaštitnu ulogu u normalnoj sluznici 

ima samo COX-1. Enzim COX-2 može imati takvo djelovanje tek u specifičnim uvjetima i 

nakon stimulacije ekspresije djelovanjem nekog od vanjskih aktivatora kao što je 

lipopolisaharid. U sluznici debelog crijeva, COX-2 pokazuje inducibilnu ekspresiju koja je 

povezana s patološkim promjenama (Cohn i sur., 1997.; Houchen i sur., 2000.; Riehl i sur., 

2000.). Zaštitno djelovanje COX-1 te ulogu COX-2 u karcinogenezi dokazali smo rezultatima 

diferencijalne expresije tih dviju izoformi u ispitivanoj skupini oboljelih od karcinoma 

debelog crijeva. Analizirajući povezanost regulatornih polimorfizama u genima COX-1 i 

COX-2 željeli smo vidjeti da li kombinacija promjena u regulatornom slijedu obje izoforme 

dodatno povećava rizik od obolijevanja od ovog karcinoma. Statistička analiza je pokazala da 
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nosioci kombinacije genotipova COX-1-1676/-842 / COX-2-1195/-765/+8473 CC/AG/TT/ 

GG/AA imaju 14,8 puta veći rizik od obolijevanja (p=0,017) te da nosioci kombinacije 

TT/AA/TT/GC/AA imaju 3,2 puta veći rizik od obolijevanja od karcinoma debelog crijeva u 

odnosu na kontrolnu skupinu (p=0,006). Oba rezultata odgovaraju prikazanim rezultatima 

pojedinačne analize svake od izoformi. Naše istraživanje je pokazalo da je dovoljna promjena 

u regulatornoj regiji samo jedne od COX izoformi za povećani rizik za razvoj ovog 

karcinoma. Zbog premalog broja nosioca varijantnih alela polimorfizama obje izoforme za 

koje smo dokazali da imaju veću sklonost obolijevanju, nismo mogli odrediti da li nosioci 

imaju dodatno povećanje rizika od obolijevanja.  

Uz povezanost s povećanim rizikom od obolijevanja, COX-2 se potvrdio i kao neovisan 

prognostički čimbenik s obzirom na razinu ekspresije u tumorima (Soumaoro i sur., 2004.; 

Ogino i sur., 2008.). U našem ispitivanom uzorku oboljelih od karcinoma debelog crijeva 

razina ekspresije gena COX-2 obrnuto je korelirala s preživljenjem ispitanika. Porast razine 

COX-2 ekspresije u tumorskom tkivu u odnosu na pripadajuću normalnu sluznicu statistički je 

značajno povezan s lošijim preživljenjem oboljelih (p=0,0395). Taj rezultat odgovora 

prijašnjim istraživanjima mnogih grupa koje su također povezale lošije preživljenje oboljelih s 

višom razinom COX-2 (Sheehan i sur., 1999.; Masunaga i sur., 2000.; Soumaoro i sur., 2004.; 

Ogino i sur., 2008.). Analiza preživljenja pacijenata s obzirom na određeni genotip 

regulatornih polimorfizama u genima COX-1 i COX-2 nije pokazala statistički značajnu 

povezanost s vremenom preživljenja oboljelih.  

U literaturi, uloga COX-1 nije smatrana značajnom u razvoju karcinoma debelog crijeva s 

obzirom na prijašnja istraživanja koja su pokazala da se ekspresija bitno ne mijenja u 

karcinogenezi (Kargman i sur., 1995.; Sano i sur., 1995.; Fujita i sur., 1998.). Soumaoro i sur. 

(2004.) pokazali su pad COX-1 ekspresije u tumorima te su razinu ekspresije povezali s 

veličinom tumora, ali ne i s drugim kliničko-patološkim parametrima kao ni preživljenjem 

oboljelih. Prema našim rezultatima, ekspresija gena COX-1 nije povezana s dobi i spolom 

oboljelih te stadijem po Dukes'-u i veličinom tumora, ali je statistički značajno povezana sa 

stupnjem diferenciranosti tumora. Primijetili smo da je razina ekspresije COX-1 u tumorima 

značajno niža nego u normalnoj sluznici u dobro i umjereno diferenciranim tumorima, dok ta 

razlika nije značajna u slabo diferenciranim tumorima. Druga potvrda povezanosti stupnja 

diferencijacije tumora i COX-1 je značajno viša razina ekspresije gena COX-1 u normalnoj 

sluznici debelog crijeva pripadajućih dobro diferenciranih tumora u odnosu na ekspresiju u 

normalnoj sluznici pripadajućih umjereno i slabo diferenciranih tumora (p=0,0471). U 
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uzorcima tumorskog tkiva nije potvrđena ta povezanost, no razina COX-1 ekspresije je vrlo 

niska te smatramo da razlika u razini ekspresije ne bi imala funkcionalnu ulogu.  

Tomozawa i sur. (2000.) i Soumaoro i sur. (2004.) povezali su ekspresiju COX-2 s recidivom 

karcinoma debelog crijeva, no ne i s kliničko-patološkim karakteristikama poput lokacije 

tumora, histološkog tipa te dobi i spola ispitanika. Prvo istraživanje nije pronašlo povezanost 

ni s veličinom i napredovanjem tumora, dok je u drugom istraživanju ta povezanost bila 

statistički značajna (Tomozawa i sur., 2000.; Soumaoro i sur., 2004.). Brojna istraživanja 

pokazala su različite korelacije razine COX-2 u tumorima s kliničko-patološkim 

karakteristikama. Fujita i sur. (1998.) povezali su povišenu razinu COX-2 s veličinom i 

invazijom tumora, no ne i s metastazama, dok su Yamauchi i sur. (2002.) također pronašli 

povezanost s rastom tumora, ali i s razvojem metastaza. Sheehan i sur. (1999.) primijetili su 

povezanost s veličinom tumora i uznapredovalim stadijima bolesti. Neka istraživanja su 

pokazala da COX-2 nije povezan s napredovanjem bolesti, kao što je ona od Dimberg i sur. 

(1999.) koji nisu pronašli povezanost sa stadijem po Dukes'-u. Yamac i sur. (2005.) analizirali 

su COX-2 ekspresiju s obzirom na veličinu tumora, stupanj diferencijacije, lokalizaciju 

tumora, te razvojem lokalnih i udaljenih metastaza, no nisu pronašli statistički značajnu 

povezanost (Yamac i sur., 2005). Naši rezultati također nisu pokazali statistički značajnu 

povezanost ekspresije gena COX-2 s dobi oboljelih te stadijem po Dukes'-u, stupnjem 

diferenciranosti i veličinom tumora. Međutim, pronašli smo povezanost s obzirom na spol 

ispitanika.  

U skupini oboljelih muškaraca razina ekspresije gena COX-2 bila je statistički značajno viša u 

uzorcima karcinoma u odnosu na pripadajuću normalnu sluznicu debelog crijeva što odgovara 

ukupnom rezultatu, dok kod žena nije. Razlika promjene razine ekspresije s obzirom na spol 

bila je statististički značajna (p=0,0487). Niža razina COX-2 u žena u odnosu na muškarce 

mogla bi biti uvjetovana hormonima. Istraživanja su pokazala da estradiol snižava ekspresiju 

COX-2-specifičnih prostaglandina PGF2α i PGE2, kao i COX-2 mRNA u epitelnim stanicama 

(Asselin i sur., 1996.; Xiao i sur., 1998.; Calkin i sur., 2002.). Iako se u starijoj životnoj dobi 

žena mijenja omjer hormona, u našem smo istraživanju analizirali isključivo uzorke 

sporadičnih karcinoma debelog crijeva, te smatramo da je razvoj tumora započeo u puno 

ranijoj dobi od dobi postavljanja dijagnoze. Kad uzmemo u obzir da se promjena ekspresije 

COX-2 smatra ranim događajem u karcinogenezi, moguće je da su ženski ispitanici u tom 

ranom stadiju razvoja karcinoma bili zaštićeni od pojačane ekspresije COX-2 djelovanjem 

upravo estradiola koji u žena prije menopauze čini najveći udio estrogena te da su procesu 
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karcinogeneze u tih ispitanica značajnije doprinijeli neki drugi signalni putevi (Grishina i sur., 

2014.). 

Kompleksnost karcinogeneze vidi se u složenim regulatornim mehanizmima, kao što je ZEB 

regulatorni put. Translaciju ZEB transkripcijskih faktora negativno reguliraju članovi miR-

200 obitelji, a ZEB1 i ZEB2 povratnom spregom negativno reguliraju ekspresiju miR-200 

genskih klastera. Dohadwala i sur. (2006.) su na modelu raka pluća pokazali da COX-2 preko 

djelovanja PGE2 inducira ekspresiju ZEB1. S druge strane, promotor gena COX-2 sadrži E-

box koji predstavlja potencijalno vezno mjesto za ZEB1 i ZEB2 transkripcijske represore 

(Mestre i sur., 2001.; Kang i sur., 2007.).  

Kako bi ispitali moguću indirektnu ulogu članova obitelji miR-200 u regulaciji gena COX-2 u 

karcinogenezi, analizirali smo razinu ekspresije miR-141 i miR-200a u uzorcima oboljelih od 

karcinoma debelog crijeva. Pojačana ekspresija miR-200 u stanicama tumora, snizila bi 

translaciju ZEB proteina što bi omogućilo pojačanu ekspresiju COX-2. miR-141 i miR-200a 

pripadaju različitim genskim klasterima od kojih se svaki prepisuje u obliku jedne 

policistronske mRNA. Iz jednog primarnog transkripta djelovanjem proteinskog kompleksa, 

koji sadrži dva efektorska proteina: Drosha i DGCR8 (engl. DiGeorge syndrome critical 

region 8) (Gregory i sur., 2004.), nastaju miR-141 i miR-200c, dok iz drugog nastaju miR-

200a, miR-200b i miR-429. Naši rezultati pokazali su podjednaku razinu ekspresije miR-141 i 

miR-200a, dok su Hur i sur. (2013.) pokazali višu razinu ekspresije klastera miR-141-200c u 

odnosu na miR-200a-200b-429.  

Sazrijevanje miRNA završava u citoplazmi gdje se vežu u RISC kompleks (engl. RNA-

induced silencing complex) zajedno s Ago proteinom. Efektorski kompleks RISC utišava 

translaciju na način da prepoznaje specifični slijed u mRNA, komplementaran vezanoj 

miRNA (Gregory i sur., 2005; Shukla i sur., 2011). Ovisno o specifičnosti vezanja, RISC 

može inhibirati translaciju proteina ometajući strukturom vezanje na ribosome ili rjeđe 

potaknuti razgradnju vezane mRNA (Lee i sur., 1993.; Meister i sur., 2004.). Članovi 

podgrupe miR-141-200a vezani na RISC prepoznaju tri specifična mjesta u 3'UTR ZEB1 kao 

i ZEB2 te vezanjem inhibiraju njihovu translaciju (Gregory i sur., 2008.).  

Smatra se da je njihova glavna uloga u karcinogenezi u regulaciji EMT indirektna represija 

ekspresije E-kadherina. Snižena razina članova miR-200 obitelji uzrokuje gubitak inhibicije 

ZEB1 i ZEB2 koji zatim sjedaju na promotor CDH1 gena i onemogućuju transkripciju E-

kadherina (Christoffersen i sur., 2007.; Gregory i sur., 2008.; Korpal i sur., 2008.; Park i sur., 
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2008.). Jedan od predloženih mehanizama gubitka ekspresije miR-200 je hipermetilacija 

promotora (Wiklund i sur., 2011.). Davalos i sur. (2012.) pokazali su da je obrazac metilacije 

miR-200 različit ovisno o tipu stanica u karcinomu debelog crijeva i da je promijenjiv. 

Promjenjivost stupnja metilacije može doprinijeti prilagodbi tumorskih stanica na mikrookoliš 

i omogućiti im preživljenje (Davalos i sur., 2012.).  

Razina ekspresije članova obitelji miR-200 u karcinomima razlikuje se ovisno o tipu i stadiju 

bolesti. Povišena je u raku jajnika (Gadducci i sur., 2014.) i gušterače (du Rieu i sur., 2010.), 

dok je razina miR-141 snižena u karcinomu želuca (Du i sur., 2009.). Hur i sur. (2013.) 

pronašli su sniženu razinu miR-200b, a povišenu razinu miR-200c i miR-141 u uzorcima 

metastaza u jetri u odnosu na uzorke primarnog karcinoma debelog crijeva. Toiyama i sur. 

(2014.) pokazali su povišenu razinu miR-200c u serumu pacijenata sa stadijem IV karcinoma 

debelog crijeva što ga čini pogodnim biljegom za prognozu ove bolesti. Prema našim 

rezultatima razina miR-141 blago raste u tumorima u odnosu na pripadajuću normalnu 

sluznicu te bi analiza na većem broju uzoraka možda izdvojila specifične uzorke u kojima se 

regulacija miR-200/ZEB/COX-2 regulatornim putem javlja s većim utjecajem na EMT ili 

neki drugi aspekt karcinogeneze. 

Alternativni mehanizam djelovanja članova obitelji miR-200, mogao bi se odvijati 

negativnom regulacijom COX-1 i COX-2 na posttranskripcijskoj razini, direktnim vezanjem 

na specifičnu mRNA. Transkripti gena COX-1 i COX-2, kao i većina drugih mRNA, imaju 

čitav niz predviđenih veznih mjesta za različite miRNA. U COX-2 mRNA postoje dva vezna 

mjesta za članove obitelji miR-200, po jedno za svaku funkcionalnu podgrupu. Također 

postoji i jedno potencijalno vezno mjesto na COX-1 mRNA za koje je predviđeno da ga 

prepoznaju miR-141 i miR-200a (http://www.microrna.org/microrna/home.do). Naši rezultati 

su pokazali da ne postoji statistički značajna razlika u ekspresiji miR-141 i miR-200a između 

normalne sluznice debelog crijeva i pripadajućeg tumorskog tkiva, iz čega slijedi da direktno 

utišavanje COX-2 ni COX-1 vezanjem članova obitelji miR-200 nije dominantan mehanizam 

njihove regulacije. Isto tako postoji i čitav niz drugih miRNA koje bi prema specifičnom 

slijedu baza mogle prepoznavati COX-1 i COX-2 mRNA kao ciljne molekule 

(https://www.exiqon.com/miRSearch; http://www.microrna.org/microrna/home.do). Vezanje 

hsa-miR-16-5p, hsa-miR-26b-5p i hsa-miR-101 na COX-2 mRNA je i eksperimentalno 

potvrđeno (Strillacci i sur., 2009.; Agra Irieu i sur., 2012.; Li i sur., 2013.). Naši rezultati 

imunohistokemijske analize ekspresije proteina COX-1 i COX-2 pomoću specifičnih 

protutijela odgovarali su rezultatima razine ekspresije specifičnih mRNA u tkivu karcinoma 

http://www.microrna.org/microrna/home.do
https://www.exiqon.com/
http://www.microrna.org/microrna/home.do
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debelog crijeva, ali i pripadajuće normalne sluznice. Ta korelacija ukazuje na to da nema 

izražene posttranskripcijske regulacije ekspresije proteina, već da je ekspresija najvećim 

dijelom regulirana na razini transkripcije. Utišavanje translacije posredovano specifičnim 

miRNA nije vjerojatan mehanizam regulacije proteinske ekspresije COX izoformi u našem 

uzorku oboljelih.  

Regulacija na razini transkripcije dobro je istražena u genu COX-2. Brojni citokini i faktori 

rasta (IL-1, TNFα, EGF, PDGF, FGF), hormoni (FSH, LH) te aktivirani proto-onkogeni (Src, 

RAS) mogu potaknuti ekspresiju COX-2 aktivacijom nizvodnih transkripcijskih faktora koji 

imaju vezna mjesta u promotoru (Tanabe i Tohnai, 2002.). Jedan od primjera COX-2 

aktivatora je NFκB za koji postoje dva vezna mjesta u promotoru gena (Kang i sur., 2007.). 

Ekspresiju COX-2 aktivira i IL-1β preko JNK/SAPK i p38 MAPK signalnih puteva (Guan i 

sur., 1997.). Aktivni RAS aktivira COX-2 ekspresiju putem ERK (Sheng i sur., 1998.).  

Velik broj uključenih gena te složene međureakcije između različitih signalnih puteva u 

stanicama otežavaju razvoj učinkovite prevencije, dijagnostike i liječenja tumora. Od otkrića 

COX izoformi, inhibicija njihovog djelovanja povezuje se sa skupinom lijekova NSAID. 

Nedavno istraživanje pokazalo je moguću povezanost djelotvornosti aspirina s prisutnošću 

BRAF mutacije. Redovna upotreba aspirina bila je povezana sa sniženim rizikom obolijevanja 

od raka debelog crijeva samo u ispitanika s ne-mutiranim BRAF genom (Nishihara i sur., 

2013.).  

Bolje razumijevanje složenog mehanizma regulacije COX izoformi te poznavanje 

međureakcija s nizvodnim i uzvodnim signalnim putevima u oboljelih omogućit će napredak 

u personalizaciji pristupa oboljelima od karcinoma debelog crijeva, ali i preventivnog 

djelovanja usmjerenog osobama koje su izložene većem riziku od obolijevanja.  
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6. ZAKLJUČAK 
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1. Polimorfizmi COX-1 -1676 T/C i -842 A/G nisu povezani sa sklonošću obolijevanju 

od karcinoma debelog crijeva u stanovnika Hrvatske.  

 

2. Muškarci nosioci kombinacijegenotipova COX-1 -1676/-842 CC/AG imaju 16,5 puta 

veći rizik od obolijevanja od karcinoma debelog crijeva u odnosu na kontrolnu 

skupinu što ukazuje na to da su varijantni aleli COX-1 -1676C i -842G povezani s 

povećanim rizikom oboljevanja od ovog zloćudnog tumora. 

 

3. Polimorfizmi COX-2 -1195 T/C i +8473 A/G nisu povezani sa sklonošću obolijevanju 

od karcinoma debelog crijeva u stanovnika Hrvatske.  

 

4. Polimorfizam COX-2 -765 G/C statistički je značajno povezan sa sklonošću 

obolijevanju od karcinoma debelog crijeva u stanovnika Hrvatske. Nosioci varijantnog 

alela imaju 1,5 puta veći rizik od obolijevanja od ovog karcinoma. Povezanost je 

potvrđena i analizom kombinacija genotipova COX-2 -1195/-765/+8473 koja je 

pokazala da nosioci kombinacije TT/GC/AA imaju 2,8 puta veći rizik za obolijevanje 

od karcinoma debelog crijeva u odnosu na kontrolnu skupinu. 

 

5. Žene nosioci genotipa COX-2 +8473 AG imaju manji rizik od obolijevanja od 

karcinoma debelog crijeva u odnosu na kontrolnu skupinu što ukazuje na mogućnost 

zaštitne uloge varijantnog alela COX-2 +8473G u žena.  

 

6. Muškarci nosioci kombinacije genotipova COX-2 -1195/-765/+8473 TT/GC/AA 

imaju 2,8 puta veći rizik od obolijevanja od karcinoma debelog crijeva u odnosu na 

kontrolnu skupinu što potvrđuje povezanost varijantnog alela COX-2 -765C s 

razvojem karcinoma debelog crijeva. 

 

7. Nosioci kombinacije genotipova COX-1 -1676/-842 / COX-2 -1195/-765/+8473 

CC/AG/TT/GG/AA imaju 14,8 puta veći rizik od obolijevanja od karcinoma debelog 

crijeva, dok nosioci kombinacije TT/AA/TT/GC/AA imaju 3,2 puta veći rizik od 

obolijevanja u odnosu na kontrolnu skupinu. 
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8. Polimorfizmi COX-1 -1676 T/C i -842 A/G te COX-2 -1195 T/C, -765 G/C i +8473 

A/G nisu povezani spreživljenjem oboljelih od karcinoma debelog crijeva u 

stanovnika Hrvatske. 

 

9. Statistički značajan pad razine ekspresije gena COX-1 u uzorcima tumorskog tkiva u 

odnosu na pripadajuću normalnu sluznicu dokazan je u 91,6% analiziranih uzoraka što 

ukazuje na zaštitnu ulogu COX-1 u sluznici debelog crijeva. U ispitivanim uzorcima 

sluznice debelog crijeva na udaljenosti od 5 cm odnosno 10 cm od ruba tumora 

dokazana je podjednaka razina ekspresije COX-1 kao i u normalnoj sluznici. 

 

10. Statistički značajan porast razine ekspresije gena COX-2 u uzorcima tumorskog tkiva 

u odnosu na pripadajuću normalnu sluznicu primijećen je u 63,4% analiziranih 

uzoraka što ukazuje na važnu ulogu COX-2 u karcinogenezi u sluznici debelog 

crijeva. U ispitivanim uzorcima sluznice debelog crijeva na udaljenosti od 5 cm 

odnosno 10 cm od ruba tumora primijećena je podjednaka razina ekspresije COX-2 

kao i u normalnoj sluznici.  

 

11. U metastazama u jetri primijećena je vrlo niska razina ekspresije gena COX-1 i COX-2 

što pokazuje da se jednom inhibirana ekspresija COX-1 ponovno ne aktivira s 

progresijom tumora te da se povišena ekspresija COX-2 u tumorima izgubi u 

stanicama udaljenih metastaza. 

 

12. U više od 85% uzoraka normalne sluznice razina ekspresije COX-1 viša je od razine 

COX-2, dok je ugotovo 55% uzoraka tumora razina ekspresije COX-2 viša od razine 

COX-1. Omjer ekspresije gena COX-2/COX-1 ima značajnu ulogu u razvoju 

karcinoma debelog crijeva, no nije značajno povezan s dobi i spolom oboljelih te 

stadijem po Dukes'-u, stupnjem diferenciranosti ili veličinom tumora. 

 

13. Polimorfizmi COX-1 -1676 T/C i -842 A/G te COX-2 -1195 T/C i +8473 A/G nisu 

povezani s razinom ekspresije gena COX-1 odnosno COX-2 u analiziranim uzorcima 

oboljelih od karcinoma debelog crijeva. 
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14. Polimorfizam COX-2 -765 G/C statistički je značajno povezan s ekspresijom gena 

COX-2 u tumorskom tkivu. Varijantni alel -765C povezan je s povišenom razinom 

transkripcije specifične mRNA. 

 

15. Ekspresija gena COX-1 nije statistički značajno povezana s dobi i spolom oboljelih te 

stadijem po Dukes'-u i veličinom tumora, ali je povezana sa stupnjem diferenciranosti 

tumora. Razina ekspresije gena COX-1 u pripadajućoj normalnoj sluznici debelog 

crijeva dobro diferenciranih tumora značajno je viša od ekspresije u pripadajućoj 

normalnoj sluznici umjereno i slabo diferenciranih tumora. 

 

16. Ekspresija gena COX-2 nije statistički značajno povezana s dobi oboljelih te stadijem 

po Dukes'-u, stupnjem diferenciranosti i veličinom tumora, ali je povezana sa spolom 

ispitanika. U muškaraca je porast razine ekspresije gena COX-2 u karcinomima 

debelog crijeva u odnosu na pripadajuću normalnu sluznicu statistički značajan, dok u 

žena nije.  

 

17. Oboljeli od karcinoma debelog crijeva koji imaju povišenu razinu ekspresije gena 

COX-2 u odnosu na pripadajuću normalnu sluznicu imaju značajno lošije preživljenje 

od oboljelih koji imaju sniženu razinu ekspresije gena COX-2. 

 

18. Metilacija promotora gena COX-2 statistički se značajno češće javlja u stanicama 

normalne sluznice debelog crijeva u odnosu na pripadajuće tumore, dok su 

nemetilirani specifični CpG dinukleotidi češći u tumorskim stanicama. Stupanj 

metilacije nije statistički značajno povezan s razinom ekspresije gena. 

 

19. Ekspresija COX-1 i COX-2 proteina u potpunosti odgovara ekspresiji specifičnih 

mRNA što ukazuje na činjenicu da je ekspresija gena COX-1 i COX-2 primarno 

regulirana na razini transkripcije. 

 

20. U ispitivanim uzorcima oboljelih od karcinoma debelog crijeva nema statistički 

značajne povezanosti ekspresije članova obitelji miR-200 s karcinogenezom što 

ukazuje na to da nema ni značajne povezanosti s indirektnom regulacijom ekspresije 

gena COX-1 i COX-2. 
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8. PRILOG 1 

Popis kratica 

ACTB β-aktin 

AP-2 aktivirajući protein 2 (engl. activating protein 2)  

AREs AU-bogati slijedovi (engl. adenylate-uridylate-rich elements) 

CEA karcinoembriogeni antigen (engl. carcinoembryonic antigen) 

CI raspon puzdanosti (engl. confidence interval) 

COX ciklooksigenaza 

CXCL1 rastom regulirani onkogen α (engl. growth-regulated oncogene α)  

DCC (engl. deleted in colorectal cancer) 

DGCR8 (engl. DiGeorge syndrome critical region 8) 

DNA deoksiribonukleinska kiselina (engl. deoxyribonucleic acid) 

dNTP deoksiribonukleozid trifosfat (engl. deoxynucleoside triphosphate) 

EDTA etilendiamintetraoctena kiselina 

EGFR Receptor za epidermalni faktor rasta (engl. epidermal growth factor receptor) 

FAP obiteljska adenomatozna polipoza (engl. familial adenomatous polyposis) 

FC razlika ekspresije ispitivanih gena (engl. fold change) 

FDA Američka agencija za hranu i lijekove (engl. U.S. Food and Drug 

Administration) 

FSH folikularni stimulirajući hormon 

GATA-1 GATA vezujući protein 1 (globin transkripcijski faktor 1) 

GTP-aza enzim koji hidrolizira gvanozin-trifosfat 

GWAS (engl. genome-wide association study) 

HNPCC nasljedni nepolipozni rak debelog crijeva (engl. hereditary nonpolyposis 

colorectal cancer) 

IL6 interleukin-6 

KRAS Kirsten-RAS 

LH luteinizirajući hormon 

MAPK Mitogenom aktivirana proteinska kinaza (engl. mitogen-activated protein 

kinase) 

miRNA mikroRNA (engl. microRNA) 

MMR popravak krivo sparenih baza (engl. mismatch repair) 
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mRNA glasnička RNA (engl. messenger RNA) 

MSI mikrosatelitna nestabilnost (engl. microsatellite instability) 

MSP-PCR PCR specifičan za metilaciju (engl. methylation-specific PCR) 

NFκB nuklearni faktor  κB (engl. nuclear factor κB) 

NSAID nesteroidni protu-upalni lijekovi (engl. non-steroidal anti-inflammatory drug) 

OR omjer izgleda (engl. odds ratio) 

pb parovi baza 

PBS otopina fosfatnog pufera (engl. phosphate buffer saline) 

PCR lančana reakcija polimerazom (engl. polymerase chain reaction) 

PCR-RFLP lančana reakcija polimerazom -polimorfizam duljine restrikcijskih odsječaka 

(engl. polymerase chain reaction - restriction fragment length polymorphism) 

RISC RNA-inducirani kompleks za utišavanje ekspresije (engl. RNA-induced 

silencing complex) 

RNA ribonukleinska kiselina (engl. ribonucleic acid) 

SNP polimorfizam jedne baze (engl. single nucleotide polymorphism) 

Sp1 (engl. specificity protein 1) 

TCF/LEF (engl. T-cell factor/lymphoid-enhancer-binding factor) 

TGFβ faktor rasta tumora β (engl. tumor growth factor β) 

TRIS tris(hidroksimetil)aminometan 

UICC Međunarodna udruga za borbu protiv raka (engl. Union for International 

Cancer Control) 

VEGF faktor rasta endotela krvnih žila (engl. vascular endothelial growth factor )  
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