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Cilj naseg istrazivanja je ispitivanje povezanosti ekspresije Ki67, E-cadherina,
Stathminl, VEGF 1 CD105 sa klinicko-patoloskim parametrima kolorektalnog
adenokarcinoma. Kori$¢en je biopsijski operativni material Centra za abdominalnu
hirurgiju Klinickog Centra Crne Gore (KCCG), dobijen resekcijom kolorektalnog
carcinoma. Ispitivanu grupu su cCinile operativne biopsije kolorektalnog
adenokarcinoma (n=72), a kontrolnu grupu (n=72) su cinile operativne biopsije
ne-tumorskog tkiva iz okoline tumora, Nakon rutinske obrade tkiva ikalupljenja
u paraffin, na presecima debljine 4um su primenjene klasicna HE metoda 1
imunohistohemijska ABC netoda sa anti-Ki67, Stathminl, E-cadherin. VEGF 1
CDI105 antitelima. Za analizu dobijenih rezultata koriS¢en je programski paket
SPSS za Windovs (ver.19.0 IBMCorp). Nijedan od ispitivanih proteina ne zavisi
od pola, starosnog doba, lokalizacije tumora u kolonu,na¢ina tumorskog rasta i
histoloskog gradusa. Ekspresija E-cadherina, Stathmin1, Ki67, VEGF i CD105 su
visoko znac¢ajno povezani sa Astler-Coller stadijumom (r=0.875,0.865,0.818,0.872
1 0.630) 1 sa metastazama u limfnim ¢vorovima (r=-0.729, 0.725, 0.766, 0.612
1 0.553). Ovi biomarkeri su znacajno, ali nesto nizim koeficijentima korelacije
povezani sa pT statusom tumora, limfovaskularnom i perineuralnom invazijom, i
udaljenim metastazama. Stepwise regresionom analizom je pokazano da najveci
znacaj za predikciju progresije kolorektalnog karcinoma imaju E-cadherin,
Stathminl 1 Ki67 u kombinaciji sa pT statusom i udaljenim metastazama.
ROC analiza je pokazala da najvece dijagnosticke performanse ima Stathminl
(senzitivnost 97.3% 1 specifi€nost 91.4%), a zatim slede Ki67 i CD105.

Nasi rezultati ukazuju da, od ispitivanih biomarkera, najjac¢i prediktorni znacaj
za progresiju kolorektalnog karcinoma imaju ekspresija E-cadherina, Stathmin1
1 Ki67. Na osnovu ekspresije ovih proteina je moguce identifikovati agresivan
fenotip kolorektalnog karcinoma, $to pruza moguénost personalizovanog pristupa
antitumorskom tretmanu, primenom antagonista E-cadherina, Stathmin1 1 Ki67.
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Clinical significance of expression of athesion molecules, Stathminl and
neovascularization in colorectal adenocarcinoma

The aim of our study was to examine the association of the expression of Ki67,
E-cadherin, Stathmin1, VEGF and CD105 with clinical-pathological parameters of
colorectal adenocarcinoma. In our study was used biopsy operative material from
the Center for Abdominal Surgery of the Clinical Center of Montenegro (KCCG)
obtained by resection of colorectal cancer. The study group consisted of operative
biopsies of colorectal adenocarcinoma (n = 72), and the control group (n = 72)
consisted of operative biopsies of non-tumor tissue from the tumor environment.
After routine tissue processing and molding into paraffin, the classical HE method
and immunohistochemical ABC method with anti-Ki67, Stathminl, E-cadherin.
VEGF and CD105 antibodies were applied on sections 4pm thick tissue. The SPSS
software package for Windows was used to analyze the obtained results (ver.19.0
IBMCorp). None of the examined proteins depends on the sex or age of the patient,
location of the tumor in the colon, mode of tumor growth or histological grade.
Expression of E - cadherina, Stathmin1, Ki67, VEGF and CD105 are significantly
associated with Astler-Coller stage (r = 0.875,0.865,0.818,0.872 and 0.630) and
with lymph node metastases (r = -0.729.0.725,0.766,0.612 and 0.553). These
biomarkers are significantly, but with slightly lower correlation coefficients,
associated with pT tumor status, lymphovascular and perineural invasion, and
metastases. Stepwise regression analysis showed that E-cadherin, Stathminl and
Ki67 in combination with with pT status and distant metastases have a the greatest
significance for prediction of colorectal cancer progression.

ROC analysis showed that the greatest diagnostic performance has Stathminl
(sensitivity 97.3% and specificity 91.4%), followed by Ki67 and CD105. Our results
indicate that, of the examined biomarkers, the strongest prediction significance for
progression of colorectal cancer have the expression of E-cadherin, Stathminl and
Ki67. Based on expression of these proteins it is possible to identify the aggressive
phenotype of colorectal cancer, which provides possibility of personalized approach
to antitumor treatment, using antagonists of E-cadherina, Stathminl and Ki67.
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1.UVOD

Kolorektalni karcinom je Internacionalna agencija za ispitivanje karcinoma (IARK) uvrstila
medu tri najfrekfentnije maligne neoplazme u humanoj onkologiji (1). Alarmantan je podatak da su
incidenca i mortalitet, za ovaj tumor, poslednje tri decenije u stalnom porastu, sa prosecnom godisnjom
stopom rasta od oko 3% ili sa vise od 400.000 novoobolelih u toku jedne godine. Upadljivo povecanje

incidence je zabeleZeno u zemljama u tranziciji, Australiji/Novom Zelandu, Evropi i Severnoj Americi

).

Kolorektalna karcinogeneza je viSeetapni proces, tokom koga kumulativnhe mutacije gena
dovode do promena fenotipa $to se manifestuje rastom crevne sluznice, displastiénim promenama i na
kraju invazivnom neoplazijom (3). Tokom karcinogeneze se deSavaju poremecaji ¢elijske proliferacije,

athezije transdukcije signala i diferencijacije sa akumulacijom razli¢itih genskih alteracija (3)

Danas se zna da postoje tri patogenetski razliCita mehanizma nastanka kolorektalnog
karcinoma. Prvi je APC/p kateninski put (sekvenca adenom-karcinom ), drugi mehanizam je popravka
pogresno uparene DNK (ili mikrosatelitska nestabilnost) 1 tre¢i je hipermetilacija genoma. Adenom-
karcinom sekvenca je najces¢i oblik genomske nestabilnosti 1 nalazi se u oko 85% kolorektalnih
karcinoma.KarakteriSe se postojanjem hromozomskih nestabilnosti koje su udruzene sa postepenim

nagomilavanjem mutacija u brojnim protoonkogenima i tumor supresurnimm genima (3,4).

Jedan od onkoproteina koji je sporadicno ispitivan u kolorektalnoj karcinogenezi je
Stathmin1,mikrotubularni regulatorni protein sa vaznom ulogom u montazi i demontazi deobnog
vretena (5). Ekspresija Stathmin 1 u kancerskim ¢elijama je povezana sa njihovom proliferacijom
1 metastaziranjem.Visoko je eksprimiran u Sirokom spektru humanih karcinoma, pa predstavlja
atraktivnu metu za antikancersku terapiju (6,7). Zhang i saradnici su nedavno saopstili znacajnu
povezanost Stathminalsa metastazama u limfnim ¢vorovima, sa TNM-stadijumom tumora, sa
duzinom prezivljavanja i zakljucili da je ekspresija Stathmin 1 nezavistan prognosticki faktor koji
je prediktor rasta, invazije 1 metastaziranja karcinoma kolona (5). U literaturi postoji i zapazanje o
pozitivnoj korelaciji ekspresije Stathmin 1 sa metastazama i o njegovoj inverznoj povezanosti sa

duzinom prezivljavanja kod difuznog tipa Zeluda¢nog karcinoma (7).

Proliferacija ¢elija je proporcionalna tumorskom rastu i progresiji, a tradicionalno koriséen
marker proliferacije je proliferativni nuklearni antigen- Ki67.0n obeleZzava ne samo ¢elije u deobi

vec¢ 1 sve one u sintetickoj fazi ciklusa (u G1,S,G2 i M fazi) (8).

Poznato je da celijska adhezija ima vaznu ulogu u regulaciji rasta, diferencijaciji 1 migraciji
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¢elija. Kljuénu ulogu u ¢elijskoj adheziji 1 u odrzavanju normalnih struktura tkiva imaju athezioni
molekuli kadherini (9).Celijski adhezioni molekul E-cadherin je identifikovan kao supresor tumorske
invazije i metastaziranja. Gubitak E-kadherinskih adhezionih molekula je povezan sa poremecajem
citoskeleta, dediferencijacijom i povecanom migratornom sposobnosc¢u ¢elija Sto omogucava njihovo
odvajanje od tumora i povecava njegov metastatski potencijal, a samim tim determinSe i lo§ klincki
ishod (9,10). U karcinomu Zeluca je pokazano da je redukcija ekspresije E-cadherina signifikantno
udruzena sa tumorskom infiltracijom, metastazama u limfnim nodusima i loSom prognozom (11).
Kod pacijenata sa inoperabilnim kolorektalnim karcinomom gubitak E-cadherina je povezan i sa
rezistencijom na hemoterapiju, $to sugeriSe da on moze biti znacajan prognosticki faktor i u proceni

ishoda hemoterapije (9).

U nekontrolisanoj proliferaciji ¢elija, prezivljavanju malignih c¢elija i tumorskoj invaziji
krucijalnu ulogu ima neoangiogeneza (12). Neovaskularizacija tumora se moze deSavati pomocu
razli¢itih mehanizama, zavisno od tipa tumora, stadijuma razvoja tumora i od anatomske lokalizacije.
Indukcija angiogeneze se dogada kada se poremeti balans izmedu proangiogenih 1 antiangiogenih
faktora. Najpotentniji predstavnik proangiogenih faktora je Vaskularni endotelni faktor rasta (VEGF).
VEGF, poznat kao prvi i najznacajniji stimulator angiogeneze, predstavlja klju¢ni molekul koji
determiniSe formiranje vaskularne mreze. Sekretuje ga veliki broj ¢elija ukljucujuéi 1 tumorske
¢elije (13).VEGF uzrokuje proliferaciju, migraciju i diferencijaciju endotelnih ¢elija (14) koje smo
markirali monoklonakim CD105 antitelom. Stepen neoangiogeneze,izrazen kroz mikrovaskularnu
gustinu (MVD), je priznati nezavistan parameter metastatskog potencijala.Za procenu stepena
agiogeneze/mikrovaskularne gustine se koriste razliCiti markeri, a najceS¢e koris¢eni su CD34 1
CD105 (Endoglin). Smatra se da je CD105 senzitivniji 1 specifi¢niji marker od CD34. Dokazano je
da se anti CD105 antitela vezuju za sve novostvorene endotelne ¢elije 1 krvne sudove i da se vezuju
samo za oko 20% prethodno formiranih ne-neoplasti¢nih krvnih sudova (15,16). Takode je zapazeno
da se CD105 ne vezuje za zapaljenske i stromalne ¢elije Sto smanjuje broj lazno pozitivnih rezultata
(17). MVD (microvessel density) odreden upotrebom CD105 antitiela moze da ukaze na povecan
rizik za razvoj lokoregionalne rekurentne bolesti (18). Brojni izvestaji ukazuju na prediktorni znacaj

mikrovaskularne gustine (MVD) u razli¢itim malignim tumorima (16,17,18,19,20,21).

Zahvaljujuéi intenzivnom proucavanju angiogeneze, razvili su se brojni modeli anti-angiogene
Htarget® terapije zarazli¢ite tipove karcinoma (19,20). Prema sadasnjim saznanjima CD 105 predstavlja

odli¢nu metu za primenu antiangiogene terapije i dobar je pokazatelj tumorske prognoze (21).

Zbog svega navedenog zadatak ove studije je ispitivanje korelacije ekspresije athezionih
molekula, proliferativnog indeksa i1 indeksa neoangiogeneze sa klinickim 1 patohistoloSkim

karakteristikama kolorektalnog karcinoma.
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2. PREGLED LITERATURE

2.1.Morfoloske i funkcionalne karakteristike debelog creva

2.1.1. Anatomija debelog creva

Debelo crevo je zavrsni deo organa za varenje i pruza se od ileocekalnog usca (ostium
ileocecale) do zupcaste linije u analnom kanalu. Duzine je oko 150cm, ima oblik znaka pitanja koji
svojim konkavitetom,okrenutim nanize, obuhvata vijuge tankog creva. Najve¢i deo kolona lezi u
postmezokoli¢nom spratu trbusne duplje, a samo rektum se nalazi u maloj karlici. Anatomski izdvojeni
delovi debelog creva su crvuljak (appendix vermiformis), slepo crevo (caecum),ushodni kolon (colon
ascendens), hepati¢na fleksura (flexura coli hepatis), poprecni kolon (colon transversum),lijenalna
fleksura (flexura coli lienalis), nishodni kolon (colon descendens), sigmoidni kolon (colon
sygmoideum).i ¢marno crevo (rectum) (22,23). Poprecni i sigmoidni kolon imaju svoj mezenterijum
(peritonealna duplikatura), dok ushodni i nishodni kolon imaju svoj mezenterijum samo u 12-22%

ljudi, inace su slepljeni za zadnji trbusni zid (24).

Pocetak debelog creva je smesten u donjem desnom kvadrantu abdomena,slepo je zatvoren
1 naziva se cekum.DuzZine je oko 7-8 cm, a precnika oko 8-10 cm. Na posteromedijalnom delu zida
cekuma se uliva zavr$ni deo ileuma i stvara strukturu poznatu kao Bauchinijeva valvula (25). Od ove
valvule se navisSe pruza uzlazni kolon (colon ascedens), koji prolazi superiorno i desnom stranom
trbusne duplje do desnog reznja jetre, gde skrece u levo, u desnu hepaticnu fleksuru (flexura colli).
Ascedentni kolon je uzi od cekuma, duzine je oko 15c¢m, prekriven je peritoneumom sa prednje i

lateralne strane 1 odvojen je od anterolateralnog abdominalnog zida omentumom majusom (26).

Arterijsku vaskularizacijuuzlaznom kolonu i1 desnoj hepati¢noj fleksuri daju ogranci a.
mesentericae superior, a. lleocolica 1 a. colica dextra. Ove arterije prave anastomoze sa desnim
ogrankom a.colicae mediae, prve iz reda anastomoti¢nih lukova na koju se nastavljaju lukovi levih
koli¢nih 1 sigmoidnih arterija gradec¢i jukstakolicnu arteriju. Pritoke gornje mezentericne vene,

ileokoli¢na 1 desna koli¢na vena odvode krv iz uzlaznog kolona.

Limfni sudovi se ulivaju u epikoli¢ne i1 parakoli¢ne limfne ¢vorove, u ileokolicne i
intermedijarne desne koli¢ne limfne ¢vorove, a iz njih u gornje mezentericne limfne ¢vorove. Nervi

za ascedentni kolon poticu iz gornjeg mezenteri¢nog nervnog pleksusa (27).

Poprecni kolon se pruza popre¢no kroz trbusnu duplju od desne do leve koli¢ne fleksure do

ispod levog rebarnog luka pa se savija nadole i prelazi u silazno debelo crevo. Poprecni kolon je duzine
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oko 50cm, kalibra oko Scm, a obzirom da je pokretljiv njegova pozicija je varijabilna. Arterijska
vaskularizacija poprecnog kolona poti¢e od gornje mezentericne arterije, ali ponekad moZze da prima
krv 1 iz leve 1 desne koli¢ne arterije putem anastomoza (25,27). Venska drenaza se odvija preko
gornje mesentericne vene, a limfa se drenira u srednje koli¢ne limfne ¢vorove, koji se ulivaju u gornje
mesentericne limfne ¢vorove. Nervi poticu iz gornjeg mesenteri¢nog nervnog pleksusa. Oni sadrze

simpaticka, parasimpaticka i visceralna aferentna nervna vlakna (26,28).

Silazno debelo crevo (colon descedens) se nalazi u levom bo¢nom delu trbusne duplje.Prostire
se nanize iza samog trbuSnog zida, a ispred lateralne ivice levog bubrega i skre¢e medijalno,ali 1 dalje
ide nanize do spoja sa sigmoidnim kolonom na ulazu u malu karlicu. DuZine je oko 25cm a kalibra
oko 3-4cm. Prednja i obe boc¢ne strane silaznog kolona su polozene intraperitonealno, a njegov distalni

deo je obi¢no povezan priraslicama za peritoneum zadnjeg dela trbusnog zida (26,29).

Na descedentni kolon se nastavlja sigmoidni kolon koji ima oblik slova ,,S*, a pruza se najpre
kroz levu ilija¢nu jamu, a zatim silazi u malu karlicu do sakralnog promontorijuma gde pocinje pravo
crevo ili rektum. DuZina sigmidnog kolona je promenljiva i moze iznositi od 15 do 50 c¢cm, a kalibar
mu je oko 3cm. Sigmoidni kolon ima veoma dugacak mezenterijum, pa je zato relativno pokretan,
posebno u srednjem delu (29). Pocetak sigmoidnog mezokolona se $iri najpre medijalno i superiorno
prate¢i ilijatne krvne sudove, a zatim medijalno i inferiorno od bifurkacije zajednickih ilijacnih
arterija do prednje povrSine sakruma.Levi ureter i bifurkacija leve zajednicke ilijacne arterije leze
retroperitonealno i1 posteriorno od vrha korena sigmoidnog kolona (30). Unutar mezosigme se nalaze
sigmoidne i gornja rektalna arterija sa prate¢im venama, limfaticima i autonomnim nervima. Arterije
descedentnog i sigmoidnog kolona poti¢u od a.colicaesinistrae 1 sigmoidnih arterija, ogranaka donje
mezenteri¢ne arterije. Na levoj fleksuri kolona se dogada druga vaskularizacija abdominalnog dela
digestivnog sistema, odnosno od gornje mezenteri¢ne arterije za deo creva proksimalno od fleksure
(embrionalno srednje crevo), na donju mezenteri¢nu arteriju, za deo creva distalno od leve fleksure
(embrionalno zadnje crevo). Sigmoidne arterije spustaju se koso ulevo gde se dele na silazne i uzlazne

grane (27).
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Slika 1. Anatomija debelog creva i rektuma (Izvor: NetterF.H: AtlasofHumanAnatomy, Saunders,
Philadelphia, 2010)

Superiorna grana sigmoidne arterije anastomozira se sa silaznom granom leve koli¢ne arterije
grade¢i deo marginalne arterije (Drummond-ova arterija). Ova arterija predstavlja vezu izmedu gornje
i donje mesenteri¢ne arterije i ona je skoro uvek prisutna, tako da prilikom ligiranja donje mesentericne
arterije vaskularizacija u vecine slucajeva ostaje ocuvana (25). Donja mesenteri¢na vena vraca krv iz
descedentnog i sigmoidnog kolona 1 uliva se obi¢no u spleni¢nu venu, a zatim u portalnu venu koja
odvodi krv u jetru.Limfni sudovi iz silaznog i sigmoidnog kolona se ulivaju u epikoli¢ne i parakoli¢ne
limfne ¢vorove, a zatim u intermedijarne kolicne limfne ¢vorove duz a.colicae sinistrae, a limfa iz

¢vorova odlazi u donje mesentericne limfne ¢vorove (28).

Simpatic¢ka inervacija silaznog i1 sigmoidnog kolona potice iz lumbalnog dela simpati¢nog
trunkusa, preko lumbalnih (abdominopelvi¢nih) splanhnic¢kih nerava, superiornog mesenteri¢nog
pleksusa 1 periarterijskih pleksusa koji prate a.mesenterica inferior i njene grane. Parasimpaticka
inervacija poti¢e od pelvi¢nih splanhic¢kih nerava preko donjih hipogastri¢nih pleksusa i nerava, koji

se penju retroperitonealno (25,30).

Proksimalno od srednjeg dela sigmoidnog debelog creva visceralna aferentna vlakna sprovode
bol retrogradno sa simpatickim vlaknima u torakolumbalne spinalne ganglione, dok vlakna koja nose
refleksne informacije putuju sa parasimpati¢nim vlaknima u vagalne ganglione. Distalno od sredine
sigmoidnog kolona sva visceralna aferentna vlakna prate parasimpati¢na vlakna retrogradno u ganglione
spinalnih zivaca S2-S4 (29).

Sigmoidni kolon se nastavlja na pravo crevo (rectum) koje ga spaja sa analnim kanalom. Po
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shvatanju hirurga rektum nastaje u visini promontorijuma, a po klasi¢nom shvatanju anatoma rektum
pocinje na rektosigmoidnom prelazu u visini treceg sakralnog prsljena.Duzina rektuma iznosi od 12-
15 cm, a varijabilnog je kalibra (25). Rektum u sagitalnoj ravni gradi luk, konkavan put napred tako
da ispunjava sakrokokcigealno udubljenje.Pri prolasku kroz karli¢ni pod rektum gradi anorektalni
ugao konkavan put nazad. Ukoliko se rektum gleda sa prednje strane on gradi tri fleksure (krivine),
od kojih su gornja i donja konveksne u desno, a srednja u levo. U lumenu rektuma ovim krivinama
odgovaraju valvule tkz. Hustonovi nabori koje formiraju cirkularni misiéni sloj i sluzokoza. Posto
sluzokoza nije ¢vrsto vezana za misiéni sloj ovi nabori se gube prilikom distenzije rektuma (29). U
srednjem delu, koji se nalazi iznad karli¢ne precage (diaphragma pelvis), lumen rektuma je proSiren
u tkz. ampulu rektuma (ampulla recti). Ampula prima i zadrzava nakupljenu fekalnu masu pre
eliminacije kroz anus. Sposobnost ampule da se relaksira kako bi se prilagodila kasnijem dolasku

fekalnih masa predstavlja vazan proces ocuvanja fekalnog kontinuiteta (23,28).

Peritonijum pokriva prednju i lateralne povrSine gornje tre¢ine rektuma. Kod muskaraca
peritoneum se proteze od rektuma do zadnjeg zida besSike gde gradi gornji deo rektovezikalnog Spaga.
Kod Zena se peritoneum proteze od rektuma do zadnjeg zida forniksa vagine gde gradi gornji zid

rektouterinog Spaga (26).

Gornja tre¢ina rektuma je vaskularizovana preko donje mezentericne arterije (a. mesentericae
inferior), kroz njene grane: a.colica sinistra, aa. sigmoideae i a. rectalis superior. Donje dve trecine
rektuma ishranjuju a. rectalis media i a. rectails inferior, grane a. iliacae internae. Krv iz rektuma
dreniraju gornje, srednje i donje rektalne vene. Izmedu portalne i sistemskih vena u zidu analnog

kanala postoje portokavalne anastomoze koje su klinicki veoma vazne (31).

Limfa se iz gornje polovine rektuma drenira kroz pararektalne limfne ¢vorove koji su smesteni
u misi¢nom sloju rektuma.Odavde se limfa prenosi do donjih mesenteri¢nih limfnih ¢vorova, a odatle
odlazi u lumbalne limfne ¢vorove. Iz donje polovine rektuma limfa odlazi direktno u sakralne limfne

¢vorove ili prati srednje rektalne krvne sudove i uliva se u ilijacne limfne ¢vorove (24,26,27).

Rektum inerviSu simpati¢na i parasimpaticna nervna vlakna vegetativnog nervnog sistema.
Simpati¢na vlakna poticu iz lumbalnog dela kicmene mozdiine preko lumbalnih splanhni¢nih nerava
1 hipogastricno/pelvicnog pleksusa, zatim preko periarterijalnog pleksusa donje mesenteri¢ne 1 gornje
rektalne arterije. Parasimpati¢a vlakna doleze iz S2-S4 segmenta kicmene mozdine prolaze preko
splanhnickih nerava i donjeg hipogastricnog pleksusa do rektalnog pleksusa.Visceralna aferentna

vlakna prate parasimpaticka vlakna retrogradno do S2-S4 spinalnih senzitivnih gangliona (31).
Na povrsini kolona su prisutne karakteristicne morfoloske strukture (24,32,33) :

- uzduzne pantljike (taeniae coli) koje su sacinjene od snopova longitudinalnih miSiénih
vlakana. Postoje tri uzduzne pantljike (faenia libera, taenia omentalis i taenia mesocolica) koje se
pruzaju od cekuma, penju se u ushodni kolon, idu duz poprecnog, nishodnog i sigmoidnog kolona i

i8¢ezavaju u predelu ¢marnog creva.

-mehurasta ispupCenja (haustrae coli) koja se nalaze izmedu tenija i debelom crevu daju
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karakteristi¢an klobucast izgled, tako $to u vidu mehura uzdizu delove crevnog zida

-poprecni Zljebovi (sulci transversi) su strukture koje odvajaju dva susedna mehurasta
ispupc¢enja na spoljnoj povrsini debelog creva. Na luminalnoj strani debelog creva poprecni zljebovi

stvaraju polumesecaste grebene (plica semilunares)

-masneresice (appendices epiplocae ) se nalaze duzuzduznih traka, a predstavljaju peritonealne

izvrate u vidu prsta na rukavici, koji su ispunjeni mascu.

Cekum, ascedentni i popre¢ni kolon imaju tri uzduzne pantljike, a descedentni kolon i sigma
dve. Na rektumu longitudinalni misi¢ni sloj ponovo obuhvata celu cirkumferenciju creva, tako da

uzduzne pantljike viSe ne postoje (24,32).

U ranim fazama embrionalnog razvoja debelo crevo je, osim rektuma, u potpunosti obavijeno
peritoneumom. Ushodni i nishodni kolon se kasnije priljubljuju uz zadnji trbusni zid i postaju
sekundarno retroperitonealni organi. Po zavrSetku embrionalnog razvoja debelo crevo je delom
intraperitonealan (slepo crevo i sigmoidni kolon), delimi¢no sekundarno retroperitonealan (ushodni i
nishodni kolon), a delom i subperitonealan organ (rektum) (32). Intraperitonealni delovi debelog creva
imaju svoju peritonealnu peteljku. Ona ih spaja sa zadnjim trbusnim zidom i omogucéava njihovu
pokretljivost. Sekundarno retroperitonealni delovi debelog creva su nepokretni i vezani su za zadnji
trbusni zid Toldt-ovim fascijama (31).

2.1.2 Histoloska organizacija debelog creva

Najveci deo digestivnog sistema izuzev usne duplje se razvija iz primitivnog creva. Debelo
crevo se razvija iz zavr$nog dela srednjeg i zadnjeg creva, u drugoj polovini fetalnog razvoja. Derivati
srednjeg creva su distalni deo duodenuma, jejunum, ileum, cekum, apendiks, ascedentni kolon 1 2/3
transferzalnog kolona. Derivati zadnjeg creva su leva tre¢ina transverzalnog kolona, descedentni,

sigmoidni kolon i rektum. Oko 11,12 nedelje fetusnog Zivota se javljaju tenije 1 haustre creva (32).

U zidu kolona se razlikuju cetiri sloja:sluzokoza (tunica mucosae), podsluzokoza (tunica
submucosae), misiéni sloj (tunica muscularis) 1 seroza (tunica serosae) (33). Sluzokoza se sastoji od
lamina epithelialis koju ¢ini jednoredni cilindri¢ni epitel, u kome se nalaze enterociti sa rudimentiranim
mikrovilima,endokrine ¢elije 1 peharaste ¢elije koje stvaraju sluz. Epitel formira uvrate (Lieberkiihn-
ove kripte) u podepitelni sloj koji se pruzaju vertikalno na dole celom debljinom sluzokoze, i svojim
dnom dopiru do laminae muscularis mucosae (34). Duzina kripti je oko 500pum i u njima dominiraju
peharaste celije. Peharastih celija ima sve viSe ka distalnom delu kolona, enterociti su prisutni na
povrSinama izmedu kripti, a enteroendokrine ¢elije su retke i brojnije su u proksimalnim delovima
debelog creva. Na dnu kripti se nalaze mati¢ne ¢elije koje se konstantno dele, i ¢iji se ,,potomci*
diferentuju u enterocite ili peharaste ¢elije. Zivotni ciklus epitela traje od 2-4 a najvise 6 dana, a
endokrinih ¢elija oko 30 dana (35,36).

U podepitelnom sloju mukoze (lamina propria) se mogu naci oskudni limfociti, plazmociti,
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histiociti 1 mastociti. Ovaj sloj ne sadrzi limfne sudove tako da maligni tumori ove oblasti ne daju
limfogene metastaze sve dok ne infiltriSu submukozu. U podepitelu dominiraju vezivne éelije, a tu su
smesteni 1 neuroni i nervna vlakna submukoznog nervnog pleksusa (plexus submucosus Meissneri).

Ispod podepitela je tanak miSiéni sloj (lamina muscularis mucosae) (34,35).

Podsluzokoza (tunica submucosae) je sastavljena iz rastresitog vezivnog tkiva u kome se

nalaze krvni i limfni sudovi, submukozni nervni splet i dosta masnih ¢elija (33).

Misiéni sloj (tunica muscularis) zida kolona koji ima dva podsloja glatkih misiénih celija:
longitudinalni, koji postoji samo kao deo tenija, i cirkularni podsloj, koji obuhvata ceo lumen
kolona. Izmedu ovih slojeva smesten je mientericki nervni pleksus (plexus myentericus Auerbachi).
Misiéni sloj prouzrokuje dve vrste crevnih kontrakcija: lokalne kontrakcije ili segmentacije i masivne

peristalticke kontrakcije (33).

Serozni sloj pokriva ¢itav kolon osim njegovog retroperitoneumskog dela. Sastoji se od
vezivnog tkiva, prekrivenog jednim slojem mezotelnih ¢elija, a ispod visceralnog peritoneuma postoje

naslage masnog tkiva (appendices epiploicae) koje se nalaze pretezno duz tenija. (33,34).

Zavr$no crevo-rektum je u svom gornjem delu gradeno sli¢no kao i ostali delovi debelog creva. Na
njegovoj sluznici se umesto kruznih nabora nalaze tri do Cetiri polumesecasta nabora (plicae transfersales).

Liberkinove kripte su veoma duboke (600-800 pum ) i sadrze veliki broj peharastih ¢elija (24).

A Large intestine

Lamina propria=—"

-

Mustulars mucosae
Entercendocrine cell

Submucosa Lymphaid [APUD cell)

Circuiar muscle
of musculans axema

Slika 2. Sematski prikaz histoloske organizacije kolona
(Izvor: Gulwani H:Colon nontumor histology,Pathology Outlines.com)

Na prelazu izmedu rektuma 1 anusa, rektalni jednoredni cilindri¢ni epitel prelazi u skvamozni

anusni epitel bez orozavanja, a taj prelaz se naziva anorektalna linija. U donjem analnom delu rektuma
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se izdvajaju tri zone: zona columnaris, zona intermedia i zona cutanea (35).

Zona kolumnaris sadrzi 5-10 uzduznih nabora sluznice, a u njima se nalazi mreza venskih
sudova iz kojih krv ide u hemoroidalne vene (32,35). Kolumne se u donjem delu spajaju i obrazuju
poprecne nabore od ¢ije donje granice pocinje zona intermedija. Zona intermedija je Sirine oko lcm
1 ¢ini prelaz izmedu sluzokoze i koze. Na njenoj donjoj granici nekeratinizujuc¢i skvamozni epitel
prelazi u keratinizujuci skvamozni epitel (epidermis) zone cutanee, a granicna linija se naziva linea
anocutanea. U zoni intermediji je submukoza takode prozeta venama unutra$njeg hemoroidalnog
pleksusa. U ovoj zoni se zavrSava unutrasnji analni svinkter. Zona cutanea je predstavljena uskim
pojasom oko analnog otvora i oblozena je umereno orozalim i pigmentisanim epidermisom.U ovoj

zoni se nalaze folikuli dlaka, lojne i znojne zlezde (34).

2.1.3. Funkcionalne karakteristike debelog creva

Osnovne funkcije debelog creva su: a) apsorbceija vode, elektrolita, vitamina 1 sekrecija sluzi ¢iji
mucini uoblicavaju vodenast sadrzaj u suvu fekalnu masu, b) normalna bakterijska flora kolona ima
vaznu zastitnu i metaboli¢ku ulogu ovog organa, c¢) ima ulogu rezervoara, obzirom na deponovanje

sadrzaja u kolonu, d) transport i evakuacija neapsorbovanog fekalnog sadrzaja (37).

U proksimalnom delu kolona (ushodni i poprec¢ni kolon) se apsorbuje najveéi deo tecnosti i
elektrolita i nastaje bakterijska fermentacija. Distalni kolon (descedentni i rektosigmoidni) obezbeduje
uoblicavanje fekalnog sadrzaja i sluzi kao rezervoar pre defekacije. Maksimalni volumen rektuma
kod zdravih osoba je oko 400 ml.(38).

Svoje funkcije kolon ostvaruje kroz procese sekrecije, apsorpcije, bakterijske fermentacije

(digestije) 1 motorne aktivnosti (37).

Sluznica debelog creva sekretuje mukoidnu alkalnu te¢nost, sacinjenu od vode i sluzi sa velikom
koli¢inom bikarbonatnih jona i enzima (50). Osnovni impuls za lucenje sluzi predstavlja kontaktni
nadrazaj peharastih ¢elija. Ovim se spre¢ava mehanicko ostecenje sluzokoze creva pod dejstvom
himusnog sadrzaja i kiselina digestivnih bakterija. Epitel kolona ima i ekskretornu funkciju,cime se

objasnjava izlucivanje teSkih metala (olovo, ziva, bizmut itd.) pri trovanju (24).

Procesom apsorpcije isekrecije te€nosti i elektrolita pomocu bakterijske flore kolona se dnevno
proizvede oko 200 grama cvrstog fekalnog sadrzaja. Apsorpcija se odvija u ascedentnom kolonu,
mada se neke aminokiseline (poput triptofana) mogu u malim koli¢inama apsorbovati kroz sluznicu
kolona (38). U kolorektumu se nalazi veliki broj bakterija koje su kod zdrave sluzokoze saprofiti. U
slu¢aju naruSenog kontinuiteta sluzokoze brzo dolazi do izrazaja njihova patogenost, naro€ito ako se
nadu u ugruscima krvi ili sekreta. Postoji miSljenje da su kolon i rektum glavno staniSte Bacteriodes

fragilis, bakterija koje su Cesti izazivaci komplikacija u hirurgiji kolorektuma (25,30).

Bakterije kolona u€estvuju u varenju hrane. One razgraduju proteine,aminokiseline i zu¢ne

boje do produkata koji su odgovorni za miris i boju (indol,skatol,masne kiseline, vodonik-sulfid)
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stolice. Osim Clostridium Welchi koja se u slucaju crevne opstrukcije razmnozava i moze izazvati
gangrenu kolona, ostale bakterije naseljene u kolonu obi¢no nisu patogene jer ne sekretuju toksine.
Medutim, pod dejstvom bakterijske flore kolona se stvaraju i neke vazne materije poput vitamina K,
vitamina V12, tiamina, riboflavina i dr (32,38). U kolonu postoje dvostruke peristalticke kontrakcije-

nepropulzivne i propulzivne.

Nepropulzivne kontrakcije su plitke, retrogradne i pendulske. One nastaju kontrakcijom tenija
pri cemu se haustre naizmeni¢no skupljaju i Sire pa se tako presipa,mesa 1 zadrzava crevni sadrzaj u
segmentima ¢ime je omogucen bolji kontakt sadrzaja sa sluznicom i lakSa apsorpcija. Propulsivne
kontrakcije potiskuju crevni sadrzaj sve do terminalnog dela debelog creva. Samo u kolonu postoji i
treci tip kontrakcija (,,mass movements*) koje su refleksne, nastaju rastezanjem Zeluca i duodenuma
1 prenose se mienteri¢nim pleksusom. Zapazeno je da ove kontrakcije mogu da izazovu i nadrazaj

samog kolona, ¢ime se delimi¢no objasnjavaju dijareje u bolesnika sa ulceroznim kolitisom (24 32).

U fizioloskim uslovima kolon ima minimalnu digestivahu ulogu. Medutim, kod opsezne
resekcije tankog creva u kolonu se,pomocu bakterijskih enzima, mogu razgraditi male koli¢ine

skroba, belancevina i masti (32,37).

2.2. KOLOREKTALNI KARCINOM
2.2.1. Epidemiologija

Kolorektalni karcinom je sa 1.360.602 novoobolelih i oko 700.000 smrtnih sluc¢ajeva, samo
tokom 2012god., tre¢i najcesce dijagnostikovan maligni tumor i ¢etvrti vodeci uzrok smrti od malignih
bolesti Sirom sveta. Incidenca kolorektalnog karcinoma je skoro tri puta veca u visoko nego u srednje

i slabo ekonomski razvijenim zemljama (39,40).

Najvece stope obolevanja od kolorektalnog karcinoma se beleZze u Madarskoj,Sloveniji,
Holandiji, Norveskoj, Australiji, Novom Zelandu, Severnoj Americi i Isto¢noj Aziji (Japan i Republika
Koreja). Incidenca kolorektalnog karcinoma je niska u vecini regiona Afrike i Juzne Azije (2). Postoji
procena da ¢e broj obolelih od kolorektalnog karcinoma do 2030. godine porasti za 60%, Sto ¢e
iznositi oko 2,2 miliona novih slu¢ajeva i 1,1 milion smrtnih ishoda od raka kolorektuma godisnje
(40).

U literaturi je istaknuto da se kolorektalni karcinom moze smatrati pokazateljom
socioekonomskog razvoja u zemljama u tranziciji, u kojima se zajedno sa ekonomskim promenama
usvaja 1 zapadnjacki nacin zivota (western lifestyles),Sto uti¢e da se stope incidence ravnomerno

povecavaju sa porastom indeksa ljudskog razvoja (engl.Human Development Index-HDI) (2).

Kolorektalni karcinom je u Srbiji drugi naj¢es¢i maligni tumor. Tokom 2015. godine je samo u
Centralnoj Srbiji registrovano 1947 novoobolelih muskaraca i 1247 novoobolelih Zena. U istoj godini
je kolorektalni karcinom sa stopom mortaliteta od 13.4% za muskarce i 10.1% za zene, predstavljao

drugi najcesc¢i uzrok smrti iza karcinoma pluc¢a za muskarce i iza karcinoma dojke za zene (41).
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Cancer deaths in 2020*
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Slika 3. Incidenca i mortalitet od kolorektalnog karcinoma u Svetu u odnosu na druge
GLOBOCAN 2020/IARC 2020)

tumore (Izvor:

Petogodi$nje prezivljavanje od kolorektalnog karcinoma je oko 60% u razvijenim zemljama
1 oko 40% u Brazilu i zemljama Isto¢ne Evrope (42). Arnold i sar. 2017., su zapazili da poslednjih
decenija postoji porast incidence 1 mortaliteta u baltickim zemljama, Rusiji, Kini i u Brazilu, povecanje
incidence ali smanjenje mortaliteta u Kanadi, Velikoj Britaniji, Danskoj i Singapuru i pad incidence i
smanjenje mortaliteta u Sjedinjenim Drzavama, Japanu i Francuskoj (40). Ovi podaci govore u prilog
Cinjenice da je, stalan program skrininga i ranog otkrivanja, poput onog u Sjedinjenih Drzavama,
koji je sproveden tokom devedesetih godina, imao uticaja na smanjenje incidence kolorektalnog

karcinoma i to za 3% godiSnje kod muskaraca i za 2,3% kod Zena (39).

Incidenca kolorektalnog karcinoma je veca kod muskaraca u odnosu na zensku populaciju
(1,4:1), a vise od 90% obolelih je starije od 55 godina kod oba pola (3). Kolorektalni karcinom se
da sa godinama raste i rizik tako da je kod osoba zivotne dobi oko 80-85 godina rizik za nastanak
ovog tumora 7-8 puta veéi nego kod osoba starosti od 50-55godina. Medutim poslednjih decenija se
registruje povecéana incidenca ovog tumora u mladoj populaciji (43). Primeceno je da su kolorektalni
karcinomi kod mladih osoba najéesce posledica perzistraju¢eg ulceroznog kolitisa ili nekog od FAP
sindroma. Takode je zapazeno da mlade osobe ¢esce imaju desnostranu lokalizaciju ovog tumora i
¢ini se da ucestalost rektalnog i rektosigmoidnog karcinoma raste kod pacijenata madih od 40godina
(44).

2.2.2 Faktori rizika za nastanak kolorektalnog carcinoma

Kolorektalni karcinom je multifaktorska bolest uzrokovana uzajamnim dejstvom genetskih,
epigenetskih 1 faktora okoline. Faktori rizika za nastanak ovog tumora su klasifikovani u dve grupe:

nepromenjive faktore rizika i promenljive, odnosno faktore rizika podlozne prevenciji (1,40,42).



2.2.2.1. Nepromenljivi faktori rizika

Nepromenljivi faktori rizika, koji nisu podlozni prevenciji su: pol, starosna dob, rasna i etnicka

pripadnost, licna anamneza za polipozu i rak kolorektuma i inflamatorna oboljenja kolona (3,45).

2.2.2.1.1. Pol i starosno doba

Incidenca kolorektalnog karcinoma je oko 30% veca kod muSkaraca nego kod Zena, dok je
mortalitet veci za oko 40%. Tako je u SAD incidenca karcinoma kolona 64/100000 za muskarce 1
46/100000 za Zene (46), dok je u Srbiji stopa incidence 33.5/100000 za muskarce 1 21.6/100000 za
zene (41). Postoji misljenje da ovu razliku u incidenci uslovljavaju razlike u izloZenosti faktorima
rizika (konzumacija alkohola,pusenje cigareta, polni hormoni idr.) i interakcije izmedu faktora rizika
(46).

Uocene su razlike u lokalizaciji kolorektalnog karcinoma u odnosu na pol. Kod Zena, odnos
karcinoma kolona i karcinoma rektuma iznosi 3:1, a kod muskaraca 2:1. Takode je zapaZzeno da je kod

zena CeSc¢a desnostrana lokalizacija kolorektalnog karcinoma (47,46).

Jedan od najznacajnih faktora rizika za nastanak kolorektalnog karcinoma je Zivotno doba
pacijenta. Dokazano je da se rizik za nastanak ovog tumora povecava sa godinama starosti. Oko 91%
novoobolelih i oko 94% umrlih ima vise od 50 godina, dok je incidenca za pojavu kolorektalnog
karcinoma 15 puta veca kod osoba preko 50godina u odnosu na osobe starosti izmedu 20 i1 49 godina
(48,49). Smatra se da sa godinama nastaje pad imunobioloske otpornosti organizma, §to izaziva

kumulacije mutacija koje uspevaju da izbegnu reper mehanizme i postaju zariste karcinogeneze (1,3).

Iako je zapazeno da ucestalost kolorektalnog karcinoma u ukupnoj populaciji u SAD opada,
Sto je posledica povecanja kolonoskopskog skrininga, ipak stopa kolorektalnog karcinoma raste
medu adolescentima 1 mladima (50). Zapazeno je da je 5.7% pacijenata sa novodijagnostikovanim
tumorom mlade od 45 god., a 20.5% mlade od 55god. Kod osoba mladih od 50 godina incidenca
kolorektalnog karcinoma je u periodu od 2000. do 2013. godine porasla za 22%, uglavnom zbog
tumora distalnog creva i rektuma (51). Siegel 1 sar. 2017. su izvestili da je u periodu od 1970. do 2014.
god. u SAD umrlo 242.637 ljudi starosti od 20 do 54 godina, u srednjoj Zivotnoj dobi od 49god (52).
U nasoj zemlji i u zemljama u okruZenju se takode uocava porast broja obolelih kod osoba mladih
od 40 godina (45).

2.2.2.1.2. Rasna i etni¢ka pripadnost

Izvestaji o uticaju rasnih 1 etnickih razlika na incidencu i mortalitet kolorektalnog karcinoma
su oskudni i kontradiktorni. Americka asocijacija za rak (American Cancer Society) je saopstila da
su stope incidence 1 smrtnosti od kolorektalnog karcinoma u populaciji crnaca koji Zive SAD 20-

50% vece u odnosu na populaciju belaca 1 azijata (53). Medutim po izvestaju Siegel i sar. 2017. koji
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su ispitivali stopu mortaliteta u periodu od 1970.do 2014. god se zapaza da su se stope smrtnosti od
kolorektalnog karcinoma smanjile od 1970.kod crnaca starosti od 20-54. godine, a od 1995. god.
porasle kod osoba bele rase u starosnoj dobi od 30-39god. Po ovoj studiji stopa smrtnosti je u beloj
populaciji porasla od 3.6% u 2004. na 4.1% u 2014. godini, dok se u crnoj populaciji smanjila od 8.1%
u 1970.na 6.1 u2014. godini (52). Vazno je ista¢i da je veoma tesko izdvojiti uticaj rasne pripadnosti
na incidencu kolorektalnog karcinoma jer se razli€iti rasni obrasci sukobljavaju sa glavnim faktorima

rizika koji su sli¢ni kod belih i crnih osoba (npr. gojaznost).

2.2.2.1.3. Pozitivna liéna anamneza

U brojnim studijama je pokazano da nasledni faktori imaju vaznu ulogu u razvoju kolorektalnog
karcinoma. U odnosu na etiopatogenezu postoje nasledni i sporadi¢ni kolorektalni karcinomi.
Sporadi¢ni karcinomi kolona ¢ine 85-90% svih malignih tumora debelog creva. Genetski faktori
nemaju presudan znacaj u patogenezi sporadicnog kolorektalnog karcinoma kao kod naslednih formi
, ali se smatra da je rizik za nastanak ovog tumora veci u osoba sa pozitivnim porodi¢nim anamnezama
(49).

Nasledni kolorektalni karcinomi se javljaju u okviru razli¢itih naslednih sindroma kao Sto
su adenomatozni polipozni sindromi (FAP, Gardnerov sindrom, Turcotov sindrom), hereditarni
nepolipozni kolorektalni karcinom HNPCC (Lynch I i II, Myirr-Torre sindrom), hamartomatozni
polipozni sindromi, MAP sindrom (bilateralna mutacija DNK gena -—hMYH) i porodi¢ni kolorektalni

karcinom (54).

Familijarna adenomatozna polipoza (Familial adenomatous polyposis—FAP)se karakterise
prisustvom mnogobrojnih adenoma u svim segmentima kolona. Broj adenoma je varijabilan od 100
do preko 2500, prosecno vise od 1000 koji pokrivaju povrsinu sluznice. Adenomi su razlic¢itog oblika
1 obi¢no su manji od lem (1,3). Nosioci mutacije APC (Adenomatous Polyposis Coli) gena koja
uzrokuje familijarnu adenomatoznu polipozu imaju 100% rizik za nastanak kolorektalnog karcinoma
posle 40. godine (55).

Gardnerov sindrom je varijanta FAP sindroma, prenosi se autozomno dominantno. Karakterise
se adenomatoznom polipozom creva i ekstrakolicnim manifestacijama u vidu multipnih koStanih
tumora lobanje, gornje i donje vilice 1 tumora koze i potkoZznog masnog tkiva. Adenomi kod ovog
sindroma su otkriveni i u nadbubregu, pankreasu i Stitastoj zlezdi (1).Ukoliko se intestinalni polipi ne

lece, u 100% slucajeva postoji mogucnost njihove maligne alteracije (56).

Turcotov sindrom predstavlja tezak oblik FAP sindroma praen pojavom malignih tumora
mozga. Kod pacijenata sa meduloblastomom su otkrivene mutacije APC gena, dok su kod bolesnika
sa glioblastomom multiforme zapazene mutacije h(MLH 11 hPMS2 gena (57).

Lynch sindrom. U osnovi ovog sindroma (Hereditary nonpolyposis colon cancer syndrome,

HNPCC) postoje visoko penetrantne genske mutacije nekog od gena ,,mismatch repair“ (MMR)
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sistema (hMLH1, hMSH2, hMSH6, hPMS1,hPMS2) koji je neophodan za odrzavanje genomske
stabilnost i omogucuje korekciju replikacionih gresaka (1,58). Smatra se da osobe sa ovim sindromom

poseduju oko 40-80% povecan rizik za nastanak kolorektalnog karcinoma (1,58).

Hamaromatozni polipozni sindromi (Peutz-Jeghers, Cowden sindrom i juvenilna polipoza) su

odgovorni za oko 1% kolorektalnih karcinoma (59).

2.2.2.1.4. Inflamatorne bolesti kolona

U ovu grupu oboljenja spadaju ulcerozni kolitis i Kronova bolest (morbus Chron), za koje
se ranije smatralo da predstavljaju manifestacije jedne iste bolesti. Danas se zna da se radi o dve
razlicite bolesti koje se u oko 10-15% pacijenata ne mogu jasno izdiferencirati, buduci da imaju brojne
zajednicke osobine (60). Obe bolesti nastaju kod genetski predisponiranih osoba usled patoloskog
lokalnog imunskog odgovora usmerenog na normalnu crevnu floru (1,61). Osnovna razlika izmedu
ove dve bolesti je u tome $to je ulcerozni kolitis negranulomatozno zapaljenje ograniceno na debelo
crevo, a Kronova bolest je nekazeifikuju¢e granulomatozno zapaljenje koje moze da se javi u bilo

kom delu gastroinestinalnog trakta od jednjaka do anusa, ali najces¢e u ileumu (3).

Ulcerozni kolitis zapoCinje u rektumu i Siri se proksimalno ponekad zahvatajuéi ¢itavo debelo
crevo.Predstavlja sistemski poremecaj koji je kod nekih osoba povezan sa migratornim poliartritisom,

spondilitisom,uveitisom,nodoznim eritemom i oStecenjima jetre (1,61).

Komplikacije ulceroznog kolitisa su toksi¢ni megakolon, perforacije kolona, krvavljenje,
striktura kolona 1 karcinom koji se javlja u oko 30% bolesnika kod kojih je bolest pocela u mladoj

zivotnoj dobi 1 traje duze od 15godina (62).

Kronova bolest moze da se javinabilo kom nivou alimentarnog trakta, a smatra se da predstavlja
sistemsko zapaljenjsko oboljenje koje pretezno zahvata gastrointestinalni sistem.Aktivna faza bolesti
je pra¢ena komlikacijama imunog sistema izvan creva (uveitis, migratorni polartritis,nodozni eritem,

urolitijaza, opstruktivna uropatija) (3).

Ova bolest se morfoloski karakteriSe postojanjem nekazeifikujué¢ih granuloma 1 fistula.
Granulomi se mogu naci bilo gde u gastrointestinalnom traktu. Zapaljenje je jasno ograniceno i
transmuralno zahvata zid creva i ostecuje sluznicu. Osnovna karakteristika Kronove bolesti je jasna
demarkacija obolelih segmenata creva od susednih zdravih, tako da se zdravi segmenti koji se nalaze

izmedu dva obolela segmenta (lezije ,,na preskok* — skip lesion) (63).

Posledice zapaljenjskih promena su abdominalni apscesi, strikture creva, a retke ali pogubne

komplikacije su masivno krvarenje u crevima, toksi¢na dilatacija debelog creva i karcinom kolona (64).

Postoji misljenje da ukoliko zapaljenjske bolesti kolona traju krace od 10 godina nema rizika
za razvoj kolorektalnog karcinoma, ali da ukoliko evolucija bolesti traje duze od 10 godina rizik raste

za 0.5-1% svake naredne godine (59).
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2.2.2.2. Promenljivi faktori rizika

Promenljivim faktorima rizika ili faktorima rizika koji su podlozni prevenciji pripadaju nacin

ishrane, prekomerna telesna tezina, fizicka neaktivnost i konzumiranje alkohola i cigareta.

2.2.2.2.1.Naéin ishrane

Obzirom da je kolon u stalnom kontaktu sa produktima varenja razli¢ite epidemioloske
studije ukazuju da nacin ishrane ima veliki znacaj u kolorektalnoj karcinogenezi (1,65,66). Smatra
se da visokokalorijska ishrana bogata crvenim mesom i mastima Zivotinjskog porekla sa smanjenim
unosom vlaknastih materija i smanjenom fizickom aktivnos¢u dovodi do smanjene aktivnosti kolona
sa opstipacijom, pa se na zidovima kolona duze zadrzava himus iz koga razli¢ite toksi¢ne materije

remete ekosistem creva i iritiraju crevnu mukozu (1,65).

Brojne studije su pokazale da unoSenje velikih koli¢ina crvenog mesa koje je duzi vremenski
period bilo obradeno na visokim temperaturama povecava rizik za nastanak kolorektalnog karcinoma.
Pripremanjem mesa na visokoj temperaturi stvaraju se heterocikli¢ni amini 1 policikli¢ni aromati¢ni
hidrokarbonati za koje se zna da imaju karcinogena svojstva (67,68). Sa druge strane crveno meso je
bogato gvozdem koje je poznati prooksidans, tako da moze povecati produkciju slobodnih radikala u
kolonu. Slobodni radikali izazivaju oksidativni stres koji dovodi do nastanka ireverzibilnih promena
u celiji ili povecava broj mutacija. Dalje, konzumiranjem crvenog mesa nastaje endogena sinteza
N-nitrozo jedinjenja od kojih su mnoga kancerogena (69). Povec¢an unos belan¢evina moZze dovesti do
fermentacije aminokiselina u debelom crevu i1 oslobadanja kancerogenog amonijaka (70). Chan 1 sar.
2011. su u svojoj meta-analizi pokazali da na svakih 100 grama dnevno konzumiranog crvenog mesa i

mesnih preradevina rizik za nastanak karcinoma kolona raste za 25%, a za karcinom rektuma 31% (69).

Vazan faktor rizika za nastanak kolorektalnog karcinoma predstavlja i nacin pripreme hrane.
Smatra se da je hrana przena u vreloj masti, u masti koris¢enoj vise puta, susenoj ili hrana pecena na

rostilju predstavlja znacajan faktor rizika zbog policikli¢nih ugljovodonika koji su priznati karcinogeni

(71).

Hrana bogata mastima dovodi do povecanja holesterola i zu¢nih kiselina koje se u kolonu
pod uticajem bakterijske flore transformiSu u snazne karcinogene. Dalje se smatra da masti u ishrani
promovisu inflamatorne procese za koje se zna da stimuliSu nastanak i rast tumora (59,62 ). U vezi
ovoga postoje eksperimentalni dokazi da zasi¢ene masne kiseline srednjeg i dugog lanca (npr.
stearinska, palmitinska 1 lanolinska) imaju proinflamatorne efekte tako da povecavaju rizik za nastanak
kolorektalnog karcinoma. Sa druge strane je pokazano da nezasi¢ene masne kiseline, poput oleinske,

imaju antiinflamatorna svojstva pa smanjuju ucestalost ovog tumora (72).

Zapazeno je da hrana bogata biljnim vlaknima smanjuje rizik za nastanak kolorektalnog
karcinoma. Smatra se da biljna vlakna povecavaju volumen stolice, imaju sposobnost direktnog

vezivanja za toksine iz fekalne mase 1 smanjuju vreme prolaska fekalne mase kroz kolon, ¢ime je
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skrac¢eno vreme kontakta karcinogena sa sluznicom kolona (73).

Dalje, bakterijskom fermentacijom biljnih vlakana nastaju masne kiseline kratkog lanca za
koje se smatra da imaju antiinflamatorna svojstva pa se smanjuje rizik za nastanak kolorektalnog
karcinoma. Zapazeno je da veci unos dijetetskih vlakana Stiti od povecanja telesne mase i dijabetesa
tip 2, pa se predpostavlja da je protektivno dejstvo dijetetskih vlakana posredovano boljom kontrolom

telesne mase 1 smanjenjem insulinske rezistencije (74).

2.2.2.2.1. Navike i nacin zivota

Osim napred navedenih faktora rizika za kolorektalni karcinom, promenljivi faktori rizika

obuhvataju gojaznost, nedovoljnu fizicku aktivnost, puSenje cigareta i konzumaciju alkohola.

Gojaznost nastaje kada je unos kalorija vec¢i od energetskih potreba, u duzem vremenskom
periodu, bez adekvatnog utroska energije. Osobe sa indeksom telesne mase (BMI) preko 30kg/m2 se
svrstavaju u gojazne osobe. Gojaznost je hroni¢na bolest koja se manifestuje prekomernim nakupljanjem
masti u organizmu i povecanjem telesne tezine (75). U literaturi postoje ubedljivi argumenti koji
pokazuju povezanost mnogih histogenetski razli¢itih malignih tumora sa gojaznos¢u (76,77). Smatra
se da gojazne osobe imaju ¢ak 20% veci rizik za nastanak kolorektalnog karcinoma u odnosu na osobe
sa normalnom telesnom masom (77). U gojaznih osoba se razvija tolerancija na insulin pa dolazi do
povecéanja cirkuliSu¢eg insulina, $to ima za posledicu povecanje insulinu slicnog faktora rasta tipl

(Insulin like Growth Factor 1, IGF-I) koji stimuliSe proliferaciju ¢elija intestinalne mukoze (78).

Nedovoljna fizicka aktivnost se poslednjih decenija istice kao vazan faktor rizika za nastanak
kolorektalnog karcinoma. Smatra se da fizicka aktivnost uti¢e na redukciju telesne teZine i na
smanjenje insulinske rezistencije (79), a postoji misljenje da fizicka aktivnost utice i na povecanje
motiliteta creva (80). Kirkegaard 1 sar. 2010, su pokazali da fizicki aktivne osobe imaju za 23% manji

rizik za razvoj kolorektalnog karcinoma u odnosu na fizi¢ki neaktivne osobe (81).

Postoji zapazanje da fizicka akzivnost ima veci uticaj na redukciju kolorektalnih karcinoma
proksimalne lokalizacije u odnosu distalno lokalizovane tumore. Takode je zapazeno da fizicka

aktivnost ima veci uticaj na redukciju karcinoma kolona kod muskaraca nego kod Zena (82).

Pusenje cigareta i konzumacija alkohola. U literaturi postoje dokazi o povezanosti puSenja
cigareta sa ¢ak 13 karcinoma razli¢ite lokalizacije, ukljucujuc¢i i kolorektalni karcinom (83). U
duvanskom dimu je prisutno oko 4000 razli¢itih toksi¢nih materija od kojih su mnoge karcinogene
poput acetaldehida,benz-pirena,aromati¢nih amina, N-nitrozamina i dr. Kod dugogodi$njih pusaca
nikotin 1 karcinogeni iz duvanskog dima izazivaju metilaciju DNK i1 mutaciju APC gena koji je
odgovoran za o¢uvanje integriteta i funkciju kolonske mukoze (66,84,85). Postoji podatak da je oko
12 % smrtnih slucajeva od adenokarcinoma kolorektuma u vezi sa pusenjem (86). Zapazeno je da je

povezanost karcinogena iz duvana sa nastankom kolorektalnog karcinoma ucestalija kod zena (87).

Takode je zapaZeno da je konzumacija ¢ak i umerenih koli¢ina alkohola povezana sa pove¢anim
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rizikom zarazvojkolorektalnog karcinoma. U brojnim studijama je pokazano da ekscesivnakonzumacija
alkoholnih pi¢a povecava rizik za nastanak kolorektalnog karcinoma za oko 23% (86,88), pri ¢emu je

istaknuto da su metaboliti alkohola (acetaldehidi) karcinogeni za kolorektalnu sluznicu(89).

U literaturi je opisana i interakcija izmedu konzumacije alkohola i duvana 1 kolorektalnog
karcinoma. Postoje misljenja da nikotin indukuje DNK-mutacije koje se teze popravljaju u prisustvu
alkohola budu¢i da alkohol pospesuje stvaranje slobodnih radikala i1 inhibiSe reparativne enzime.

Pored toga alkohol pomaze efikasniju penetraciju karcinogena u ¢elije sluzokoze kolona (89).

2.2.3. Kolorektalna karcinogeneza

Kolorektalnikarcinom je multifaktorska bolest uzrokovana interakcijom genetskih, epigenetskih
1 faktora okoline. Kao posledica ,,meduigre* razlicitih onkogena, supresornih gena i njihovih produkata
sa faktorima okoline nastaje kolorektalna karcinogeneza (90,91). Klju¢na promena u karcinogenezi
kolona, na molekularnom nivou, je gubitak genomske ili epigenomske stabilnosti. Obzirom da su ove
alteracije prisutne u ranim neoplasticnim lezijama (aberantni kriptalni fokus 1 nazubljene polipoidne
lezije) to se genomska i/ili epigenomska nestabilnost smatraju ranim dogadajem u kolorektalnoj

karcinogenezi (91).

Akumulacija steCenih genetskih 1 epigenetskih promena ima za posledicu transformaciju
normalne u malignu ¢eliju sa metastatskim potencijalom (92). Mutacije gena i epigenetske aberacije
dovode do aktivacije gena koji stimuliSu celijsku proliferaciju ili njihovu zastitu od apoptoze,

aktiviraju onkogene i inaktiviraju tumor supresorne gene (90).

Genetska nestabilnost koja je glavna karakteristika kolorektalnog karcinma moZe nastatati kroz
tri razlicita mehanizma: hromozomska nestabilnost (Chromosomal instability-CIN), mikrosatelitska
nestabilnost (Microsatellite instability-MSI) i metilacija CpG sekvenci (CpG island methylator
phenotype- CIMP) (90,92). Na ¢elijskim dogadajima koji karakteriSu ova tri puta karcinogeneze je
bazirana molekularna klasifikacija kolorektalnih karcinoma, jer je svaki od ovih puteva definisan
specificnim genetskim i epigenetskim promenama,tipi¢nim klini¢kim 1 histopatoloskim osobinama i
dovodi do ralicitih fenotipa (93).

2.2.3.1. Hromozomska nestabilnost (CIN) - mutacije u APC genu

Hromozomska nestabilnost je najces¢i mehanizam karcinogeneze 1 srece se u oko 84%
sporadicnih kolorektalnih karcinoma. KarakteriSe se promenama u broju i strukturi hromozoma
I hromozomskim rearanzmanima, ukljucuju¢i delecije, translokacije, amplifikacije, insercije,
aneuploidiju i1 gubitak heterozigotnosti najces¢e za 5921 (APCgen),17p13(TP53gen ) i 18 qLOH
(DCC,SMAD2 i SMAD4 geni) (94).

CIN je poznata i kao adenom-karcinom sekvenca i povezana je sa aktivacijom KRAS
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protoonkogena i inaktivacijom najmanje tri supresorna gena (APC gen, p53 gen 1 gubitak
heterozigotnosti hromozoma 18qLOH) (93).

Tumor supresorni APC gen normalno blokira tranziciju G, u S fazu Celijskog ciklusa. APC
gen ima vaznu ulogu u Wnt-signalnom putu gde indukuje degradaciju B katetina, koji je vazan
faktor u regulaciji proliferativne aktivnosti epitelnih ¢elija creva. Alteracije APC gena imaju za
posledicu gubitak APC funkcije 1 akumulaciju B katetina u jedru epitelnih celija. B katetini aktiviraju
transkripciju brojnih onkogena (na pr. Cyclin D 1 MYC) koji pokrec¢u ¢elijsku proliferaciju u kriptama
kolona i dolazi do stvaranja polipa (94,95). Inaktivaciju APC gena najces¢e izazivaju germinativne
1 somatske mutacije. Somatske mutacije su opisane u 72% sporadicnih kolorektalnih karcinoma, u
30-70 sporadi¢nih adenoma i u oko 5% displasti¢nih aberantnih kriptalnih fokusa (ACF), dok se

germinativne mutacije ¢esce javljaju u FAP (95).

Najranije poznata prekancerozna lezija je aberantni kriptalni fokus (ACF), koji predstavlja
prelaz izmedu normalnog epitela i adenoma (91). Progresija ka adenomu ili ranom karcinomu je
pra¢ena aktivacijom KRAS protoonkogena lociranog na 12p12 hromozomu, koji kodira KRAS
protein od 21kD (94). Mutirani gen remeti funkciju KRAS proteina ¢ime je omoguéena aktivacija
PI3K, AKT1 i AKT?2 signalniih puteva koji stimuli$u rast tumora promovisuci epitelnu u mezenhimnu
trazticiju (95). Mutacije KRASgena su identifikovane u oko 30-50% kolorektalnih karcinoma i u oko
30%adenoma kolorektuma (96).

CIN - Chromosomal Instability pathway

APC inactivation KRAS mutation 18q, SMAD2/4 loss TP53 mutation 451
and loss [ ", > - L

Normal mucosa Early adenoma Intermediate adenoma Late adenoma Carcinoma

MMR mutation; BRAF mutation TGFBRZ, IGFZR, BAX mutation
MLH1 methylation

MSI - Microsatellite Instability pathway

Slika 4. Konvencionalna adenom-karcinom sekvenca (Izvor: De Palma FDE, 2019)

Gen TP53, poznat kao ,,Cuvar genoma“ ima znacajnu ulogu u kontroli ¢elijskog ciklusa. On
kodira protein p53 koji izaziva zaustavljanje ¢elijskog ciklusa u G1 fazi i sprecava replikacije oStecene
DNK. Ukoliko je reparacija DNK neuspesna, on aktivacijom apoptoti¢nih signala indukuje ¢elijsku
smrt. Gubitak ili mutacije TP53 gena imaju za posledicu gubitak funkcije kodiranog proteina, tako da

¢elije nece biti zadrzane na kontrolnoj tacki, nego replikuju leziju na DNK i ona se prenosi na ¢erke
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¢elije koje su genetski nestabilne (97). Gubitak funkcije p53 je zapazen u 42,22% pojedinacnih i u
43,75 multipnih kolorektalnih karcinoma (98).

Somatske mutacije gena TP53 su najceS¢e mutacije u humanim karcinomima. Smatra se
da mutacije p53, tokom kolorektalne karcinogeneze, igraju klju¢nu ulogu u tranziciji adenoma u
karcinom.Mutacije p53 se javljaju u 34% karcinoma debelog creva proksimalne lokalizacije 1 u 45%
distalnih kolorektalnih karcinoma (97).

Hromozomskanestabilnostmozebitiizazvanaigubitkomheterozigotnostihromozomal8qLOH
(Loss of Hererozygosity). LOH je definisan kao gubitak jednog od roditeljskih alela koji je izazvan
mitotskim nerazdvajanjem, odnosno rekombinacijom dva homologna ili nehomologna hromozoma.
Oko 70% kolorektalnih karcinoma pokazuje LOH u regionu gena DCC (Deleted in Colorectal Cancer,
DCC) na lokaciji 18q21. DCC gen je ,,uslovni tumor supresorni gen“ i kodira veliki transmembranski
DCC receptor od 200 kDa (94). Ligand za koji se vezuje DCC receptor je multifunkcionalni protein
Netrin-1. Smatra se da Netrin-1 deluje kao selektivni mehanizam koji blokira apoptozu indukovanu
DCC zavisnim receptorima. Netrin-1 se sekretuje u kriptama kolorektalne sluznice. Bududéi da se
epitelne Celije sluznice diferencijaciraju i kreéu ka povrsini, to se koncentracija Netrina-1 tokom
diferencijacije ¢elija sluznice smanjuje. Ovaj gradijent koncentracije Netrina-1 omogucuje normalne
procese apoptoze i obnavljanja epitelnih éelija sluznice kolona. Ukoliko je DCC gen mutiran, Netrin-1
se nece vezati za transmembranski receptor $to rezultuje abnormalnim prezivljavanjem ¢elija (94,99).
Na 18921 hromozomu su pored DCC mapirani jo§ i SMAD2 i SMAD4 geni, koji kodiraju signalne
puteve za faktor transformacije rasta p (TGF-p) (100).

U adenom-karcinom sekvenci su opisane i mutacije TGFBR (Transforming Growth Factor
Beta Receptor) i PIK3CA (Phosphoinositide-3-kinase, catalytic, alpha) gena (94).

2.2.3.2. Mikrosatelitska nestabilnost (MSI)

Zarazliku od hromozomske nestabilnosti kod mikrosatelitske nestabilnosti nisu identifikovane
promene u broju 1 strukturi hromozoma. Tumori koji nastaju ovim putem imaju oSte¢en mehanizam
za reparaciju pogresno uparenih baza u DNK. Za popravku pogresno uparene DNK su odgovorni
geni MisMatch Repair (MMR) sistema (101). MMR je Celijski sistem koji uklju¢uje mnogo proteina
zaduzenih za identifikaciju 1 popravku neuskladenih baza koje su nastale tokom replikacije DNK,
genetske rekombinacije ili hemijskim 1 fizickim oSte¢enjem. MMR geni kodiraju sledece MMR
proteine: MLH1, MLH3, MSH2, MSH3, MSH6 i PMSI 1 Exol. Proteini MMR sistema formiraju
heterodimerne komplekse koji se vezuju za podrucja izmenjene DNK i zapoc¢inju popravku (102). Na
primer, MLH1 utoku aktivacije popravke regrutuje obligatnog partnera PMS2 na mesto popravke DNK
1 formira heterodimerni kompleks MLH1/PMS2. Ekspresija svakog proteina u heterodimeru zavisna
je od ekspresije njegovog para. Ukoliko je MLH1 mutiran, gubi se iz heterodimernog kompleksa za
popravku neuskladene DNK 1 u tom slu€aju ¢e 1 PMS2 biti odsutan iz proteinskog kompleksa. To
se isto deSava 1 sa MSH2 i njegovim partnerom MSH6 (103,104). Inaktivacija nekog od ovih gena

iz MMR sistema, usled somatskih i germinativnih mutacija ili epigenetskog prigusivanja rezultuje
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poremecajem funkcije. Tako nastaje mutatorski fenotip poznat kao mikrosatelitska nestabilnost
(MSI), koji se karakteriSe rasprostranjenim polimorfizmom mikrosatelitskih sekcenci. Mikrosateliti

obuhvataju 1-6 nukleotida koji ¢ine oko 3% humanog genoma (102,105).

Mikrosatelitska nestabilnost je detektovana kod oko 13-16% sporadi¢nih kolorektalnih
karcinoma, pri ¢emu najceSce nastaje gubitak MMR funkcije usled hipermetilacije MLHI1 gena
(106). MSI takode predstavlja i glavnu molekularnu karakteristiku naslednog nepolipoznog
kolorektalnog karcinoma (HNPCC) poznatog kao LinCov sindrom. Zapazeno je da osobe sa ovim
sindromom razvijaju isklju¢ivo MSI kolorektalni karcinom, budu¢i da sindrom nastaje kao posledica
germinativnih mutacija i delecija u 19 gena ukljucuju¢i 1 MLH1, MSH2, MSH6, PMS2, EPCAM,
POLE i POLDI1 (107,108).

Na bazi molekularnih obelezja kolorektalni karcinomi su podeljeni na mikrosatelitski stabilne

1 mikrosatelitski nestabilne tumore (103).

2.2.3.3. Metilacija CpG sekvenci (CIMP)-Epigenetski put

Metilacija DNK je regulatorni mehanizam koji ¢elije koriste da utiSaju ekspresiju nekog gena,
na primer gena za supresiju tumora. Konkretno kada se sekvenca CpG metilira u promotorskom
regionu gena onda je transkripcija tog gena inhibirana. Aberantna hipermetilacija DNK se vida u

brojnim bolestima ukljucujuéi 1 karcinome (109).

Fenotip metilacije CpG sekvenci u kolorektalnom karcinomu je osobina koja izaziva
epigenetsku nestabilnost hipermetilacijom promotera i utiSavanjem gena za supresiju tumora,
ukljucuju¢i i MLHI1, jedan od MMR gena (95). Zapazeno je da oko 40% genskih promotera sisara

sadrzi CpG sekvence koje su nemetilovane (110).

CIMP predstavlja poseban fenotip kolorektalnog karcinoma sa specificnim klinickim,
patoloskim i molekularnim karakteristikama. Za razliku od CIN i MSI, ovaj mehanizam kolorektalne
karcinogeneze pocinje od prekusornih lezija poznatih kao ,,sesilni nazubljeni adenomi/polip”i (sessil
serrated adenoma/polyp) (111). ,,Zupcasti put“je poseban put kolorektalne karcinogeneze jer je skup
»zupcastih® tumora koji steknu MSI povezan sa relativno brzim napredovanjem od prekursorske
lezije do karcinoma. Karakteristicna oobina ovog puta je V60OE mutacija u BRAFgenu. Zapazeno
je da se ova mutacija javlja rano u ,,zupCastom putu“ i da indukuje aktivaciju MAPK-ERK puta
sa posledi¢nom nekontrolisanom deobom celija. Takode je zapazeno da je BRAF mutiran u vecéine
»Zupcastih adenoma® i da su mutacije ovog gena retke u konvencionalnim adenomima (90). BRAF
V600E mutacija je snazno povezana sa hipermetilacijom MLH1 gena u 20,3% neklasifikovanih i
u 18,7% sporadicnih kolorektalnih karcinoma (112). Hipermetilacija MLH1 u MSI-sporadicnom

kolorektalnom karcinomu je nadena u 83-100% slucajeva (95).

CIMPsemoze oceniti kaonizak (CIMP-L), visok(CIMP-H) ilinegativan (CIMP-0),u zavisnosti

od stepena istovremenih hipermetilacija koje se javljaju na nekoliko CpG sekvenci smestenih u blizini
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promotorskog regiona gena supresora (109). CIMP-H , koji se Cesto lokalizuje u proksimalnom
kolonu, ¢es¢e se javlja kod Zena i u starijem Zivotnom dobu, pokazuje loSiju prognozu u poredenju sa
CIMP-L i CIMP-0. Na molekularnom nivou CIMP-H je ¢esto MSI tumor i karakteriSe ga inaktivacija
WNT/B-catenin signalnog puta, visoka BRAF iniska stopa mutacija TP53 gena. CIMP-L je povezan
sa KRAS mutacijama, a CIMP-0 karakteriSu ¢este mutacije TP53gena. U savremenoj dijagnostici se
status hipermetilacije gena navedenih u CIMP panelima koristi kao biomarker za prognozu i procenu

odgovora na hemoterapiju kolorektalnih karcinoma (109).

U razli¢itim molekularnim subtipovima kolorektalnog karcinoma CIN, MSI i CIMP-
karcinogeni mehanizmi se, ne retko preklapaju, Sto moze imati prognosticki znacaj (113). Zapazeno
je da CIN tumori pokazuju najvecu ucestalost za mutacije p53 gena, a najmanju za mutacije BRAF
V600E. Sa druge strane MSI tumori su imali najucestalije mutacije BRAFV600E, a najmanju
ucestalost mutacija APC 1 KRAS gena (95). Klasifikacija tumora na bazi mutacija prisutnih u

njegovom fenotipu ima vazan prognosticki i terapijski znacaj (114).

2.2.4. Klinicke karakteristike kolorektalnog karcinoma
2.2.4.1. Klinicka slika

Obzirom da ima dugu evoluciju kolorektalni karcinom u inicijalnom stadijumu moze biti bez
simptoma.Simptomi se javljaju podmuklo i €esto traju 1 godinama pre postavljanja dijagnoze, a tokom

razvoja bolesti klinicka slika najces¢e zavisi od lokalizacije, veliine i proSirenosti tumora (1,3).

Asimptomatskibolesnici cesto imaju okultna krvarenja, pri cemukoli¢inakrvikojase pojavljuje
u stolici raste sa porastom veliCine i stepenom ulceracije tumora (115). Zbog krvarenja, Cesto se kao
prvi simptomi pojavljuju znaci anemije. Naj¢es¢i simptomi koji nastaju sa napredovanjem bolesti su
malaksalost,umor,osecaj nadutosti, konstipacija, gubitak u tezini, bol i palpabilna tumorska masa u
abdomenu. U uznapredovanom stadijumu se javlja hepatomegalija,ascit, opstrukcija ili perforacija
creva. Ukoliko dode do infiltracije u okolne organe male karlice javljaju se genitourinarni simptomi

pa i opstrukcija lumena rektuma (115).

Tumori lokalizovani u desnom kolonu su, zbog Sirokog lumena creva, dugo vremena bez
simptoma. NajceS¢e se prezentuju okultnim krvarenjem, posledicnom anemijom, vrtoglavicom i
dijarejom. Umor i slabost izazvana teSkom anemijom mogu biti jedini simptomi, pa nekada i pre

pojave simptoma, tumor toliko poraste da se moze palpirati kroz trbusni zid (50).

Tumori sigme 1 descedentnog kolona naj¢eSce izazivaju crevnu opstrukciju jer obicno
zahvataju celu cirkumferenciju creva. Najces¢e se prezentuju abdominalnim kolikama koje obi¢no
naglo pocinju sa progresijom jakih bolova koji se propagiraju duz kolona do mesta stenoze (tkz.
Duvalove kolike). Kod ovih bolesnika se javljaju i promene u praznjenju creva, pri ¢emu se ucestalo
praznjenje malih koli¢ina crevnog sadrzaja smenjuje sa konstipacijom. Usled suzenog lumena creva

stolica je suzenog kalibra poput olovke (32,50).
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Uzrok opstruktivnih simptoma mogu biti i karcinomi rektalne lokalizacije.Rektalni karcinomi
se takode prezentuju promenama u crevnom praznjenju, koje se naj¢eS¢e manifestuju smenom
opstipacija sa tecnim stolicama. Mogu biti prisutni lazni pozivi na defekaciju i osecaj rektalne
punoce. Bolovi predhode defekaciji i prezentuju se jakim kolikama (50). U kasnijoj fazi bolesti
karcinomi rektalne regije mogu da infiltriSu mokraénu basiku,vaginu i okolne nerve, pa se prezentuju

perinealnim ili sakralnim bolom (3).

U klinickoj praksi postoje slucajevi kod kojih je rektalno krvarenje jedini manifestni simptom
bolesti. U vezi sa tim, Thompson 1 sar, 2017 su istakli da rektalno krvarenje kod osoba iznad 60-
te godine zivota utrostrucuje sumnju na kolorektalni karcinom (116). Zapazeno je da se kod osoba
sa gubitkom telesne tezine, rektalnim krvarenjem i izmenjenim navikama defekacije udvostrucuje
verovatnoc¢a za kolorektalni karcinom (117). Prisustvo palpabilne mase u abdomenu ili u ampuli
rektuma sa velikom verovatno¢om ukazuje na bolest. Williams 1 sar 2016, su pokazali da palpabilna

masa u rektumu u 80% , a u abdomenu u 41% slucajeva korelira sa kolorektalnim karcinomom (118).

Ne retko se kod bolesnika sa rektalnim krvarenjem dijagnostikuje hemoroidalna bolest ili se
u sluc¢ajevima abdominalnog bola i promena u kalibru stolice pogresno dijagnostikuje divertikuloza.
Takode se deSava da se promene u praznjenju creva i abdominalni bol okarakterisu kao iratibilni

crevni sindrom (115).

Svi kolorektalni karcinomi se direktno Sire u okolne organe i metastaziraju limfnim i
hematogenim putem. NajceS¢e metastaziraju u limfne ¢vorove, jetru, pluca i kosti, a kasnije se Sire i u
druge organe. U oko 25% do 30% pacijenata se, u momentu dijagnoze, bolest proSirila izvan granica

izle¢ivosti hirurSkim putem (32).

2.2.4.2. Lokalizacija i nacin rasta

Nacin rasta-makroskopski obrazac rasta kolorektalnog karcinoma zavisi od faze u kojoj se
tumor nalazi u trenutku kada se otkrije. U odnosu na nacin rasta kolorektalni karcinomi mogu biti

egzofiticni, ulcerozni, stenozirajuci, difuzni i1 neklasifikovani (119).

Egzofiticni (vegetantni) rast je obi¢no karakteristika tumora lokalizovanih u desnom kolonu.
Povrsina ovog tipa tumora je nodularna, lobularna ili papilarna, Cesto sa fokusima ulceracije i
nekroze. Tumorska masa raste intraluminalno, ve¢ih je dimenzija i mekane konzistencije i veoma

retko dovodi do opstrukcije lumena (3).

Ulcero-infiltrativni rast se karakteriSe tumorskom masom pecurkastog izgleda sa ulceracijom
u centru. Tumor koji raste na ovaj nacin ima dominantno intramuralni rast i ponekad infiltruje ¢itavu
debljinu zida kolorektuma (119).

Tumori koji imaju stenoziraju¢i (anularni) nacin rasta su najceS¢e lokalizovani u levom
kolonu, uglavnom su malih dimenzija sa bedemastim ivicama. Svojim rastom proZimaju citavu

cirkumferenciju zida, sa opstrukcijom lumena creva i mogu¢im razvojem ileusa. Cesto su nekroticnog
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dna 1 obi¢no vrSe invaziju u dublje slojeve zida. Ne retko je zid creva iznad stenoze proSiren i istanjen

pa je moguca njegova perforacija (32,119).

Difuzni tip rasta kolorektalnog karcinoma je oznacen kao ,,Linitis plastica® jer je tumorskim

procesom zahvacen Citav zid creva, koji je zadebljan i rigidan zbog izrazenih dezmoplasti¢nih procesa
(119).

Bez obzira na nacin rasta svi karcinomi debelog creva u kasnijim fazama evolucije infiltrisu

¢itavu debljinu zida (1).

Oko 50% svih kolorektalnih karcinoma se javlja u sigmoidnom delu creva, u desnom kolonu se
lokalizuje oko 25%, u descedentnom oko 15% i u transverzalnom kolonu oko 10% karcinoma (50).

Poslednjih decenija se javlja trend porasta broja karcinoma smestenih u proksimalnom kolonu (120).

Priblizno oko 5% kolorektalnih karcinoma su sinhroni karcinomi, odnosno multipni tumori koji
se javljaju na viSe lokacija u kolonu. Oko 30% karcinoma je udruzeno sa kolorektalnom polipozom
(50).

U literaturi postoje brojni dokazi koji potvrduju prediktivni i prognosti¢ki znacaj primarne
lokalizacije kolorektalnog karcinoma (119,32,121,122).

Zapazeno je da kolorektalni karcinomi ascedentnog kolona i cekuma ¢eS¢e imaju egzofiti¢ni
(vegetantni) nacin rasta, dok tumori transverzalnog i levog kolona ¢eSc¢e rastu endofiti¢no ili anularno
(119).

Takode postoji zapazanje da se tumori desne polovine kolona c¢eS¢e javljaju kod starijih
osoba, kod crnaca i kod bolesnika sa divertikulima (32). Obic¢no se inicijalno prezentuju anemijom i
smanjenjem telesne tezine, dok su promene u motalitetu creva i hematohesija ¢es¢e pocetni simptomi
tumora smestenih u levom kolonu (32). Pacijenti sa tumorom u desnom kolonu su ¢es¢e zene i starije
osobe. Smatra se da su tumori desnog kolona ¢es¢e lose diferentovani,ceS¢e metastaziraju u peritoneum,
dok oni lokalizovani u levom kolonu ¢es¢e daju metastaze u jetru i pluca, a i ukupo prezivljavanje je
gore nego kod tumora u levom kolonu. Ishrana sa malo vlakana, pusenje i preterano unosenje alkohola

su obicno povezani sa tumorima u levom kolonu (121,122).

Desno i levostrano lokalizovani kolorektalni karcinomi se razlikuju i po molekularno-
genetickim osobinama. Hromozomska nestabilnost je otkrivena u oko 75% karcinoma smestenih u
levom kolonu i u oko 35% karcinoma desnostrane lokalizacije (123). Mutacija RAS i BRAF gena i
fenotip CpG sekvenci (CIMP), mutacije RAS i BRAF gena su zastupljenije u karcinomima desnog
kolona (124). Postoji zapazanje da se ucestalost mutacija KRAS / BRAF progresivno smanjuje od
cekuma prema sigmoidnom kolonu (123). Sa druge strane u tumora lokalizovanim u levom kolonu se
znatno ¢esce javljaju mutacije u APC, KRAS, SMAD4 i TP53 genima (121). Pored toga tumori ove
lokalizacije su povezani sa ¢eS¢om prekomernom ekspresijom Vaskularnog endotelnog faktora rasta
(VEGF-1), Epidermalnog faktora rasta (EGFR) i Receptora epidermalnog faktora rasta 2 (HER2), u

odnosu na karcinome desnog kolona (121,125,126).
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Razli¢ite klinicke 1 bioloske osobine kacinoma lokalizovanih u desnom i u levom kolonu
sugeriSu da bi lokalizacija primarnog tumora mogla imati uticaja na prognozu bolesti. U opseznoj
meta-analizi Petrelli i sar. 2017., koja je obuhvatila 1,4 miliona bolesnika sa ranim i uznapredovanim
kolorektalnim karcinomom je pokazano da su bolesnici sa primarnim tumorom smestenim u levom
kolonu imali 20% smanjen rizik od smrti u poredenju sa bolesnicima kod kojih je karcinomom

lokalizovan u desnom kolonu (127).

2.2.5. Dijagnosicke procedure

Za dijagnostiku kolorektalnog karcinoma se koriste brojne klinicke, endoskopske, radioloske
1 mikromorfoloske procedure u cilju detekcije prisustva tumora i uzimanja uzorka za patohistolosku
verifikaciju tipa, bioloskih i molekulogenetskih osobina tumora. Dijagnostika treba da pruzi uvid u
ta¢nu lokalizaciju i stepen prosirenosti bolesti, a istovremeno da determiniSe planiranje modaliteta
lecenja (128).

2.2.5.1. Klinic¢ka dijagnostika

Klinicka dijagnostika kolorektalnog karcinoma obuhvata klinicki, laboratorijski nalaz,
endoskopski 1 radioloski pregled. Nakon klinickih pregleda 1 histopatoloske dijagnoze potrebno je
sprovesti procedure pomocu kojih bi se utvrdila uznapredovalost bolesti, odnosno ta¢na lokalizacija
1 veliCina tumora, stepen invazije zida organa, propagaciju tumora u mezenterijum, u limfne ¢vorove
1 identifikovati udaljene metastaze. Svi ovi parametri su neophodni kriterijumi na osnovu kojih se
planira terapija kolorektalnog karcinoma (128). Klasi¢na radiografska dijagnostika, kompjuterizovana
tomografija (CT), multidetektorska kompjuterizovana tomografija (MDCT), CT kolonografija (CTC),
magnetna rezonanca (MRI), endoskopski ultrazvuk (ERUS) 1 pozitronska emisiona tomografija (PET)

imaju znacajnu ulogu u dijagnostici karcinoma kolona.

2.2.5.1.1. Anamneza, klini¢ki i laboratorijski pregled

Klini¢ka dijagnostika pocinje detaljnim uzimanjem anamneze. Porodi¢na anamneza je vazan
faktor rizika za kolorektalni karcinom. Rizik za nastanak bolesti je 4 puta ve¢i ukoliko neki rodak
u prvom kolenu ima dijagnostikovan karcinom debelog creva pre 45. godine zivota (39). Rizik je
najveci kod osoba kod kojih je vise srodnika u prvom kolenu bolovalo od kolorektalnog karcinoma
(129). Detaljno uzeta anamneza moze da ukaze i na postojanje crevne opstrukcije. Nakon toga sledi
fizikalni pregled koji obuhvata inspekciju, palpaciju i perkusiju abdomena. Inspekcijom je moguce
otkriti meteorizam koji najcesce zahvata ¢itav abdomen, a palpacijom i perkusijom se moze otkriti

distenzija prednjeg trbusnog zida sa bolnom osetljivos¢u, uvecanje jetre i prisustvo ascitesa (50).

Obzirom da oko 15% bolesnika sa karcinomom rektuma ima akutnu distalnu opstrukciju

debelog creva ¢iji su glavni simptomi izraZzena distenzija 1 bol u stomaku indikovan je i1 digitalni
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rektalni pregled kojim se otkriva rektalna masa koja je uzrok opstrukcije. Smatra se da dobro uraden

digitorektalni pregled moze da otkrije viSe od polovinu karcinoma rektuma (130).

U klinic¢koj praksi se Siroko koriste testovi na prisustvo krvi u stolici koji su efikasni 1
senzitivni za dijagnozu kolorektalnog karcinoma: FOBT (engl. Fecal Occult Blood Test) 1 FIT
(engl. Fecal immunochemical test). Oba testa imaju iste detekcione principe. FOBT otkriva krv u
stolici detekcijom peroksidacije hemoglobina i mioglobina, a FIT detektuje humani globin metodom
aglutinacije (131,132). Nedavno je objavljena meta-analiza o ukupnoj osetljivosti i specificnosti FIT
za otkrivanje kolorektalnog carcinoma bez obzira na stadijum. Prijavljeni ukupni nivoi osetljivosti
su 77% —94% 1 specificnosti od 85% —96% (133).

Pre hirurskog le¢enja neophodno je uraditi kompletnu krvnu analizu i procenu funkcije jetre i
bubrega. Radi procene tezine i ishoda bolesti radi se odredivanje nivoa Karcinoembrionalnog antigena
(CEA)i1CA19.9 userumu. Povisen nivo CEA je u korelaciji sa uznapredovanim karcinomom, odnosno
povisen je kod bolesnika kod kojih je tumor probio zid creva, kod onih koji imaju slabije diferenciran
tumor i kod onih kod kojih je doslo do diseminacije tumora (32). Sentitivnost CEA u ranim stadijumima
bolesti iznosi 43-69%, a povisen serumski CEA se vida i kod bolesnika sa hroni¢nim bolestima jetre
i bubrega, karcinomom pluca, dojke, jajnika i prostate i dr. PoviSene serumske vrednosti CA 19.9 su

takode povezane sa uznapredovanim kolorektalnim karcinomom (3,116,134).

2.4.5.1.2. Kolonoskopija

Kolonoskopija je endoskopska visokospecificna metoda za skrining, dijagnosiku i terapiju
nekih bolesti kolona. U klinickoj praksi se koristi od 1963. god. i ubrzo je postala primarna
dijagnostickih procedura (,,zlatni standard™) za otkri¢e karcinoma i prekanceroznih lezija kolona.
Postoji misljenje da je senzitivnost metode veca od 95% (135). Kolonoskopijom je omoguéen pregled
mukoze Citavog debelog creva i istovremeno uzimanje biopsije odgovaraju¢im forcepsima. Tokom
kolonoskopije je moguce elektro disekcijom sa dijatermijskim oméama odstraniti polipe pa cak i

karcinom u inicijalnom stadijumu, ukoliko ih endoskopista tokom pregleda vizualizuje (136).

Dijagnosticke indikacije za kolonoskopiju su: krvarenje iz digestivnog trakta, pozitivan FOBT
ili FIT, sideropenijska anemija, hematohezija, neobjasnjiva dijareja koja traje dugo, patoloski nalaz
na drugoj dijagnostickoj metodi koji ukazuje na defekt u punjenju ili strukturi zida creva, dijagnostika
zapaljenjskih bolesti creva, skrining kod osoba sa rizikom za kolorektalni karcinom, porodi¢na
anamneza karcinoma ili adenomatoznih polipa i dr. (137,138,139,140). Terapijske indikacije za
kolonoskopiju su: polipektomija, dekompresija kolona, plasiranje stenda kod stenoti¢nih neoplazmi,
ekstrakcija stranog tela itd. (136 ,141).

Apsolutne kontraindikacije za kolonoskopiju su: akutni peritonitis, sumnja na perforaciju creva,
akutni divertikulitis, sumnja na opstrukciju creva itd. U relativne kontraindikacije spadaju nedavni

infarkt miokarda, poremecaji sr€anog ritma, odmakla trudnoca, skorasnja operacija kolona (142).
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Kolonoskopija je relativno neinvazivna procedura tokom koje su moguce uobicajene
komplikacije koje obuhvataju perforaciju, krvarenje i bolove u trbuhu. Druge komplikacije su veoma
retke 1 do 3 na 1000 pacijenata (143). Nedavno su opisane bakterijemija i1 infektivni endokarditis

nakon kolonoskopije (144).

Uspeh kolonoskopije zavisi od vestine i strucnosti endoskopiste, od pripreme debelog creva,
ranijih operacija u maloj karlici, prisustva divertikuloze, ranijeg peritonitisa i od starosti pacijenta koji
se pregleda (140).

2.4.5.1.3. Radioloske dijagnosticke procedure

Radiografija abdomena je klasi¢na bezkontrasna, radioloska procedura koja predstavlja prvi
korak za procenu klinickog statusa pacijenta sa kolorektalnim karcinomom. KarakteriSe je visoka
dijagnosticka vrednost i brzo izvodenje, bezbolna je i ne zahteva posebnu pripremu. Najvise se koristi
u slucaju hitnih hirurskih stanja kao $to su opstrukcija ili perforacija creva,prisustvo stranog tela u

crevima, akutni abdomen itd. Standardna radiografija se koristi i za detekciju pluénih metastaza (145).

Kompjuterizovana tomografija(CT) (engl. Computerized Tomography, CT) je radioloSka,
neinvazivna dijagnosticka procedura kojom se kombinacijom rada rendgena i kompjuterske obrade
podataka dobijaju slike unutrasnjih organa, pri ¢emu se nastanak slike zasniva na fenomenu slabljenja
H-zraka pri prolasku kroz telo. Doza zracenja kojoj je bolesnik izloZen zavisi od duzine trajanja i od

vrste pregleda, ali je znatno veca nego pri klasi¢nom rentgen snimanju (146).

Kompjuterizovana tomografija je vredna dijagnosticka metoda za preoperativno stadiranje
tumora, za postoperativnu procenu toka bolesti, detekciju recidiva 1 udaljenih metastaza (147).
Obzirom da je ovom metodom moguce identifikovati 1 masivne venske invazije Nakajima 1 sar.
2015., sugeriSu da CT moze biti sentinelni znak udaljenih metastaza u bolesnika sa kolorektalnim
karcinomom (148). Ne retko, CT je indikovan 1 u slucajevima akutnih komlikacija kolorektalnog
karcinoma (149).

Senzitivnost CT je u ranoj preoperativnoj dijagnostici procenjena od 48 % -77%, ali bez
moguénosti procene dubine invazije zida creva (150). Takode, ovom metodom je tesko okarakterisati
i male sekundrne depozite u jetri, koje u CT izveStajima nazivaju “too small to characterize” (premali
da bi se okarakterisali), a koji se javljaju u 16,7%-25,9% CT pregleda kod bolesnika sa kolorektalnim
karcinomom (151).

Multidetektorska kompjuterizovana tomografija (MDCT) se razlikuje od klasicne
kompjuterizovane tomografije po tome §to je znac¢ajno smanjena izlozenost zracenju.Visoka rezolucija
sa debljinom preseka manjeg od Imm i volumenskim trodimenzionarnim prikazivanjem omogucuje
uvid u segmentnu gradu i lokalizaciju tumora,a samim tim i znacajno bolje stadiranje, a ima vaznu
ulogu 1 u pracenju pacijenata nakon operacije jer omogucava otkrivanje relapsa i komplikacija (152).

Ova metoda pokazuje visoku specificnost (93%) i senzitivnost (86%) za stadiranje tumora i specifi¢nost
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od 87% 1 senzitivnost od 70% za identifikaciju intraperitonealnih depozita i metastaza u regionalnim
limfnim ¢vorovima i jetri. Medutim kod bolesnika sa No i N, statusom limfnih ¢vorova mogu¢nosti

MDCT su ogranicene jer je identifikacija metastatskih depozita otezana (153).

CT kolonografija (CTC) ili Virtuelna kolonoskopija je postala popularna zbog brojnih studija
koje pokazuju odli¢ne klinicke performanse,neinvazivnost i ekonomicnost u skriningu za kolorektalni
karcinom. Ova procedura ima znatno nizi nivo emisije rendgen zraka od onog koji emituje CT, ali
je istovremeno dovoljan za postizanje dijagnostickih CT kolonografskih slika.Kod osoba koje imaju
problema sa pripremom kolona moguca je CT kolonografija bez pripreme, jer i tada pokazuje dobru
specificnost 1 senzitivnost za lezije ve¢e od 10mm (154,155). CT kolonografija omogucuje procenu
ne samo kolona ve¢ i ekstrakolonskih organa poput jetre, pluc¢a i dr. U jednoj studiji su .koriste¢i
ovu metodu identifikovali metastaze u jetri, plu¢ne metastaze, mezentericne i mezokoli¢ne infitrate 1
metastaze u limfnim ¢vorovima sa taénos¢u od 93% (156). Trodimenzionalne (3D) slike omogucuju
tacno sagledavanje velicine lezija 1/ ili identifikaciju metastaza (157). U studiji Pickhardt i sar. 2008.,
osetljivost CT kolonografije za adenomatozne polipe ve¢e od 10mm iznosila je 93,8%, za polipe

prec¢nika manje od 8 mm iznosila je 93,9%, a 88,7 % za polipe pre¢nika najmanje 6mm (157).

Osim navedenog CT kolonografija je korisna i u sluajevima nepotpune preoperativne
kolonoskopije jer moze da sagleda status debelog creva proksimalno od tumora, Sto se endoskopom ne
moze videti. Dalje CT kolonografija pruza vazne informacije za preoperativnu procenu T stadijuma tumora
kod bolesnika sa kolorektalnim karcinomom. Kolorektalni karcinom se prezentuje neravninom crevnog
zida, posebno kod bolesnika sa uznapredovanim karcinomom. Deformacija crevnog zida je povezana sa
misi¢nom i subseroznom invazijom. Promene mekog tkiva oko crevnog zida poput nepravilnih izbocina

u masno tkivo oko debelog creva su obi¢no povezane sa T,/T, stadijumom tumora (154).

Magnetna rezonanca (MRI) i endorektalni ultrazvuk (ERUS) se Siroko koriste za T stadiranje
tumora i ustaljene su procedura za preoperativno snimanje karcinoma kolona. Preoperativno stadiranje
je klju¢na tacka za izbor operacije i neoadjuvantnu terapiju kod pacijenata sa karcinomom rektuma. U
klini¢koj praksi se ERUS (engl. Endorectal Ultrasound) i MRI (engl. Magnetic Resonance Imaging)

uglavnom koriste udruZeno i tako dopunjuju klini¢ku procenu i rezultate biopsije (159).

MRI moze vizualizovati laminarnu strukturu i1 pokazati detalje odnosa tumora sa okolnim
organima. Prema kriterijumima i preporukama Americkog Kolegijuma za Radiologiju MRI i CT su

suverene metode za T stadiranje pacijenata sa karcinomom kolona (159).

Uspostavljeni modaliteti za procenu integriteta rektalnog zida su endorektalni MRI i endorektalni
ultrazvuk (ERUS), pri ¢emu MRI moze razlikovati maligno tkivo od muscularis propria sa jasnim
razgranicenjem mezorektalne fascije (154). Ove informacije odreduju obodnu marginu resekcije za totalnu
mezorektalnu eksciziju, koja ukljucuje resekciju rektuma i mezorektuma sa netaknutom mezorektalnom
fascijom. Zapazeno je da je ucestalost recidiva veca kod pacijenata sa pozitivnom resekcionom marginom
(do 22%) u odnosu na one sa negativnom granicom resekcije kod kojih je recidiv naden u 3%-5% slucajeva.
Smatra se da je status resekcione margine znacajno povezan sa udaljenom metastatskom boles¢u i da je
prediktor lokalnog recidiva i prezivljavanja (160).
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Senzitivnost MRI za T, karcinome rektuma iznosi 66,7%-90,9%, a specificnost 87,5%-98,9%,
dok su moguénosti MRI u proceni diferencijacije izmedu infiltracije tumora u mezorektalno masno
tkivo i desmoplasticne reakcije tkiva u sluCaju T, rektalnih karcinoma ogranicene (159,161,162). ERUS
dijagnosticka procedura je potvrdila odli¢nu dijagnosticku vrednost za T, karcinome rektuma, dok je
najniza stopa osetljivosti zabelezena za T, tumore (76,6%), ali je njena osetljivost za procenu ranog T,
stadijuma znatno bolja i iznosi 95,1% (159 ). Zapazeno je da kombinovana upotreba MRI i ERUS ima
vece vrednosti osetljivosti 1 specificnosti u svim stadijumima rektalnog karcinoma, a posebno za T,

tumore, kada primenom ove dve metode senzitivnost iznosi 95,1%, a specificnost 99,8% (159).

Brojne studije su izvestile o dijagnostickim performansama MRI1 ERUS za razlic¢ite stadijume
karcinoma rektuma, ali medu njima postoje znacajne razlike u metodoloskoj analizi i rezultatima,

posebno za T, stadijum kada postoji invazija zida rektuma i perirektalnog masnog tkiva (163,164,165).

Pozitronska emisiona tomografija (PET) je nuklearnomedicinska procedura koja za razliku
od drugih vizualizacionih metoda (CT, MR, ERUS) ne vizualizuje anatomske strukture ve¢ primenom
odgovaraju¢ih radiofarmkoloskih supstanci omoguéuje uvid u biohemijske procese i funkcije na
molekularnom nivou (166). Smatra se da je PET senzitivna dijagnosticka metoda za detekciju metastatske
bolesti u jetri, kada su u pitanju depoziti ve¢i od 10mm u pre¢niku. Druga prednost PET je mogucnost
diferencijacije benignih od malignih oboljenja (167). Kada su u pitanju metastaze u limfnim ¢vorovima
postoji misljenje da je PET senzitivnija metoda u poredenju sa CT, pre svega u sluc¢ajevima kada je
dijametar limfnog ¢vora manji od 10mm. Senzitivnost PET sa smanjenjem veli¢ine limfnog ¢vora opada
ispod 50% (168). PET pokazuje vecu dijagnosicku tac¢nost od CT i u detekciji peritonealnih metastaza
koje su ceste kod gastrointestinalnih i genitalnih karcinoma. PET je korisna dijagnosti¢ka procedura i

u slucaju prisustva slobodne tecnosti kada moze detektovati prisustvo malignih ¢elija u ascitesu (169).

Kombinacija pozitronske emisione tomografije sa kompjuterizovanom tomografijom (PET/
CT) ima veliki dijagnosticki potencijal jer kombinuje imidzing metodu sa vizualizacionom metodom
koja ima veliku rezoluciju (CT). Za razliku od tradicionalnih modaliteta dijagnostike, PET/CT mozZe
da pruzi ne samo morfoloske ve¢ i funkcionalne informacije (166). [zvestaji brojnih studija ukazuju da

je senzitivnost PET/CT veca za oko 20% u poredenju sa samostalnom PET ili samostalnim CT (168).

U klini¢koj praksi se kombinovana PET/CT retko koristi u procesu postavljanja dijagnoze i
stadiranja kolorektalnog karcinoma, ali poslednjih decenija ova metoda ima znacajnu ulogu u leCenju

metastaza u jetri, detekciji recidiva i pracenju efekata terapije (170).

2.2.5.2. Mikromorfoloska dijagnostika

Mikromorfoloska dijagnostika obuhvata histopatolosku dijagnostiku, histohemijsko,

imunohistohemijsko, molekularnogeneticko 1 ultrastrukturno ispitivanje uzoraka tkiva.
2.2.5.2.1. Patohistoloska dijagnoza

Patohistoloska dijagnostika je jedna od najvaznijih karika kako u preoperativnom, tako i u
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postoperativnom tretmanu bolesnika sa kolorektalnim karcinomom. HistopatoloSke informacije nakon
analize uzoraka dobijenih endoskopskom biopsijom imaju znacajan uticaj na planiranje operativnih
modaliteta, dok je definitivna histopatoloSka analiza uzoraka tkiva dobijenih iz resekovanog segmenta
kolona od izuzetne vaznosti za prognozu bolesti i planiranje postoperativnih terapijskih protokola
(32).

Definitivna patohistoloska dijagnoza sadrzi informacije o makroskopskim karakteristikama
ukljucujuéi veli¢inu tumora, o prisustvu ili odsustvu perforacije, o histoloskom tipu, histoloSkom
gradusu, stepenu propagacije kroz crevni zid ili okolne organe (T status), o broju i zahvaéenosti
izvadenih limfnih ¢vorova (N status), o limfnoj,vaskularnoj i perineuralnoj invaziji, o tumorskom
pupljenju (tumor ,,budding*), o udaljenosti tumorskog tkiva od resekcionih margina (R status), o
postojanju udaljenih metastaza (M status) (3,32). Pored toga u patohistoloSkom izvestaju treba da
budu i podaci koji se odnose na mikromorfoloske promene u tumorskoj stromi: prisustvo 1 koli¢ina
tumor infiltriSu¢ih limfocita, prisustvo dezmoplazije i nekroze (171).

2.2.5.2.2. Histopatoloski subtipovi kolorektalnog adenokarcinoma

U resekovanom segmentu debelog creva se u najveéem broju slucajeva nalazi konvencionalni
adenokarcinom (oko 79% slucajeva) (172). Adenokarcinomi su sastavljeni iz epitelne komponente (koju
¢ine tubularne zlezde) 1 okolne strome. Zbog uniformnosti izvestaja patohistologa, Svetska zdravstvena
organizacija je predlozila klasifikaciju po kojoj su maligni epitelni tumori debelog creva, na osnovu
histoloskog obrasca rasta, podeljeni na konvencionalne adenokarcinome, mucinozne, medularne,
kribriformne, mikropapilarne ,,,zupcaste, ,prstena pecatnjaka®, adenoskvamozne, skvamozne,
neuroendokrine i nediferentovane karcinome (tabelal) (1,173).

Tabela 1. Histopatoloska klasifikacija malignih epitelnih tumora kolorektuma

Histoloska klasifikacija kolorektalnih karcinoma(C30, 2018)

Adenokarcinomi

-Adenokarcinom NOS

-Kribriformni komedo tip adenokarcinoma
-Medularni karcinom

-Mikropapilarni karcinom

-Mucinozni adenokarcinom

-Zupcasti adenokarcinom

-Signet ring cell karcinom

Adenoskvamozni karcinom

Skvamozni karcinom

Smalll cell neuroendokrini karcinom

Large cellneuroendokrini karcinom

Mesoviti neuroendokrini - ne neuroendokrine neoplazme
Nediferentovani karcinomi
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Histoloski podtip tumora nema nezavistan prognosticki znacaj, ali je izuzetak medularni

karcinom koji je povezan sa mikrosatelitskom nestabilnos¢u koji ima povoljniju prognozu (173).

Konvencionalni adenokarcinomi su sacCinjeni od umnozenih, iregularnih, tubularnih struktura
koje su oblozene atipi¢nim tumorskim celijama. U lumenu tubularnih struktura je Cesto prisutana
sluz 1 ¢elijski detritus. Kod dobro diferentovanih tumora tubularne formacije su oblozena epitelnim
¢elijama bez izraZzenih znakova anaplazije (3).Vise od 70% kolorektalnih karcinoma je niskog stepena
diferencijacije, a obrazac za gradiranje tumora se bazira na zastupljenosti glandularnih struktura u tkivu
tumora (119). Tumorsko tkivo gradi nodularne agregate koji su relativno dobro ograni¢eni u odnosu
na zdravo tkivo (32). Kod dobro diferentovanih adenokarcinoma glandularne strukture su uglavnom
oblozene cilindri¢nim epitelnim celijama. Kod tumora slabije diferencijacije se smanjuje procenat
cilindri¢nih, a povecava broj kubi¢nih i/ili poligonalnih ¢elija. U mikroskopskoj slici konvencionalnog
karcinoma mogu biti prisutne i Panetove ¢elije, neuroendokrine i skvamozne celije (119). Na ivicama

konvencionalnog adenoma ¢esto moze biti prisutno i tkivo rezidualnog adenoma (174).

Nezavisno od stepena diferencijacije, ukoliko tumor invadira submukozu ili dublje slojeve
zida kolona, dolazi do indukcije jake dezmoplasti¢ne reakcije. Peritumorska limfocitna infiltracija

moze biti razli¢itog intenziteta od slabe do jake (175).

Mucinozni adenokarcinomi Cine 10%-20% dijagnistostifikovanih adenokarcinoma.
KarakteriSu se prisustvom ektracelijskih mucina u preko 50% mase tumora. Zapazene su znacajne
razlike iznedu konvencionalnog adenokarcinoma i mucinoznog adenokarcinoma, koje se ogledaju
pre svega u tome $to su mucinozni adenokarcinomi ¢e$¢e prisutni u kolonu nego u rektumu, ¢escéi su
u Zenskoj populaciji u mladih osoba i predominantno su lokalizovani u proksimalnom kolonu (176).
Mucinozni karcinomi imaju drugacije molekulogeneticke osobine u odnosu na druge adenokarcinome,
Sto ukazuje na drugaciji mehanizam onkogeneze. Pre svega najociglednija molekularna aberacija
je prekomerna ekspresija MUC2 proteina. Mucinozni adenokarcinomi su povezani i sa velikom
ucestalos¢u mikrosatelitske nestabilnosti (MSI-H) (176). Ovi tumori su uglavnom velikih dimenzija
1 povezani su sa metastazama u regionalnim limfnim ¢vorovima i peritonealnim depozitima (177).

Prognoza im je nesto losija u odnosu na konvencionalne adenokarcinome (32)

Medularni adenokarcinom je retka neoplazma sa ¢es¢om lokalizacijom u desnom kolonu
(122). U histoloskoj slici dominiraju solidne plaze saCinjene od eozinofilnih poligonalnih celija
sa velikim vezikularnim jedrima i prominentnim jedarcima. Oko tumorskih plaza, u stromi je
prisutan gust limfocitni infiltrat (1,3). Cesta lokalizacija ovih tumora je desni kolon. Bez obzira na
stepen diferencijacije, medularni adenokarcinom ima bolju prognozu u odnosu na konvencionalni
adenokarcinom. Knox i sar. 2015. su izvestili da je ukupna 5 godiSnja stopa prezivljavanja u grupi
bolesnika sa medularnim adenokarcinomom iznosi 67,5% (178). Smatra se da pozitivan uticaj na
prognozu ima visok nivo mikrosatelitske nestabilnosti (MSI-H) koji karakteriSe ove tumore (179).

Pored toga, u ovim tumorima su identifikovane i mutacije BRAFV600E- onkogena(180).

Kribriformni-komedo adenokarcinom ¢ini 7,3% kolorektalnih adenokarcinoma (181).

Tumorske plaze grade velike kribriformne Zlezdane strukture sa centralnom nekrozom. U poredenju
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sa drugim adenokarciomima kribriformni subtip ima agresivnije biolosko ponasanje i ve¢u incidencu
recidiva (182). Molekularni profil ovog tumora uglavnom pokazuje mikrosatelitsku stabilnost 1
aberantnu alteraciju CpG sekvenci. Najcesce se dijagnostikuje u uznapredovanom stadijumu kada se
moze konstatovati i prisustvo metastaza (1, 183).

Mikropapilarni adenokarcinom je redak subtip adenokarcinoma, a naces¢e se lokalizuje u
cekumu i u rektumu. Tumor se histoloski karakteriSe malim papilarnim nakupinama celija kojima
nedostaje centralno vlaknasto vaskularno jezgro, smestene u lakunarnim prostorima koji podsecaju
na prosirene limfne sudove (184). Tumorske ¢elije su male okrugle ili ovalne do poligonalne, nekada
sa acidofilnom gramuliranom citoplazmom i jedrom sa prominentnim jedarcetom. Celije pokazuju
umeren do visok polimorfizam i1 imaju obrnut polaritet (185). U cilju diferencijacije ovih struktura 1
¢elija karcinoma sa invazijom limfatika radi se imunohistohemija sa antitelima specificnim na endotel, a
negativna reakcija iskljucuje limfne sudove (186). Tumorske celije sekretuju glikoprotein MUC-1, koji

je odgovoran za odrzavanje ¢elijskog integriteta, zatim antigen epitelnih membrana (EMA) 1 vilin (184).

Ovaj subtip se ¢es¢e javlja kod mladih osoba i ima loSiju prognozu od konvencionalnog
adenokarcinoma. Kod brojnih bolesnika u vreme dijagnoze ve¢ postoje sekundarni depoziti u limfnim
¢vorovima ili udaljene metastaze (187).

Zupcasi adenokarcinomi (engl.Serrated adenocarcinoma) se najceS¢e javljaju u starijoj
populaciji i uglavnom su lokazizovani u desnom kolonu. U njihovoj histoloSkoj slici dominiraju
neoplasti¢ne, Zlezdane formacije sa nazubljenom povrsinom. Zlezdane formacije su sadinjene od
tumorskih ¢elija sa jako eozinofilnom citoplazmom i bazalno postavljenim vezikularnim jedrima u
kojima je uocljivo prominentno jedarce. Obi¢no se radi o lose diferentovanim tumorima, sa tumorskim

pupljenjem i sa oskudnim limfocitnim infiltratom i slabo izraZenom nekrozom (188).

Zupcasti put neoplazije se razlikuje od konvencionalnog puta adenom-karcinom sekvence koja
nastaje kao rezultat APC i KRAS mutacija. Nedavne studije su pokazale povezanost izmedu sesilnog
zupcastog adenoma 1 metilacije ili gubitka ekspresije proteina za gene zaduzenih za obnavljanje DNK
(MLHI1, CpG ostrvskog metilatora i BRAF mutacije) (189). Mikrosatelitska nestabilnost (MSI) se
takode moze otkriti 1 u sekvenci adenom-karcinom u zupcastom putu karcinogeneze. Zapazeno je
da BRAF mutirani i mikrosatelitski stabilni (MSS) kolorektalni karcinomi imaju loSu prognozu i
agresivan klinicki tok (189,190,188) .

Karcinom sa Celijama pecatnog prstena (Signet ring cell- carcinoma) ¢ini 0,9%-4% svih
kolorektalnih karcinoma (191). Definisan je prisustvom vise od 50% tumorskih ¢elija nalik pe¢atnom
prstenu. Signet ring ¢elije u svojoj citoplazmi sadrze mucine koji potiskuju jedro na periferiju ¢elije
(1). Signet ring karcinom je povezan sa mladim uzrastom,sa zenskim polom, sa uznapredovanim
stadijumom, sa metastazama u limfnim ¢vorovima, peritoneumu i udaljenim metastazama u vreme

dijagnoze. Cesée su lokalizovani u desnom kolonu i agresivnog su bioloskog toka (122,191).

Ovi tumori pokazuju visok stepen mikrosatelitske nestabilnosti (MSI), mutacije BRAF gena
1 nisku stopu KRAS mutacija. Smatra se da je visi stepen MSI u tumoru povezan sa boljim ishodom
bolesti (192).
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2.2.5.2.3. Histohemijske i imunohistohemijske osobine karcinoma kolona

Ukoliko ne postoji mogucnost koriS¢enja molekularnogenetickih metoda za ispitivanje
promena u genomu kolorektalnog kacinoma od prakticnog znacaja je upotreba histohemijskih 1
imunohistohemijskih mikromorfoloskih metoda. U sustini ovih metoda je da se, preko akumulacije
1/ili gubitka ekspresije proteina kodiranih od strane odredenog gena, posredno, sazna o eventualnim
alteracijama gena koji kodiraju svoje proteine. Medutim treba naglasiti da mnoge genetske promene
ne dovode do akumulacije kodiranog proteina, jer ponekad se pozitivna imunohistohemijska reakcija
moze javiti 1 u odsustvu mutacije gena. Na primer u jednoj studiji je mutacija TP53 gena nadena
u 30% karcinoma dojke, dok je u istim tumorima imunohistohemijska akumulacija p53 proteina
identifikovana u 37% slucajeva (193).

Danas postoji €itav spektar razli¢itih markera za ispitivanje fenotipskih osobina kolorektalnog
karcinoma, ali se u mikromorfoloskoj dijagnostici najceS¢e koriste mucini, citokeratini, vilin, EGF,
E-cadherin, VEGF, Ki67 idr (32 1 jos$ ?).

Histohemijske osobine. Svi kolorektalni karcinomi, nezavisno od histoloskog subtipa,
pokazuju pozitivno histohemijsko bojenje na mucine, koji su najzastupljenija komponenta mukusa.
Na osnovu histohemijskih osobina se razlikuju neutralni (fukomucini), slabo kiseli (sijalomucini) i
jako kiseli (sulfomucini). Mucini predstavljaju selektivnu barijeru na epitelnoj povrsini i ucestvuju
u ¢elijskom prenosu signala (194). U superficijalnom epitelu zdravog kolona dominiraju jako kiseli
mucini, dok se slabo kiseli mucini nalaze u tragu. Tokom kolorektalne karcinogeneze nastaju promene
u strukturi i koli¢ini mucina koje rezultuju promenama barijerne funlcije i poremecajem signalne
transdukcije. Ove promene uti¢u na ¢elijsku proliferaciju, diferencijaciju, invazivnost i imunolosku
kontrolu (195).

Hipersekrecija slabo kiselih, sa redukcijom jako kiselih mucina se vida ve¢ u adenoma-
karcinoma sekvenci i u visokom procentu u invazivnim kolorektalnim karcinomima. Zbog toga
otkri¢e alteracija u koli¢ini i kvalitetu mucina predstavlja vredan dijagnosti¢ki parametar (196).
Histohemijski markeri alteracije mucina su histohemijske AB-PAS (Alcian Blue-Periodic Acid Schiff)
metoda za markiranje neutralnihi kiselih mucina (neutralni mucini se boje purpurno crveno, a kiseli
tirkizno plavo) i HID-AB (High Iron Diamine Alcian Blue) metoda za markiranje slabo kiselih i jako

kiselih mucina (slabo kiseli se boje tirkizno plavo, a jako kiseli braon do crno)(197).

Imunohistohemijske osobine. U tumorskom tkivu je moguca i imunotipizacija mucinskih
granula prisutnih u citoplazmi tumorskih ¢elija. U rutinskoj imunohistohemijskoj dijagnostici se
najcesce ispituje ekspresija MUC-1 , MUC-2, MUC-3, MUC-5AC 1 MUC-6. U zdravom kolorektumu
nije zapaZena sekrecija MUC-1, MUC-5AC 1 MUC-6, dok je MUC-2 identifikovan u epitelnim ¢elijama
u dubokim delovima kripti (198).

MUC-1 i MUC-3 se najcesc¢e eksprimiraju u konvencionalnim adeokarcinomima,a MUC-2
u mucinoznim karcinomima. MUC-5AC je obelezje pankreatobilijarnih karcinoma i ne eksprimira

se u zdravom epitelu kolona, ali je prisutan u adenomu i kolorektalnom karcinomu (32). Bird i sar.
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su pokazali visoku ekspresiju MUC-1 i MUC-5AC, nisku ekspresiju MUC-2 u konvencionalnim
adenokarcinomima (199). Jass i sar. su u signet ring cell karcinomu kolona nasli visoku ekspresiju
MUC-2, a nisku ekspresiju MUC-5AC, §to sugeriSe da su molekularni mehanizmi potpuno razliciti
kod konvencionalnog adenokarcinoma i kod signet ring cell karcinoma kolona. Medutim status

MUC-1 je sli¢an izmedu konvencionalnog i signet ring cell adenokarcinoma (198).

Ekspresija MUC-5AC u kolorektalnom karcinomu je povezana sa dobrom prognozom,
odnosno pacijenti sa MUC-5AC pozitivnim tumorima imaju visu stopu prezivljavanja od onih sa
MUC-5AC negativnim tumorima (199). Sa druge strane ekspresija MUC-5AC u intrahepaticnom
holangioadenokarcinomu je u korelaciji sa perineuralnom invazijom i uznapredovanom fazom bolesti
(198).

Ekspresija MUC-1 je povezana sa dubinom tumorske invazije, sa povecanom ucestalo$¢u
metastaza u regionalnim limfnim ¢vorovima, sa metastazama u jetri i sa udaljenim metastazama, §to
sugeriSe da je ekspresija MUC-1 u pozitivnoj korelaciji sa agresivnim kolorektalnim karcinomom i

loSom prognozom (198).

MUC-2 se obi¢no eksprimira u mucinoznim karcinomima kolona, pankreasa, dojke 1 jajnika. U
konvencionalnim kolorektalnim karcinomima ima dijagnostic¢ki znac¢aj ukoliko se koristi udruzeno sa
MUC-1 (200). Kolorektalni karcinom sa fenotipom MUC-1 +/ MUC-2 je povezan sa peritumorskom
limfocitnom infiltracijom pa postoji sugestija da MUC-2 u kolorektalnom karcinomu ispoljava

imunosupresivne efekte (201).

Svi kolorektalni karcinomi su pozitivni na citokeratine (32), a naj¢e$¢i imunofenotip je
imunopozitivnost na citokeratin 20 (CK-20) i imunonegativnost na citokeratin 7(CK-7). Kod dobro
diferentovanih kolorektalnih karcinoma identifikovan je visok nivo ekspresije CK-20 i1 nizak nivo
ekspresije CK-7, dok je kod lose diferentovanih tumora prisutan nizak nivo ekspresije CK-20 1i
visoka ekspresija CK-7 (119). Utvrdeno je da normalna sluzokoza kolona ne eksprimira CK-7, ali
je on detektovan u svim displasti¢nim celijama bez korelacije sa tezinom displazije. Medutim sa
progresijom u karcinom ovaj marker ponovo nestaje, ali se tokom dediferencijacije tumorskih ¢elija
ponovo pojavljuje (202). Bayrak i sar. su pokazali da je u kolorektalnom karcinomu ekspresija CK-7
povezana sa metastazama u limfnim ¢vorovima (203). Gurzu i sar. su zapazili da su svi mikrosatelitski
stabilni (MSS), kolorektalni karcinomi bili imunonegativni na CK-7, dok su svi mikrosatelitski
nestabilni (MSI) 1 sa BRAF mutacijama karcinomi bili difuzno pozitivni na ovaj marker. Takode je
zapazeno da je u visokom procentu MSS kolorektalnih karcinoma difuzno eksprimiran CK-20, dok
kod BRAF mutiranih karcinoma nije detektovana ekspresija CK-20 (204).

Markeri CK-20/CK-7 u rutinskoj dijagnostici najcesce se koriste za diferencijalnu-dijagnozu

metastaza kolorektalnog karcinoma i drugih tumora (204).

U diferencijalnoj dijagnozi mikropapilarnih od drugih subtipova kolorektalnih karcinoma se
koristi antigen Vilin. Vilin je superficijalni glikoprotein koji je glavna komponenta citoskeleta i deluje

u zatvaranju, razdvajanju i vezivanju aktinskih filamenata. Eksprimira se na apikalnoj/luminalnoj
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povrsini epitela u zdravoj sluznici kolona 1 u kolorektalnom karcinomu (205).

Visok nivo ekspresije Vilina se identifikuje na spoljnim granicama klastera u kojima se
nalaze nakupine tumorskih ¢elija, pokazujuci tako obrnuti polaritet tumorskih ¢elija Sto je krucijalna
karakteristika mikropapilarnog subtipa (206), koji je agresivna varijanta kolorektalnog karcinoma
1 povezan je sa loSom prognozom (32,187). Obzirom da mikropapilarni subtip adenokarcinoma
ima vece stope recidiva i metastaza vazno je pravovremeno ga diferencirati od ostalih subtipova

kolorektalnih karcinoma (3).

Slede¢a grupa molekula koja je povezana sa invazivnos¢u i metastaziranjem su Bkatenin i
E-cadherin. Poremecaj ekspresije  katenina se detektuje tokom citave adenom-karcinom sekvence
jer je povezan sa APC proteinom (32). Pokazano je da je gubitak membranske ekspresije § katenina

povezan sa kra¢im prezivljavanjem i loSim ishodom kolorektalnog karcinoma (207).

U brojnim studijama je pokazano da redukcija ili gubitak E-cadherina rezultuje poremecajem
strukture citoskeleta, cime je omoguceno odvajanje ¢elija od tumora i povecanje ¢elijskog motiliteta
(208,209).

Ekspresija E-cadherin-a je u inverznoj korelaciji sa dubinom invazije, vaskularnom i
invazijom limfatika, metastazama u limfnim ¢vorovima i udaljenim metastazama. Takode se sugerise

da je redukovana ekspresija ovog proteina u korelaciji sa slabom diferencijacijom tumora(210).

Znacajan prognosticki faktor kolorektaknog karcinoma je angiogeneza od koje zavisi rast,
progresija, invazija i metastaziranje tumora. Jedan od najpotentnijih stimulatora angiogeneze je
Vaskularni endotelijalni faktor rasta (VEGF).Sekretuje ga veliki broj ¢elija ukljucujuci i tumorske
¢elije. On je mitogen za endotelne Celije i njegova ekspresija je u korelaciji sa rastom krvnih sudova
(211). Imunohistohemijska detekcija ekspresije VEGF u biopsijskim uzorcima tumorskog tkiva je
vredan prognosticki parametar, jer je visoka ekspresija ovog markera povezana sa loSom prognozom

i kra¢im prezivljavanjem bolesnika sa kolorektalnim kacinomom (212).

Zahvaljujudi intenzivnom proucavanju angiogeneze, razvili su se brojni modeli anti-angiogene
Htarget™ terapije kolorektalnog karcinoma. Danas se u terapiji metastatskog kolorektalnog karcinoma
koristi anti-VEGF monoklonsko antitelo (Bevaciyzumab) sa znacajnim poboljSanjem prezivljavanja.
Ovo antitelo smanjuje gustinu krvnih sudova i perfuziju krvi u tumorsko tkivo, $to rezultuje supresijom

tumorskog rasta (213).

2.2.5.2.4. Molekularnogeneticke i ultrastrukturne osobine kolorektalnih karcinoma

Molekularnogeneticke osobine. Poslednju deceniju, u kojoj naucna javnost i klinicka praksa
snazno podrzavaju ciljanu terapiju kolorektalnih karcinoma, mikromorfoloski dijagnosticki protokoli

obuhvataju 1 molekulogeneticka ispitivanja biopsijskih uzoraka tumorskog tkiva (214).

U kontekstu ciljane terapije tumora i selekcije bolesnika za anti-EGFR terapiju, u mnogim
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laboratorijama se identifikuje ekspresija epidermalnog faktora rasta (EGF) u tumorskom tkivu (215).

EGF je ligand epidermalnog faktora rasta receptora (EGFR-HERI1), a interakcija EGF/
EGFR je vazna karika koja utic¢e na neoplasti¢nu transformaciju, proliferaciju, izbegavanje apoptoze,
produzeno prezivljavanje kancerskih ¢elija 1 angiogenezu (216). ZapaZena je povezanost aberantne
ekspresije EGFR sa metastazama u limfnim ¢vorovima 1 prezivljavanjem, ne samo u bolesnika
sa kolorektalnim karcinomom, ve¢ i u bolesnika sa karcinomom pluca, dojke i jajnika. Terapija sa
anti-EGFR monoklonskim antitelom se veze na receptor epidermalnog faktora rasta (EGFR) i koc¢i

aktivaciju glavnih signalnih puteva ukljucenih u kolorektalnu karcinogenezu (217).

U vise od 95% kolorektalnih karcinoma prisutna je ekspresija karcinoembrionalnog antigena
(CEA) (32). Normalno je prisutan u fetalnom tkivu creva, gde je lokalizovan na povrsini celijske
membrane. Njegov poluzivot u cirkulaciji se kre¢e od jednog do osam dana, a metaboliSe se u
jetri. Obzirom da postoji korelacija izmedu ekspresije CEA u tkivu kolorektalnog karcinoma i
njegovih vrednosti u serumu to je CEA preporucen marker za pracenje bolesnika nakon kurativne
resekcije (32). Konstantno povisen CEA posle resekcije je siguran znak recidiva(218), a osim toga i
preoperativno povisene vrednosti ovog markera su povezane sa loSom prognozom i recidivom (219).
Nedavni izvestaji Khan i sar. 2020., ukazuju da ukupna osetljivost povisenih preoperativnih vrednosti
CEA u predvidanju recidiva iznosi 94,4%, a specifi¢nost 32.4% (218).

Americki Komitet za rak (engl.The American Joint Committee on Cancer - AJCC) je,
u poslednjem, osmom izdanju TNM klasifikacije tumora uklju¢ivanjem bioloskih i molekularnih
markera imao cilj da se prede sa tradicionalnog pristupa na savremeniji, ,, personalizovani pristup
koji nije relevantan samo kao sistem klasifikacije ve¢ je podjednako koristan i za odredivanje
individualne terapije (214,220). Identifikacija mikrostatelitske nestabilnosti (MSI) u kolorektalnom
karcinomu ima vaznu ulogu u skriningu Lincovog sindroma, prognosticki je marker za ishod bolesti

1 prediktivni marker za odgovor na hemo- i imunoterapijju (134).

Mikrosatelitska nestabilnost (MSI) nastaje usled gresaka u postreplikativnoj popravei pogresno
uparenih baza (mismatch repair system), koje nastaju tokom sinteze DNK, Sto izaziva ogroman
porast broja mutacija (¢ak oko desetine hiljada) i nastaju promene u veli¢ini ponavljaju¢ih sekvenci
nukleotida (mikrosatelitima). MSI se ispituje RT-PCR (Reverzna Transkriptaza-Lancana reakcija
polimeraze) testom (221). Otkriva se uporedenjem duzine ponavljajucih nukleotida u ¢elijama tumora
1 u normalnim ¢elijama. Standardni dijagnostic¢ki postupak koji preporucuje Nacionalni institut za
rak (SAD) ukljucuje analizu tumora i zdravih tkiva pomocu pet mikrosatelitskih markera (Bethesda
panel) koji obuhvata dva mononukleotida (BAT26 1 BAT25) i tri dinukleotida (D2S123, D5S346 i
D17S250) (104).

Prema procentu lokusa MSI uzorci se mogu klasifikovati kao mikrosatelitska nestabilnost
(MSI-H) ili (MSI-L) i mikrosatelitska stabilnost (MSS). Fenotip definisan kao MSI-H ima dva ili
viSe markera koji pokazuju nastabilnost (ili > 30% nestabilnih markera). Kod MSI-L fenotipa samo
jedan od pet markera pokazuje nestabilnost (ili 10%— 29% markera pokazuje nestabilnost), dok se

MSS karakterise odsustvom markera nestabilnosti (222). Postoji mi$ljenje da MSI-L tumori imaju
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agresivnije bioloSko ponasanje u odnosu na MSI-H tumore. Mikrosatelitski nestabilni karcinomi (tkz.
mutatorski put nastanka tumora) su hromozomski stabilni sa izrazenim promenama mikrosatelitskih
sekvenci DNK. Mikrosatelitski stabilni karcinomi (tkz.supresorni put karcinogeneze) su hromozomski

nestabilni, aneuploidni i sadrze grube hromozomske promene (222).

MSI se nalazi u osnovi Lin¢ovog sindroma 1 prisutna je u oko 95% pacijenata (223). MSI
se javlja u oko 15% sporadi¢nih kolorektalnih karcinoma, a njen uzrok je oko 95% slucajeva

funkcionalni gubitak MLHI1 koji nastaje kao rezultat metilacije promotora (104).

Tumori sa MSI fenotipom su ¢esce lokalizovani u desnom kolonu, histopatoloski se odlikuju
mucinskim osobinama,loSom diferencijacijom i bogatom limfocitnom infiltracijom (Crohn-like
reakcija), medularnim obrascem rasta. Sporadi¢ni tumori se tipi¢no javljaju kod starijih pacijenata,

dok se oni u sklopu Lin¢ovog sindroma ¢es¢i kod osoba mladih od 50 godina (104,105).

Zahvaljuju¢i boljem razumevanju mehanizama karcinogeneze identifikacija APC, KRAS,
BRAF statusa je postala neophodan korak u planiranju terapije, posebno kod bolesnika sa metastatskom
bolesc¢u (224,225). Pored toga, identifikacija genskih alteracija moze biti prediktor progresije bolesti,
ukljucujuéi rani recidiv i mortalitet (226).

Gen APC kodira protein od 310 kDa koji se sastoji od 2840 aminokiselina i obuhvata 21
ekson 1 svoje akcije ostvaruje preko Wnt-signalnog puta (227, 228). Oko 75% kodiraju¢e sekvence
u APC genu rezultuju familijarnom adenomatoznom polipozom (FAP). Somatske APC mutacije
nadene su u viSe od 80% sporadi¢nih kolorektalnih karcinoma, a gubitak heterozigotnosti (LOH)
hromozoma je naden u 30%-40% karcinoma kolona (229). Mutacija APC tumor supresornog gena je
rani, a mozda i inicijalni dogadaj koji se vida gotovo samo u kolorektalnoj karcinogenezi. Prisutne su

1 u prekanceroznim lezijama (230). Mutacije APC gena uzrokuju skoro potpuni gubitak APC proteina
(229).

Novijaistrazivanja pokazuju da restauracija APC pokrece regresiju tumora i ponovo uspostavlja
homeostazu kripti u kolorektalnom karcinomu, potvrduju¢i Wnt-signalni put kao terapijsku metu za
lecenje kolorektalnog karcinoma. (227,231,232)

KRAS je ¢lan RAS protoonkogenske familije GTP. Normalan KRAS protein, kodiran od
KRAS gena, ima funkciju u prenosu signalai kontroli proliferacije i diferencijacije kod zdravih
tkiva (233). Mutacije KRAS gena su povezane sa ponovnom pojavom metastatskog kolorektalnog
karcinoma nakon kurativne resekcije, kao i sa ukupnim prezivljavanjem nakon metastazektomije.
Mutacije KRAS gena su ¢eS¢e kod karcinoma kolona nego kod karcinoma rektuma, a ukoliko su

udruzene sa mutacijama tumor supresornog p53 gena predstavljaju jako negativan prognosticki faktor
(234,235).

Protoonkogen BRAF preko RAS-RAF-MEK-ERK signalnog puta reguliSe celijsku
transkripciju (236). Mutacija BRAFV600E se javljaju u oko 5%-25% pacijenata sa kolorektalnim
karcinomom. BRAFV600E je aktiviraju¢a mutacija koja ¢ini oko 90%svih BRAFmutacija videnih
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u kolorektalnom karcinomu (237). Obi¢no je povezana sa smanjenim prezivljavanjem i do 50% u
odnosu na bolesnike sa BRAF ,,wild* tipom (225 224, 238).

Mutacija TP53 je drugi kljucni genetski korak u kolorektalnoj karcinogenezi koji se preklapa
sa prelaskom velikih adenoma u karcinom usled aktivacije Wnt-signalizacije kroz APC somatske
mutacije (239). Kod zdravih tumor supresorni gen TP53 kodira sintezu multifunkcionalnog p53
proteina (240). Osim uloge transkripcionog faktora i ,,uvara genoma“ p53 svoju tumor supresornu
aktivnost ispoljava i kroz sposobnost da moduliSe ¢elijsku migraciju. Gubitak funkcije pS3 povecava

motilitet ¢elija Sto doprinosi invazivnosti tumora (241).

TP53 je medu pet najc¢eS¢e mutiranih gena, pri ¢emu njihova ucestalost zavisi od vrste
karcinoma (1). Kod tumora endokrinih Zlezda se javljaju u oko 14 %, dok su kod sporadi¢nog
kolorektalnog karcinoma nadene u oko 40%-50% slucajeva. Mutacije TP53 su u korelaciji salimfnom
invazijom u proksimalnom kolorektalnom karcinomu i pokazju znacajnu povezanost sa limfnom i
vaskularnom invazijom u karcinomu kolona distalne lokalizacije. Ovakvi pacijenti uglavnom imaju
lo$ ishod bolesti. Brojni izvestaji ukazuju da su mutanti p53 stabilizovani u solidnim tumorima i da su
odgovorni za tumorsku progresiju. U eksperimentu na miSevima je pokazano da obnova funkcije p53
divljeg tipa moze da indukuje brzu regresiju tumora (242), tako da glavne strategije ciljane terapije

ukljucuju obnavljanje divljeg p53, razgradnju p53 mutanta i gasenje srodnih onkogenih p53 (239).

Ultrastrukturne osobine. Dominantan ultrastrukturni nalaz u c¢elijama kolorektalnog
karcinoma su velike vakuole, okruzene dvostrukim membranama koje sadrze ostatke kristi,Sto sugerise
da vode poreklo od mitohondrija. Ove vakuole zauzimaju relativno veliki deo citoplazme u kojoj se
nalazi jedro sa zgusnutim granulama rasporedenim po njegovoj periferiji. Jedarca su velika i nekada
ih ima viSe. Takode karakteristi¢an ultrastrukturni nalaz je oskudna RNK u granulama i fragmentima
endoplazmatskog retikuluma (243). Na povrSini epitelnih ¢elija se nalaze mikroresice koje su u dobro
diferentovanim tumorima nalik normalnom epitelu. Kod tumora slabije diferencijacije ove strukture

su Siroko razmaknute i zaravnjene povrsine (32).

U protokolu mikromorfoloske dijagnostike tumora nije predvideno ultrastrukturno ispitivanje
uzoraka resekata. Elektronska mikroskopija se, zbog slozene obrade preparata i iz komercijalnih

razloga, uglavnom koristi samo u istrazivacke svrhe.
2.2.5.2. Patoloski prognosticki faktori

Poslednjih decenija su identifikovani brojni prognostic¢ki i prediktivni faktori na osnovu
kojih je moguce predvideti tok bolesti, izdvojiti pacijente sa agresivnim klinickim tokom 1 uraditi
odabir najpovoljnje strategije leCenja, pri cemu ekspresija i/ili serumski nivoi brojnih biomarkera
ukazuju na fenotipske osobine tumora, pojavu recidiva i duzinu prezivljavanja (32,224,229).
Patoloski prognosticki faktori imaju znacajnu ulogu u izboru terapijskih modaliteta, a pre svega u
individualizaciji tumorskog tretmana (216,220 229, 236-239).

Dug vremenski period je patoloski stadijum bolesti baziran na anatomskoj prosirenosti tumora

istican kao jedini nezavistan prognosticki faktor. Medutim, zapazeno je da mnogi bolesnici u istom
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stadijumu bolesti nemaju istu duzinu prezivljavanja posle terapijske resekcije (244), Sto govori u
prilog toga da stadijum bolesti ne odrazava u potpunosti individualno biolosko ponasanje tumora.
Zbog toga su Americki Komitet za rak (American Joint Committee on Cancer-AJCC) 1 Medunarodno
udruzenje za kontrolu raka (International Union Against Cancer-UICC) svoje preporuke najznacajnih
prognostic¢kih faktora implementirali u predposlednjem (7.izdanju) TNM klasifikacije kolorektalnih
karcinoma iz 2010god.(245). Kao najznacajniji prognosticki faktori su, osim patoloSkog stadijuma
bolesti (pT), istaknuti stepen diferencijacije tumora (gradus-G), rezidualni status tumora (R), status
cirkumferentne resekcione margine (CRM), tumorsko pupljenje (,,tumor budding®), limfovaskularna
invazija (LVI), perineuralna invazija (PNI), tumorski depoziti (TD), limfocitni odgovor od strane
domacdina, mikrosatelitska nestabilnost tumora (MSI), KRAS mutacioni status i tumor regresioni
gradus nakon neoadjuvantne terapije (TRG) (245,246).

Na 35.ekspertskoj konsenzus konferenciji College of American Pathologists Consensus
Statement (CAP), odrzanoj 2000. god. ustanovljeni su novi visokoznacajni prognosticki parametri
koji su, na osnovu nivoa nau¢nih dokaza, podeljeni na dokazane, verovatne i moguce 1 svrstani u
kategorije I, I 11, IITi IV(32,246):

Kategorija I obuhvata faktore koji su nau¢no dobro potkrepljeni (dokazani) i vazni za TNM
stadiranje tumora: pT stadijum tumora, pN (limfonodalni status tumora), R kategorija (rezidualni
status tumora), pVI (vaskularna invazija), TD (tumorski depoziti), LNmi (mikrometastaze) i povisen
nivo serumskog CEA.

Kategorija Ila obuhvata bioloSke i klini¢ke parametre koji verovatno imaju prognosticki
znacaj pri odabiru terapije i bitno ih je uvrstiti u patohistoloski izvestaj: G (histoloski gradus), CRM

(cirkumferentna resekciona margina), TRG (regresioni gradus nakon neoadjuvantne terapije).

Kategorija IIb obuhvata dobro proucene ali nedovoljno znacajne faktore da bi se ukljucili u
kategoriju I ili ITA: histoloski tip tumora, odnos tumorske margine sa okolinom, perineuralna invazija,
MSI (mikrosatelitska nestabilnost), TIL ( tumor infiltriSuci limfociti) i DCC mutacije (18q delecija)

Kategorija III obuhvata jos uvek nedovoljno istrazene i nau¢no potkrepljene faktore da bi
se ukljucili u kategoriju I ili II: peritumorska fibroza i inflamativni infiltrat, fokalno neuroendokrina
diferencijacija, KRAS mutacioni status, EGFR ciljana terapija, mikrovaskularna gustina, proliferativna
aktivnost.

Kategorija IV obuhvata istrazivane parametre koji se nisu pokazali bitnim za prognozu bolesti.

2.2.5.2.1. Patoloski stadijum bolesti

Identifikacija patoloSkog stadijuma bolesti se bazira na anatomskoj proSirenosti tumora,
odnosno na stepenu dubine invazije crevnog zida i na prisustvu lokalnih i/ili udaljenih metastaza
(247). U brojnim studijama je potvrdeno da je patoloski stadijum tumora nezavistan prognosticki
faktor (32).



Prva klasifikacija, koja je do danas pretrpela nekoliko revizija potice iz 1932. god., a predlozio
je Cuthbert Dukes (248). Po Dukes klasifikaciji kolorektalni karcinomi su podeljeni u 4 stadijuma
(Tabela 2).

Tabela 2. Klasifikacija stadijuma kolorektalnog karcinoma po Dukes (248)

Stadijum Karakteristike
A Tumor infiltriSe zid creva do miSi¢nog sloja, bez prisustva metastaza u regionalnim
limfnim nodusima.
B Tumor infiltriSe Citav zid creva bez prisustva metastaza u regionalnim limfnim
nodusima
C Prisutne metastaze u regionalnim limfnim nodusima
D Prisutne su udaljene metastaze

Kod pacijenata sa A stadijumom po Dukes petogodiSnje prezivljavanje,nakon resekcije, je
vece od 90%, dok kod bolesnika u stadijumu D iznosi oko 5% (249).

Astler 1 Coller 1949. modifikuju Dukes klasifikaciju tako §to preciznije defini$u invaziju
zida creva pri ¢emu stadijum B dele na B ukoliko tumor infiltriSe miSi¢ni sloj 1 B, podstadijum
ukoliko tumor probija miSi¢ni sloj. C stadijum se takode deli na C, podstadijum ukoliko tumor
infiltriSe miSiéni sloj zida creva i ukoliko su prisutne metastaze u 1-4 regionalna limfna ¢vora, a
ukoliko je zahvaceno viSe od 4 limfna ¢vora predlozen je podstadijum C.. I u ovoj klasifikaciji D

stadijum daje podatke o udaljenim metastazama (1, 250).

Tabela 3. Klasifikacija stadijuma kolorektalnih karcinoma po Astler-Coller (250)

Stadijum Karakteristike

A Tumor infiltriSe mukozu 1 submukozu

B Tumor infiltriSe miSi¢ni sloj ali ga ne probija, bez metastaza u limfnim
' ¢vorovima

B, Tumor probio misi¢ni sloj, bez metastaza u limfnim ¢vorovima

c Tumor infiltriSe miSiéni sloj ali ga ne probija, prisutne metastaze u 1-4 limfna
1 ¢vora

C, Tumor probija misi¢ni sloj, prisutne metastaze u vise od 4 limfna ¢vora

D Prisutne udaljene metastaze
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Danas se najceS¢e koristi TNM klasifikacija za stadiranje tumora koji se zasniva na
karakteristikama primarnog tumora T (dubina infiltracije zida, infiltracija okolnih struktura), statusu
regionalnih limfnih ¢vorova-N 1 prisustvu ili odsustvu udaljenih metastaza—M. Medutim i ovaj
klasifikacioni sistem je pretrpeo brojne revizije, a nedavno su Americki Komitet za rak (American
Joint Committee on Cancer-AJCC) i Medunarodno udruZenje za kontrolu raka (International Union
Against Cancer- UICC), u skladu sa ekspanzijom saznanja o molekularnogenetickim osobinama
kolorektalnog karcinoma, definisali najnovije 8.izdanje TNM klasifikacije kolorektalnog karcinoma
(247).

Osmo izdanje se i1 dalje bazira na anatomskom opsegu bolesti ali uklju¢ivanjem bioloskih 1
molekularnih markera prelazi sa tradicionalnog pristupa na savremeniji ,,personalizovani‘“(214,247).
Shodno tome u ovoj klasifikaciji se promovisu ,,prognosticke stadijumske grupe* koje u sebi sadrze
2 koncepta: anatomski stadijum i1 prognosticke grupe. U tabelama koje se koriste za odredivanje
stadijumske grupe postoje detaljne rasprave o prognostickim faktorima. AJCC i dalje preporucuje
limfovaskularnu invaziju 1 metastaze ali kao prognosticke informacije, dok se mikrosatelitska
nestabilnost (MSI) i status BRAF i KRAS gena preporucuju kao prognosticki faktori (226).

Tabela 4. TNM Kklasifikacija stadijuma kolorektalnog karcinoma, T — kategorija

TNMklasifikacija stadijuma kolorektalnog carcinoma AJCC- 8. izdanje, 2018 (247)

T kategorija (T)
Tx veli¢ina primarnog tumorase ne moze odrediti
TO nema dokaza o postojanju primarnog tumora
Tis karcinom “in situ” (intraepitelni i intramukozni karcinom)
Tl tumor urasta u submukozu, bez infiltracije muskularis proprije
T2 tumor infiltriSe laminu muskularisproprijuali je ne probija
3 tumor probija muskularis propriju 1 urasta u subserozu ili u okolno masno tkivo
ali ne 1 u peritonealnu Supljinu i druge organe
T4a tumor probija visceralni peritoneum
T4b tumor urasta u okolne organeili anatomske strukture

Za specijalne slucajeve se koriste oznake m, y, r:
*Tm-— prisustvo multipnih tumora

*Ty- procena tumora nakon primenjene terapije

*Tr- prisustvo rekurentnog tumora
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Tabela 5. TNM klasifikacija stadijuma kolorektalnog karcinoma N- kategorija

TNMklasifikacija stadijumakolorektalnog karcinomaAJCC — 8. izdanje, 2018 (247)

N kategorija (N)

Nx regionalni limfni ¢vorovi ne mogu biti procenjeni
NO nema metastaza u regionalnim limfnim ¢vorovimai nemaTD*
N1 prisustvo metastazau 1-3 peritumorska limfna ¢vora
Nla prisustvo metastazaujednom regionalnom lifmnom ¢voru
Nl1b prisustvo metastazau 2-3 regionalna lifmna ¢vora
Nic bez metastaza u regionalnim limfnim ¢vorovima ,,satelitski‘

tumorski depoziti u subserozi i perikolicnom masnom tkivu
N2 metastaze prisutne u 4 ili viSe regionalnih lifmnih nodusa
N2a metastaze prisutne u 4-6 regionalna limfna ¢vora
N2b metastaze prisutne u 7 ili viSe regionalna limfna ¢vora

*TD- tumorski depoziti

**N1mi -prisustvo mikrometastaza u regionalnim limfnim zlezdama (> 0,2mm i < 2.0mm)

Tabela 6. TNM Kklasifikacija stadijuma kolorektalnog karcinoma M- kategorija

TNMklasifikacija stadijuma kolorektalnog karcinoma AJCC — 8. izdanje, 2018 (247)

M kategorija (M)
Mx udaljene metastaze se ne mogu proceniti
MO nema udaljenih metastaza
M1 postoje udaljene metastaze
Mla postoje metastaze u jednom udaljenom organu
M1b postoje metastaze u viSe udaljenih organa ili struktura
Mic postoje peritonealne metastaze sa ili bez metastaze u drugim organima-

karcinoza peritoneuma
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Tabela 7. Patoloski stadijum kolorektalnog carcinoma

Stadijum tumorske bolesti AJCC- 8. izdanje, 2018 ( 247)

Stadijum T N M
0 Tis NO MO
| T1-T2 NO MO

A T3 NO MO
11B T4a NO MO
| 1(® T4b NO MO
IHIA T1-T2 N1/Nlc MO
Tl N2a MO

111B T3 -T4a N1/Nlc MO
T2-T3 N2a MO

T1-T2 N2b MO

IIC T4a N2a MO
T3-T4a N2b MO

T4b N1-N2 MO
IVA bilo koji T bilo koji N Mla
IVB bilo koji T bilo koji N Milb
IvVC bilo koji T bilo koji N Mlc

Tong 1 sar. 2018. su procenili da verovatno¢a petogodiSnjeg prezivljavanja, ukoliko se
kolorektalni karcinom otkrije u I stadijumu, iznosi oko 97%, ali ukoliko se tumor dijagnostikuje
u IV stadijumu bolesti verovatnoc¢a petogodiSnjeg preZivljavanja iznosi svega oko 11% (247). U
nedavnom izvestaju Constantin i sar. 2020., je zabelezeno petogodiSnje prezivljavanje za pacijente u
II stadijumu 87%, za III stadijum 15-13%, a za IV stadijum 12% (251).

2.2.5.2.2. Dubina invazije tumora (pTkategorija)

pT status se odreduje mikroskopskim pregledom uzoraka tumorskog tkiva, uzetog sa mesta
najdublje invazije zida kolorektuma jer dubina invazije tumora definiSe T stadijum. Smatra se da
infiltracija miSi¢nog sloja zida ima prognosticki znac¢aj koji ne zavisi od limfonodalnog statusa (245).
Treba naglasiti da definicija T, zbog specificnosti kolorektalne sluznice obuhvata intraepitelni i

intramukozni karcinom. Sa pove¢anjem dubine invazije raste i rizik za prisustvo metastaza (1,32).

Ukoliko se tumorski nodusi nadu u perikolicno masno tkivo i ukoliko su manji od 3mm
registruju se kao diskontinuirano tumorsko Sirenje i ukljuCuju se u T, ali ukoliko su tumorski nodusi

veci od 3mm, bez histoloski jasne grade limfne Zlezde, registruju se kao regionalne metastaze (252 ).
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Perforacija kolorektalnog karcinoma u peritoneum se klasifikuje kao pT, , dok status pT, obuhvata

invaziju drugih segmenata kolona preko seroze ili mezokolona. (247).

Kangisar. su zapazili da petogodis$nje prezivivljavanje pacijenata sa lokalizovanim tumorom
iznosi oko 91%, dok je kod onih kod kojih je doSlo do regionalnog Sirenja tumora prezivljavanje
oko 65% (253). Americki Nacionalni Institut za rak je pT status uvrstio u I kategoriju prognostickih
faktora (246).

2.2.5.2.3. Limfonodalni status tumora (pN kategorija)

U osnovi definisanja pN statusa je broj limfnih nodusa koji je infiltrisan tumorskim ¢elijama
(246). Zbog velikog prognostickog znacaja metastaza u limfnim ¢vorovima postoje preporuke da
treba pregledati sve limfne Zlezde u operativnom materijalu jer su ponekad metastaze prisutne i u
limfnim ¢vorovima pre¢nika 1-2mm. Prisustvo mikrometastaza u regionalnim limfnim ¢vorovima

ukoliko su vece od 0,2 i manje od 2mm se oznacava sa N1mi (32,247).

Po smernicama AJCC za kvalitetno stadiranje tumora je neophodno analizirati najmanje 12
regionalnih limfnih ¢vorova,sto je narocito vazno kod II stadijuma bolesti zbog odredivanja adjuvantne
terapije. Broj limfnih Zlezda u resekatu zavisi od anatomskih varijacija, od hirurSke tehnike i od
upornosti patologa da ih detektuje (245). Ukoliko se u limfnom ¢voru nade tumorsko tkivo potrebno
je pregledati i tkivo neposredno uz limfni ¢vor jer tumorski depoziti Cesto probijaju kapsulu limfnog

¢vora i zahvataju okolne vene (32).

PetogodiSnje prezivljavanje je u obrnutoj korelaciji sa brojem zahvacenih limfnih nodusa.
Vjerovatnoca petogodiSnjeg preZivljavanja kod bolesnika sa 6 1 viSe zahvacenih limfnih ¢vorova
1znosi svega 10%, a ukoliko je zahvaceno preko 16 limfnih ¢vorova verovatnoca je 0%. Zahvatanje

apikalnih limfnih ¢vorova je posebno los§ prognosticki znak(246).

Ponekad se perineuralno, perivaskulatno ili intravaskularno ispod muskularis proprije mogu
naci izolovani tumorski ¢vori¢i, koji se nazivaju perikolonski tumorski depoziti (engl.pericolonic
tumor deposits-PTD). Ove tumorske depozite je ne retko teSko razlikovati od metastaza u limfnim

¢vorovima (32).

2.2.5.2.4. Udaljene metastaze (pM kategorija)

»M* kategorija je definisana Sirenjem tumora izvan kolorektuma i regionalnih limfnih
¢vorova. Kolorektalni karcinomi najées¢e metastaziraju u jetru i to ¢eS¢e oni tumori kod kojih je
prisutna intravaskularna invazija. Jetra je najces¢i organ u kome metastaziraju tumorske ¢elije zbog
¢injenice da veci deo crevne mezenterijalne drenaze ulazi u hepaticni portni sistem. Ako se ne lece,
metastaze u jetri pokazuju nepovoljnu prognozu sa srednjim ukupnim prezivljavanjem od 5-20

meseci (254). Druge Ceste lokalizacije metastaza su pluca, peritoneum i jajnici. Zapazeno je da su
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metastaze u plu¢ima ¢eS¢e kod pacijenata koji su imali metastaze u kostima. Metastaze se rede vidaju
u CNS, kostima, testisima, uterusu i dr. (32, 255). Smatra se da oko 20% bolesnika sa kolorektalnim
karcinomom ima metastaze u vreme postavljanja dijagnoze, a da oko 40% bolesnika sa lokalizovanom

bolesc¢u na kraju ipak razvije udaljene metastaze (247).

U 8.izdanju AJCC TNM Kklasifikacije je od kategorije “metastaze u udaljenim organima”

odvojena kategorija ,,peritonealne metastaze i formirana je nova M, kategorija.

Tong isar. 2018. su pokazali da su peritonealne metastaze los prognosticki parametar i izvestili
o kra¢em prezivljavanju bolesnika sa peritonealnim metastazama u odnosu na one bez prisustva
metastaza (247). Znatno ranije su Yonemura i sar. 2013., izvestili da je zahvatanje peritoneuma
nezavistan prognosticki parametar i da moze zameniti ostale parametre prognoze kolorektalnog

karcinoma i istakli da je prognoza ovih bolesnika losa sa smanjenom stopom prezivljavanja (256).

2.2.5.2.5. Rezidualni status (R-kategorija)

Kategorija ,,R*“se odnosi na tumor koji ostaje posle kurativne hirurske resekcije. Ve¢ina recidiva
se javlja u regiji anastomoze i to naj¢esc¢e u prve dve godine nakon hirurSkog tretmana. Sa aspekta
patologa kategorija,,R* se odnosi na prisustvo tumora na proksimalnoj, distalnoj ili cirkumferencijalnoj
resekcionoj margini. ,,R* predstavlja vazan prognosticki faktor za lokoregionalnu kontrolu primarnog
tumora 1 svrstan je u I kategoriju prognostickih parametara (246). Lokalni recidiv podrazumeva
obnavljanje bolesti u prostoru abdomena u kome je bio smeSten primarni tumor. Nastanak lokalnog
recidiva zavisi od brojnih faktora, pre svega od osobina tumora (veli¢ina, lokalizacija, nacin rasta,
histoloski tio, histoloski gradus, pT 1 pN status idr), zatim od opSteg stanja pacijenta (starost pacijenta,
sistemske bolesti, imunodeficijentna stanja i dr). Pored toga pojavi lokalnog recidiva pogoduju uslovi

hitnog zbrinjavanja perforacije ili opstrukcije tumorom (257,258,259).

U brojnim studijama je pokazano da je lokalni recidiv znacajno ucestaliji kod karcinoma
rektuma. Tako su Andreoni i sar.(259) nasli lokalni recidiv kod rektalnog karcinoma u 14%, dok je
kod karcinoma kolona naden u znacajno manjem broju slucajeva (6,1%). Li i sar. su pokazali da je

lokalni recidiv 1.5 puta ¢es¢i kod karcinoma rektuma u odnosu na karcinom kolona (260).

U toku operacije se u skladu sa dijagnosti¢ko-terapijkim algoritmom moZe odrediti eventualni
ostatak maligne bolesti “ex tempore” biopsijom. Ukoliko se intraoperaciono otkriju infiltrati tumora
koji su jasno makroskopski uocljivi rezidualni tumor se oznaCava sa ,,R “, dok se mikroskopska

detekcija tumorskih Celija uz resekcione margine oznacava kao ,,R “ kategorija (246,247).

2.2.5.2.6. Mikrometastaze ( kategorija LN . +)

Tumorski fokusi u limfnom ¢voru koji su ve¢i od 0,2mm i1 manji od 2mm. koji nisu okruZeni

sopstvenom desmoplasticnom reakcijom se kvalifikuju kao mikrometastaze. Oznacavaju se sa pNImiili
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pN2mipri¢emujeneophodnonavestibrojlimfnihévorovasamikrometastazama(32,247). Ukategorizaciji
prognostickih faktora mikrometastaze su svrstane u I kategoriju (246). Medutim izvestaji o ucestalosti
1 prognostickom znacaju mikrometastaza su kontradiktorni 1 ¢ini se da sve zavisi od dijagnosti¢kih
mogucnostikoje su danas veoma Siroke.U studiji Deng i sar. mikrometastaze su, od pregledanih 232
limfna ¢vora, detektovane u svega 1,01% slucajeva. Isti autori su istovremeno konstatovali i visoko
signifikantnu korelaciju izmedu mikrometastaza i mortaliteta u bolesnika sa karcinomom rektuma
(261). U drugoj studiji primenom RT-PCR metode su kod kolorektalnih karcinoma AJCC 1II stadijuma,
mikrometastaze identifikovane u 37% slucajeva (262). U literaturi postoji sugestija da je prisustvo
mikrometastaza povezano sa nezeljenim klini¢kim tokom kolorektalnog karcinoma AJCC I stadijuma.
U vezi sa tim je zapazena znacajna povezanost mikrometastaza sa limfovaskularnom invazijom (LVI) i
ukazano da su mikrometastaze i LVI znacajni,negativni, nezavisni prognosticki parametri povezani sa

kra¢im prezivljavanjem pacijenata sa kolorektalnim karcinomom AJCC-I stadijuma ( 263).

2.2.5.2.7. Vaskularna invazija (pV kategorija)

Vaskularna invazija je sastavni deo patohistoloskog izvesStaja i1 pripada [ kategoriji
prognostickih faktora (246). Invazija tumorskih ¢elija u krvne 1 limfne sudove predstavlja krucijalni
korak u metastatskom procesu. U histopatoloskom izvestaju je potrebno napraviti diferencijaciju
izmedu invazije limfatika i venske invazije, obzirom da je invazija limfatika povezana sa metastazama
u regionalnim limfnim ¢vorovima, a invazija vena sa metastazama u visceralnim organima(264).
Razlikuju se intramuralna i ekstramuralna venska invazija. Intramuralna invazija podrazumeva
invaziju krvnih sudova u submukozi ili muskularis propriji, a ektramuralna podrazumeva invaziju
krvnih sudova izvan muskularis proprije(265). Treba naglasiti da ekstramuralna invazija vena ima
prognosicki znacaj jer predstavlja faktor rizika za pojavu metastaza. Saopsteno je da verovatnoca
petogodisnjeg prezivljavanja iznosi 72% ukoliko je ekstramuralna invazija vena odsutna, dok u
prisustvu invazije vena verovatnoca prezivljavanja iznosi 35% (246).

Invazija vaskularnih struktura je ¢eS¢a kod tumora sa ve¢im histoloskim gradusom i kod
tumora koji su metastazirali u limfne ¢vorove i u jetru (266). U brojnim studijama se vaskularna
invazija pokazala kao snazan nezavistan faktor ishoda kolorektalnog carcinoma (264,267, 268), a
Betge i sar. su zakljucili da je prognosticki uticaj venske invazije uporediv i jaci od uticaja pT ali je
inferiorioran u odnosu na status limfnih ¢vorova (267 ). Imajuci sve navedeno u vidu za bolesnike sa
ekstramuralnom invazijom vena je preporuc¢ena adjuvantna hemioterapija, kao za one u III stadijumu

TNM. (246, 267).

2.2.5.2.8. Tumorski depoziti (TD kategorija)

Tumorski depoziti (TD) su kao vazna kategorija prvi put pomenuti u 5. izdanju AJCC/TNM
klasifikacionog sistema iz 1997 god, a u sedmoj reviziji AJCC/TMN su TD uvedeni u kategoriju Nlc
kod pacijenata sa kolorektalnimkarcinomom bez metastaza u limfnim ¢vorovima, jer se pokazalo da je
pozitivan TD status povezan sa lo§im ishodom bolesti (247,269). U nekoliko izdanja priruc¢nika AJCC,
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TD je definisan kao izolovano ZariSte tumora u perikolorektalnom i mezokolicnom masnom tkivu,
daleko od vodece ivice tumora (270). Nagtegaal i sar. su u opseznoj meta-analizi kojom je obuhvacéeno
10.106 pacijenata sa kolorektalnim karcinomom detektovali prose¢nu ucestalost tumorskih depozita
od 22% (u opsegu od 4,9%-41,8%). Prouavanjem veze izmedu tumorskih depozita i statusa limfnih
¢vorova isti autori su tumorske depozite detektovali u 8,7% pacijenata bez metastaza u limfnim
¢vorovima i u 41,6% pacijenata sa metastazama u limfnim ¢vorovima (271).

Ubrojnim studijama je zapazeno da se tumorski depoziti ¢es¢e javljaju sapovecanjem N kategorije
1 u sluc¢ajevima sa ekstramuralnom venskom invazijom 1 sa perineuralnom i invazijom limfatika
(272,273). Takode je saopStena povezanost tumorskih depozita sa vis§im stepenom diferencijacije
i visSim T 1 M stadijumom (270,272), Sto ide u prilog shvatanju da je prisustvo tumorskih depozita
pokazatelj agresivnog bioloskog ponaSanja tumora. U logistickom regresionom modelu je pokazano
da je TD u kombinaciji sa metastazama u limfnim ¢vorovima najjaci prediktor za metastaze u jetru,
pluca i peritoneum (270).

U literaturi je istaknuto da i veli¢ina tumorskih depozita uti¢e na prognozu bolesti. Zapazeno

je da tumorski depoziti €iji je precnik veci od 12 mm imaju znatno 1osiji ishod bolesti u poredenju
sa onim Ciji je preCnik manji od 3mm (274 ). Izvestaji iz nekoliko studija ukazuju da je stopa
prezivljavanja pacijenata sa kolorektalnim karcinomom 1 sa TD pozitivnim statusom znatno loSija
od onih sa TD negativnim statusom (275,276,277). U istim studijama je TD status u kolorektalnom
karcinomu oznacen kao nezavistan prognosticki faktor povezan sa metastatskom bolescu, a od strane
Americkog Nacionalnog Instituta za rak status TD je svrstan u I kategoriju prognostickih faktora

(246).

Tumorski nodusi u peritonealnom ili perikolicnom masnom tkivu ve¢i od 3 mm, bez histoloski
jasne grade limfne zlezde, se registruju kao regionalne metastaze, a ako su manji kao diskontinuirano

tumorsko Sirenje 1 spadaju u T, stadijum (271).

2.2.5.2.9. Stepen histoloSkog maligniteta i histoloski tip tumora

lako je odredivanje stepena diferencijacije tumora u velikoj meri subjektivna kategorija, stepen
histoloskog maligniteta (histoloski gradus-G) je nezavistan prognosticki parametar. Histoloski gradus
se bazira na procentualnoj zastupljenosti tubularnih struktura u ukupnoj zapremini tumorskog tkiva.
Siroko kori$éen sistem je gradiranje tumora u Getiri stepena diferencijacije (1,3,32):

® Gradus 1(G)) - dobro diferentovan tumor

® Gradus 2 (G,)- umereno diferentovan tumor

® Gradus 3(G,)- slabo diferentovan tumor

® Gradus 4 (G,)- nediferentovan (anaplasti¢an) tumor

Dobro diferentovani tumori su sacinjeni od predominantno tubularnih/zlezdanih struktura
koje ¢ine oko 95% zapremine tumora. Umereno diferentovani tumori imaju od 50%-95% zlezdanih
formacija, dok kod slabo diferentovanih tumora zlezdana komponenta ¢ini do 49% zapremine tumora.
Anaplasti¢ni tumori su sacinjeni od nedefinisanih, neprepoznatljivih zlezdanih formacija (1,32).
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Kod ove klasifikacije je prognosticki najznacajnije izdvajanje slabo diferentovanih i anaplasti¢nih
tumora.

U skladu sa razvojem novih, molekularnih metoda, SZO i Americ¢ki Komitet za rak (AJCC)
su za definisanje histoloSkog gradusa preporucili novu dvostepenu klasifikaciju, koja se bazira na
prisustvu manje ili viSe od 50% glandularnih struktura u tumorskom tkivu:

e Low grade (dobro 1 umereno diferentovani tumori)
® High grade (slado diferentovani i nediferentovani tumori)

Preko 70% adenokarcinoma kolona su low grade, koji sadrze preko 50% glandularnih
strukturau tumorskom tkivu. Ukoliko se u tkivu tumora nade manje od 50% glandularnih struktura,
onda se klasifikuje kao high grade. Histoloski gradus se po ovoj klasifikaciji bazira na proceni najslabije
diferentovane komponente tumora (1,3). Brojni izvestaji ukazuju da odredivanje histoloskog gradusa
po ovoj klasifikaciji ima prognosticki znacaj tek u korelaciji sa statusom mikrosatelitske nestabilnosti
(MSI). Smatra se da high grade kolorektalni karcinomi imaju loSu prognozu samo ukoliko su
mikrosatelitski stabilni (MSS), a ukoliko pokazuju visok stepen mikrosatelitske nestabilnosti (MSI-H)
onda imaju sli¢an ishod kao low grade karcinomi (278). Postoji misljenje da je prognosticka vrednost
ovog sistema procene histoloskog gradusa ogranicena jer zavisi od subjektivne ocene patologa, od
statusa mikrosatelitske nestabilnosti tumora i konacno ovaj sistem gradacije je tesko primenljiv na
retke subtipove kolorektalnog adenokarcinoma (mikrpapilarni, medularni, mucinozni, signet ring cell)
(279). Histoloski gradus tumora je Americki Nacinalni Institut uvrstio u IIA kategoriju (verovatnih)
prognosti¢kih parametara (246).

Histoloski tip tumora je svrstan u IIb kategoriju prognostickih parametara, a prakti¢no se
kao adenokarcinomi sa slabijom prognostickim ishodom izdvajaju tumori sa delimi¢nim stvaranjem
mucina ili sa neuroendokrinom ili sa skvamoznom diferencijacijom. Izuzetno loSu prognozu imaju
signet ring cell karcinomi obzirom na njihov difuzno infiltrativni rast (280).

2.2.5.2.10. Cirkumferentna resekciona margina (CRM status)

Proslo je dve i po decenije od kako su Quirke i sar.1986. ukazali na znacaj resekcionih
margina i na ulogu prisustva tumoskih ¢elija na radijalnoj margini (281). Isti autori nakon dve
decenije konstatuju da su se visoke stope recidiva koje su se kretale od 25%-50% u proslosti znatno
redukovale na 1%-28% pre svega zahvalju¢i promenama u hirurSkom pristupu, u sagledavanju
“novih prognostickih faktora” i u primeni kombinacije hirururS§ko- neoadjuvantne terapije (282).U
savremenim klasifikacionim sistemima cirkumferencijalna resekciona margina (CRM) je svrstana
u Ila kategoriju prognostickih parametara kolorektalnog carcinoma (246). U skladu sa tim izvestaj
patologa nakon resekcije sadrzi i informacije o statusu proksimalne, distalne, mezokoli¢ne i1 za delove
kolona 1 cirkumferencijalne margine (CRM). Prema preporukama Kolegijuma Americkih Patologa
(College of American Pathologists- CAP) proksimalne i distalne linije resekcije se smatraju dovoljne
za prevenciju recidivaukoliko iznose oko 1¢m za tumoreu T, 1 T, stadijumu. Medutim ukoliko se radi o

uznapredovanom kolorektalnom karcinomu, slabe diferencijacije udaljenost distalne resekcione linije
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mora biti najmanje 2cm. Ispitivanje distalne resekcione margine je neophodno da bi se saznalo da li je

resekcija uradena u zdravo tkivo I da i na resekcionoj margini postoje mikroskopski znaci bolesti (283).

Cirkumferentna resekciona margina je adventicijalna margina koja se odreduje u milimetrima,
a predstavlja razdaljinu izmedu najblizih podruc¢ja tumorskog tkiva (bilo koji tumorski depozit
ukljucujudi intranodalni i1 intravaskularni) i mezorektalne fascije koja podrazumeva resekcione linije
u njenoj neposrednoj blizini. Ukoliko je distanca tumora od cirkumferentne resekcione linije veca
od Imm oznacCava se kao Ro kategorija odnosno kao negativna cirkumferentna resekciona linija.
Ukoliko je tumor udaljen manje od Imm od cirkumferentne resekcione linije onda se oznacava kao

R1 kategorija ili kao pozitivna cirkumferentna resekciona margina (281,283).

Postoji stav da je status cirkumferentne resekcione margine najbolji prediktor pojave lokalnih
recidiva. Kod kolorektalnih karcinoma Ro kategorije CRM recidivi se javljaju u oko 3% slucajeva,
dok kod R1 kategorije CRM+ verovatnoca za pojavu recidiva iznosi 30% (246). U studiji Yun i sar.
2016. CRM ve¢i od Imm (R1 kategorija) se pokazao kao nezavistan prediktor loseg ishoda i u grupi
pacijenata sa hemoterapijom i u grupi koja nije primala hemoterapiju. Isti autori su pokazali da je

pozitivan CRM povezan i sa loSom stopom prezivljavanja nakon lokalnog recidiva (284).

2.2.5.2.11. Perineuralna invazija (PNI- status)

Perineuralna invazija se karakteriSe prisustvom tumorskih ¢elija oko nervnih struktura i unutar
bilo kog nervnog omotaca (epineurijum, perineurijum i endoneurijum). Status perineuralne invazije
prestavlja sastavni element patohistoloskog izvesStaja i u mnogim studijama predstavlja nezavistan
prediktor loSe prognoze kolorektalnog karcinoma (280,32,285). Od strane americkog Nacionalnog

Instituta za rak PNI je svrstan u IIb kategoriju prognosti¢kih parametara (246).

Zapazeno je da je prineuralna invazija u korelaciji sa ¢eS¢om pojavom recidiva i sa agresivnim
bioloskim ponaSanjem tumora (286). Hu i sar. 2020. su u kohortnoj studiji kojom je obuhvaceno 1412
pacijenata sa kolorektalnim karcinom perineuralni invaziju verifikovali u 21,5% slucajeva. Pri tome su
zapazili da se PNI znacajno ¢eSce javlja kod pacijenata sa nizom diferencijacijom viSim stadijumom
tumora, vaskularnom invazijom, viSim pre¢nikom tumora, MMR/KRAS/NRAS/BRAF mutacijom 1i
pozitivnim limfnim ¢vorovima. U istoj studiji je Coxovom regresionom analizom dokazano da je PNI

nezavistan faktor prognoze za prezivljavanje pacijenata (285).

2.2.5.2.12. Tumorsko pupljenje (Tumor budding-Bd)

Termin “tumorsko pupljenje” je prvi put u histopatoloSku terminologiju uveo Morodomi
1989. god. za prisustvo pojedinacnih, izolovanih nediferentovanih kancerskih ¢elija koje formiraju
mikrotubularnu strukturu u tumorskoj stromi ispred invazivne linije tumorskog fronta. Kasnije je ovaj
termin redefinisan i “tumorsko pupljenje” je okarakterisano kao prisustvo jedne ili grupe do pet ¢elija

koje grade trabekularne ili mikroglandularne strukture na invazivnoj liniji kancerskog fronta (287).
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Nalaz ovakvih struktura ukazuje na dediferencijaciju tumora i na tumorsku invaziju. Predpostavlja se
da je krucijalni dogadaj za nastanak tumorskog pupljenja gubitak kohezije izmedu tumorskih ¢elija
1 gubitak zlezdane diferencijacije. Ukoliko se pupljenje javlja u grani¢nom podrucju Sirenja tumora
govori se o peritumorskom pupljenju, a ukoliko postoji diseminacija unutar samog tumora, onda se
govori o intratumorskom pupljenju. Bliza kvantifikacija i standardizacija o tumorskom pupljenju je
odredena po preporukama Internacionalnog konsenzusa (International Tumor Budding Conference
Consensus - ITBCC). Clanovi ITBCC su postigli saglasnost o jedinstvenoj medunarodnoj metodiza
procenu i izveStavanje o tumorskom pupljenju, koja je zasnovana na dokazima (288). ITBCC grupa
je preporucila pregled 10 polja i upotrebu trostepenog sistema koji koristi Japansko drustvo za rak
kolona i rektuma (289):

® O-4 pupoljka: Bdl (slabo izrazeno tumorsko pupljenje)
® 5- 9 pupoljaka: Bd2 (srednje izrazeno tumorsko pupljenje)

® 10 ili viSe pupoljaka: Bd3 (visoko izrazeno tumorsko pupljenje)

Ovaj sistem omogucéuje procenu rizika pT1 kolorektalnog karcinoma i kolorektalnog
karcinoma II stadijuma. Dokazano je da je tumorsko pupljenje nezavisni predictor metastaza u
limfnim ¢vorovima za pT, kolorektalni karcinom i nezavisni prediktor preZivljavanja za stadijum
IT AJCC/TNM. U pT, kolorektalnom karcinomu Bd2 i Bd3 su povezani sa povecanim rizikom od
metastaza u limfnim ¢vorovima (290,291), dok je u stadijumu II kolorektalnog carcinoma B3 povezan
sa povecanim rizikom od recidiva i smrtnosti (287, 292). Pupljenje tumora je prisutno u oko 20%-
40% kolorektalnih karcinoma i povezano je sa limfovaskularnom invazijom, metastazama u limfnim
¢vorovima, udaljenim metastazama i loSim ishodom bolesti. Postoje sugestije da pupljenje tumora

treba da ude u protokole za izvestaje o kolorektalnom karcinomu (288,289).

2.2.5.2.13. Imunoloski odgovor domacdina

Lokalni imunoloski odgovor od strane domacina takode predstavlja nezavisni prognosticki
faktor. Limfocitni odgovor na tumor se javlja kao peritumorska limfocitna infiltracija i/ili kao
intratumorska limfocitna infiltracija (293). Limfocitni odgovor se kvantifikuje kao odsutan, slab,
umereno prisutan ili izrazen. Peritumorska limfocitna reakcija moze da se manifestuje limfocitnim
infiltratima koji formiraju limfoidne folikule sa germinativnim centrima (tkz Crohn-like reakcija).
Prisustvo najmanje dva folikula u peritumorskoj stromi se kvalifikuje kao izrazena reakcija (294).
Ovakav tip reakcije se javlja kod vecine kolorektalnih karcinoma sa deficitarnim MMR statusom.
Prisustvo tumor infiltriSuc¢ih limfocita (TIL), koje podrazumeva nakupine limfocita intraepitelno, u
tumorskoj stromi i na invazivnom frontu tumora je indikator dobre prognoze (295). Tumor infiltriSuci
limfociti prepoznaju tumorske antigene i oslobadaju specificne proinflamatorne citokine koji
ostecuju tumorske ¢elije. TIL reakcija je znacajno povezana sa MSI-H kolorektalnim karcinomima
i povoljnim ishodom bolesti (246). Poslednju deceniju se ulazu veliki napori da se razviju sistemi
za merenje TIL reakcije (tkz. “immunoscore”), ali se €ini da jo$ nije postignuta standardizacija ove

metode.
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2.2.6. Terapija kolorektalnog karcinoma

Iako je kolorektalni karcinom hirurSka bolest, poslednjih decenija su se terapijski modaliteti
prosirili 1 osim hirurgije obuhvataju pre i/ili postoperativhu hemio- i radioterapiju, a sve u cilju
poboljsanja kvaliteta Zivota operisanih. Veliki znac¢aj u leCenju i poboljSanju kvaliteta Zivota pacijenata
sa ogranicenom metastatskom boleS¢u ima 1 hirursSka terapija solitarnih metastaza u jetri 1 plu¢ima
(296,297.298). Krucijalni znacaj u odabiru terapijskog tretmana i ishodu bolesti ima odredivanje
stadijuma kolorektalnog karcinoma (296,298).

2.2.6.1. Hirurska terapija

Uprkos napretku u razumevanju biologije karcinoma kolona hirurgija je i dalje primarni nacin
le¢enja veéine pacijenata sa rakom debelog creva. Nacin hirurSkog lecenja kod karcinoma debelog creva i
karcinoma rektuma se moze razlikovati, ali su osnovni principi kojim se vode hirurski postupci za njihovo
leCenje sli¢ni. Ovi principi, na kojima pociva operativni tretman, baziraju se na konceptu resekcije debelog
creva ili rektuma sa tumorom, sa odovarajuéim marginama, kao i uklanjanju ,,en block™ pripadajuceg
mezenterijuma koji sadrzi pripadajuce krvne sudove i regionalne limfne ¢vorove, duz anatomskih ravni

uspostavljenih tokom embrionalnog razvoja (298).

Obim resekcije zavisi od lokacije primarnog tumora, odredjenih limfnom drenaZzom. Limfni kapilari
su prvenstveno smesteni u submukoznom i subseroznom sloju zida creva, i limfni tok je cirkumferentan-
obodni, sa longintudinalnim-uzduZnim Sirenjem duz creva, koji je obi¢no manji od 1 cm u svakom smeru.
Prema tome, margina od 5 cm normalnog creva sa obe strane od primarnog tumora smatra se dovoljnim
za izbegavanje recidiva na anastomozama. Kod karcinoma rektuma limfni tok je prvenstveno usmeren u
proksimalnom pravcu, dok se u distalnom pravcu ¢elije karcinoma ne Sire vise od 1 cm od makroskopski
distalnog kraja tumora. Zbog navedenog se granica resekcije normalnog creva na 2 cm od tumora smatra
onkoloski bezbednom resekcijom (298, 299).

Na osnovu blizine u odnosu na crevo i1 njegovu vaskularizaciju, regionalni limfni ¢vorovi
debelog creva su klasifikovani u cetiri glavne grupe: epikolocni, parakoli¢ni, intermedijalni-
srednji 1 apikalni-centralni. Epikoli¢ni limfni ¢vorovi se nalaze u zidu creva ispod peritoneuma,
¢esto blizu masnih privezaka (appendices epiploicae), parakoli¢ni ¢vorovi duz marginalnih krvnih
sudova, intermedijalni su u sredini mezenterijuma, a apikalni ¢vorovi su smesteni u blizini korena
mezenterijuma, u blizini korena pripadaju¢ih magistralnih krvnih sudova. Kolorektalni karcinom se
uglavnom S$iri ka apikalnim limfnim ¢vorovima i zbog toga onkoloska resekcija treba da obuhvati
sve grupe limfnih ¢vorova. Ako se metastatski limfni ¢vorovi ne uklone tokom operacije, resekcija se

smatra nepotpunom (298).

Indikacija za elektivnu resekciju kolona je dokazan tumor, koji je predhodno kolonoskopski
bioptiran i patohistoloski potvrdjen, bez dokaza o udaljenim metastazama i bez kontraindikacija za

operativni tretman. Opseg resekcije zavisi od mesta, odnosno lokacije primarnog tumora (300).
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Za tumore lokalizovane u cekumu 1 uzlaznom-ascedentnom kolonu, koristi se desna
hemikolektomija (298,300). Za tumore koji se nalaze na hepaticnoj fleksuri ili u proksimalnom delu

poprecnog-transverzalnog kolona, indikovana je desna prosirena kolektomija (298,300).

Transverzalna kolektomija se primenjuje za tumore u srednjem ili distalnom delu popre¢nog
kolona 1 sastoji se od podvezivanja srednjih koli¢nih krvnih sudova, uz oslobadjanje hepati¢ne 1
lijenalne fleksure kolona i reseciranjem poprec¢nog kolona sa pripadaju¢im omentumom, pra¢enim
kolokolicnom anastomozom. Medjutim, proSirena desna kolektomija sa anastomozom izmedju
terminalnog ileuma i1 nishodnog-descedentnog kolona moze biti bezbednija anastomoza, sa

ekvivalentnim funkcionalnim rezultatom (298,300).

Kod tumora ograni¢enih na distalni popre¢ni kolon, spleni¢nu fleksuru ili nishodni-descedentni
kolon izvodi se leva kolektomija (298,300).

Sigmoidna kolektomija je opcija za tumore u sigmoidnom kolonu, gdje se podvezuju i
odvajaju sigmoidne grane donje mezentericne arterije, pri ¢emu se resecira sigmoidni kolon do nivoa
peritonealne refleksije, a zatim se nacini anastomoza izmedju nishodnog kolona i gornjeg rektuma.

Cesto je potrebna mobolizacija spleni¢ne fleksure radi kreiranja anastomoze bez tenzije (298,300).

Totalna ili subtotalna kolektomija je ponekad neophodna kod pacijenata sa sinhronim
karcinomom kolona. U ovoj proceduri, ileokoli¢ni, desni koli¢ni, srednji koli¢ni i levi koli¢ni krvni
sudovi se podvezuju i1 odvajaju. Ukoliko je poZeljno sacuvati sigmoidni kolon, distalni sigmoidni
krvni sudovi se ostavljaju netaknutim i anastomoza se kreira izmedju ileuma 1 distalnog sigmoidnog
kolona (subtotalna koletomija). Ako sigmoidni kolon treba da se resecira, sigmoidni krvni sudovi se

podvezuju i odvajaju, a ileum se anastomozira sa gornjim rektumom (totalna kolektomija) (298,300).

Operacija karcinoma rektuma je slozenija od operacije raka debelog creva, jer se rektum
nalazi unutar uske kostane karlice, okruzen je urogenitalnim organima, velikim magistralnim krvnim

sudovima, autonomnim nervima, a blizu je analnim sfinkterima (298).

Rektum ili pravo crevo, predstavlja distalni dio debelog crijeva, protezuci se od rektosigmoidnog
spoja do anorektalnog prstena, koji odgovara otisku puborektalnog misi¢a na zidu creva, odakle
se prostire analni kanal do anokutane linije. Iz prakti¢nih razloga i zbog standardizacije,tumori na
rektumu se definiSu u odnosu na udaljenost u centimetrima od anokutane linije i odredjuju se uz pomo¢
rigidnog rektoskopa. Rektum i mezorektum su organi koji se nalaze izvan peritoneuma i prekriveni su
membranom koja se naziva mezorektalna fascija. Mezorektalna fascija je vazna zbog odredjivanja
odnosa tumora ili izmenjenog limfnog ¢vora mezorektuma u odnosu na mezorektalnu fasciju, kada
govorimo o cirkumferentnoj resekcionoj margini. Smatramo da je ona pozitivna ako je rastojanje

manje od 1mm (298).

HirurSko leCenje kod karcinoma rektuma se moze izvesti u zavisnosti od lokacije
totalnom mezorektalnom ekcizijom (TME), parcijalnom mezorektalnom ekcizijom (PME),

abdominoperinealnom resekcijom i Hartmanovom procedurom (298,300).
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Pored postizanja sigurnih onkoloskih margina i adekvantne limfadenektomije, vazan cilj kod
resekcije kolorektalnih karcinoma je i uspostavljanje kontinuiteta creva. To se moZe postici razli¢itim
tehnikama, uz poStovanje osnovnih hirurskih principa. Krajevi koji treba da budu anastomozirani,
moraju imati adekvatnu krvnu obskrbljenost, treba da budu dovoljno mobilisani da bi se obezbedila
anastomoza bez tenzije. Konacno, Savovi ili staplerske spajalice treba da ukljuce submukozu creva,

sloj zida sa najve¢im udelom kolagena i najvazniji sloj za drZanje creva zajedno (298,300).

2.2.6.1.1. Laparoskopska kolektomija (Minimalno invazivna kolektomija)

Nekoliko prospektivnih klinickih studija pokazalo je da je laparoskopska kolektomija za
karcinome kolona povezana sa kratkoro¢nom prednos¢u i dovodi do ekvivalentnog dugotrajnog

onkoloskog ishoda u poredjenju sa tradicionalnim otvorenim hirur§kim pristupom (298,301,302).

Prednosti laparoskopske hirurgije ukljuuju manje postoperativnhog bola, raniji povratak
funkcije creva, krac¢i boravak u bolnici 1 manji procenat komplikacija. Medutim, laparoskopska
hirurgija tehnicki je zahtevnija i treba vremena za njeno savladavanje. Prisutnost viSestrukih priraslica
iz predhodnih operacija, lokalno uznapredovala bolest ili gojaznost ograniCavaju primjenu ove
hirurske metode (298,301,302,303).

Laparoskopska kolektomija se obi¢no izvodi pomocu tri do pet portova, uz mesto za vadjenje
preparata. Sa porastom strucnosti hirurga i razvijanjem laparoskopske hirurgije sada je u upotrebi
i ,,single port”, odnosno jednoportna laparoskopska hirurgija, gdje se hirurska procedura izvodi

isklju¢ivo kroz jedan port (298).

Robotske platforme predstavljaju novi vid laparoskopske hirurgije i u poredjenu sa
konvencionalnom laparoskopijom, robotska resekcija debelog creva je povezana sa nizom stopom
konverzija u klasi¢ni vid hirurgije, sa sli¢nim kratkorocnim ishodima, ali sa viSim troskovima lecenja
(298,301,303).

2.2.6.1.2.Hirursko leCenje metastaza

Metastatska bolest podrazumeva prisustvo visceralnih i limfonodalnih metastaza na vise
lokacija. Kolorektalni karcinom tipicno metastazira u jetru, plu¢a, peritoneum, limfne ¢vorove i
jajnike. Kod pacijenata kod kojih su metastaze ogranicene na jedan organ (najcesce jetra) hirursko
lecenje je potencijalno kurativno, ali kod pacijenata koji imaju viSestruke metastaze na razli¢itim
mestima (jetra, pluca, kosti, mozak itd.) operacija moze doprineti prezivljavanju, ali je veoma retko
kurativna (304).

Oko 65% pacijenata sa kolorektalnim karcinomomima metastatsku bolest koja se u oko

40% slucajeva manifestuje sekundarnim depozitima u jetri (102). Cilj hirurSkog tretmana hepati¢nih
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metastaza je radikalna resekcija koja podrazumeva uklanjanje svih makroskopski vidljivih lezija,
uz mikroskopski €iste resekcione linije. Kod neresektabilnih lezija mogu se primenjvati minimalno
invazivne tehnike 1 to kriohirurgija, radiofrekventna ili mikrotalasna ablacija i sistemska hemioterapija
(297,305).

HirurSka resekciona terapija hepaticnih metastaza daje vece Sanse za petogodiSnje
prezivljavanjeitouopseguod21% do 58%,uodnosu na one pacijente koji su tretirani samo sistemskom
hemoterapijom. Metastaze u jetri se mogu odstraniti razli¢itim tipovima operacija. Resekcije jetre
mogu biti: neanatomske metastazektomije ili anatomske segmentektomije 1 hepatektomije. Imperativ
je postizanje Ro resekcije. Hirurgija mora biti poStedna, resekciona margina mora biti ispod 2mm.
Kontraindikacije za hirurski tretman mogu biti opSte medicinske, kada ASA skor je preko 3, prisustvo
neresektabilnih ekstrahepati¢nih metastaza i1 kada nije moguce posti¢i Ro resekciju zbog zahvatanja

vise od 70% ili 6 segmenata jetre, zahvatanje sve tri hepaticne vene ili obe grane hilusa (297).

Sinhrone metastaze predstavljaju agresivni znak bolesti i prestavljaju negativan prognosticki
faktor. One se mogu resiti na tri nacina: klasi¢no, operacijom kolona i rektuma, nakon cega sledi
pauza u toku koje pacijent prima neoadjuvantnu hemoterapiju, nakon ¢ega sledi operacija na jetri.
Zatim simultano, kada se istovremeno uklanjaju primarni tumor i metastatske promene na jetri i na
kraju obrnutom strategijom kada se najpre primenjuje neoadjuvantna hemoterapija, potom operise

jetra, nakon ¢ega se u treCem aktu pristupa odstranjenju primarnog tumora (297).

Ukoliko se verifikuje postojanje manjeg broja metastaza, i to manje od 4 one se mogu
operisati odmah. U ovim slu¢ajevima se moZe primeniti neoadjuvantna terapija. Neoadjuvantna
terapija je obavezna kod veceg broja metastaza, preko 4 1 potencijalno neresektabilnih metastaza, jer
se ovim vidom terapije mogu prevesti u stanje sekundarne resektabilnosti, pogotovo kod pacijenata sa
homosenzitivnim promenama na jetri. U slucaju da se otkriju incidentane metastaze, odnosno ukoliko
se otkriju tek na operaciji, radi se odstranjenje primarnog tumora, ¢ime se izbegavaju komplikacije
u vidu intestinalne opstrukcije, perforacije, krvarenja i emitovanja novih metastaza, dok biopsija
metastatskih promena i simultane operacije na jetri se ne preporucuju, jer u tom slucaju ne postoji

potpuna slika o stanju promena u jetrii i van nje (297, 305).

Ukoliko je re¢ o asimptomatskim pacijentima sa T, N, primarnim tumorima na desnom
kolonu sa sinhronim metastazama na jetri, moguca je simultana resekcija jetre veceg obima, dok je
kod levog kolona 1 rektuma moguca manja resekcija i to do dva segmenta jetre. U ostalim slucajevima
se preporucuje operacija u dva akta. Kod pacijenata sa T,, N, karcinomom kolona i rektuma sa
sinhronim metastazama na jetri, uz hemoterapijske protokole se dodaju i agensi koji ¢e delovatii na
metastaze (297).

2.2.6.2. Radioterapija

Radioterapija moze biti preoperativna, postoperativna, kombinovana (pre-i postoperativna),

kurativna 1 palijativna. Radioterapija kod pacijenata sa kolorektalnim karcinomom, se primenjuje



postoperativno sa ciljem smanjenjarizika od pojave lokalnog recidiva u II/III stadijumu ili preoperatvino
sa ciljem smanjenja volumena i agresivnosti tumora kako bi se izvela radikalna hirurska intervencija
kod tumora T, i T, statusa (306, 307).

Preoperativna radioterapija moze biti kratkotrajna, sa 5 frakcija i ukupnom terapijskom
dozom od 25Gy, a nakon nekoliko dana ili nedelja se radi hirurski tretman ili dugotrajna radioterapija,
koja obuhvata 25 frakcija sa ukupnom terapijskom dozom od oko 50Gy 1 posle oko 8 nedelja sledi

operativni zahvat (308).

Preoperativnom radioterapijom se postize prevodenje inoperabilnih tumora u operabilne,
smanjivanjem stadijuma bolesti, smanjenjem veli¢ine tumora i uniStavanjem mikrometstaza.
Preoperativna radioterapija je efikasna jer je pre operacije bolja oksigenacija i vaskularizacija tkiva
(308,309).

Prednost postoperativne radioterapije u odnosu na preoperativnu se ogleda u tome $to postoji
definitivni patohistoloski izvestaj, pa postoji bolja selekcija pacijenata za zraCenje 1 Sto je hirurg u

mogucénosti da markira mesta potencijalne rezidualne bolesti (306,308).

2.2.6.3. Hemoterapija

Hemoterapijaje vaznakarika u terapijskom protokolu pacijenata sa kolorektalnim karcinomom.
Cilj hemoterapije je izazivanje apoptoze odnosno programirane smrti malignih ¢elija tumora. Ve¢ina
hemoterapeutika su supstance koji indukuju signale za aktivaciju unutra$njeg mitohondrijalnog puta
za apoptozu. Celijska smrt apoptozom nastaje pod uticajem proteolitickog enzima Caspaze (cystein
aspartat proteinasa) (310). Maligne ¢elije imaju visok indeks proliferacije 1 ne podlezu procesima
apoptoze pre svega zbog smanjene aktivnosti proapoptoti¢nih i povecane aktivnosti antiapoptoti¢nih
proteina. Antiapoptoti¢ni proteini (na pr. Bel-2) promovisu preZivljavanje ¢elija oCuvanjem integriteta
spoljasnje mitohondrijalne membrane. Sa druge strane proapoptoticni proteini (Bax, Bak i dr.)
vr§e promociju apoptoze tako Sto ruse integritet mitohondrijalnih membrana stvaranjem “pora” na
spoljaSnjoj povrSini membrana, §to izaziva caspaza-posredovane razlicite proteoliticke reakcije koje
¢eliju vode u smrt. Razli¢iti hemoterapeutici inhibiraju vezivanje Bcl-2 na Bax 1 Bak 1 tako posredno

indukuju apoptozu malignih ¢éelija (311).

Hemoterapija se moze primeniti kao neoadjuvantna (preoperativna) ili kao adjuvantna
(postoperativna) hemoterapija. Cilj adjuvantne hemoterapije je smanjenje rizika od recidiva i
produzetak prezivljavanja pacijenata sa kolorektalnim karcinomom. Ovaj vid sistemske terapije je
indikovan nakon primarne resekcije tumora i treba je zapoceti Sto je moguce ranije pocev od trece
nedelje, a najkasnije osam nedelja nakon resekcije. U slucaju laparoskopske kolektomije adjuvantnu

hemoterapiju je moguce zapoceti i ranije (312).

Adjuvantna hemoterapija je indikovana kod svih pacijenata sa III stadijumom bolesti (bilo
koji T, N,, M, ili bilo koji T, N,, M) i kod visokorizi¢nih pacijenata sa II stadijumom bolesti. Danas

68



postoji koncenzus oko definisanja indikatora visokog rizika za pacijente u II stadijumu. Potrebno
je da imaju bar jednu od sledecih karakteristika bolesti: loSe diferentovan tumor (G3), manje od
12 pregledanih limfnih ¢vorova, limfovaskularna ili perineuralna invazija, postojanje opstrukcije ili

perforacije i pT, status (308).

Kodpacijenata u Il stadijumu bolesti sa visokim rizikom se prema protokolima, nakon hirur§kog
leCenja dodaje adjuvantna hemoterapija sa 5-fluorouracilom (5-FU) 1 leukovorinom. U III stadijumu
bolesti se daje fluoropirimidin (kapecitabin), dok se pacijentima sa udaljenim metastazama pored
kapecitabina u terapiju ukljucuje i irinotekan ili oksaliplatin. Pacijenti sa udaljenim i resektabilnim
metastazama u jetri dobijaju i dodatnu imunoterapiju sa antitelom na VEGF (Bevacizumab) ili na
EGF(Cetuksimab). PetogodiSnje prezivljavanje operisanih bolesnika je od uvodenja adjuvantne

hemoterapije pa do danas poraslo sa 50%, kako je bilo devedesetih godina, na 70% (308).

Zahvaljuju¢i hemoterapiji leCenje pacijenata sa neresektabilnim metastazama je znatno
napredovalo poslednju deceniju. Danas je leCenje metastatskog kolorektalnog karcinoma bazirano na
individualnom pracenju resektabilnosti bolesti i molekularnom testiranju tumora, pri cemu je KRAS
mutaciono testiranje redovan dijagnosticki postupak kod ovih pacijenata. BRAF mutacioni status
ima vazan prognosticki znacaj u ranim linijama lecenja, ali se smatra da nema prediktivni znacaj za
primenu EGFR inhibitora (308).

2.2.6.4. Hemoradioterapija

Obzirom da najveci broj savremenih protokola za lecenje karcinoma rektuma podrazumeva
multimodalni terapijski pristup, to se kombinovana hemoradioterapija pre ili posle hirurskog
zahvata, sve viSe koristi u lecenju lokalno uznapredovalog karcinoma colona (313). Neoadjuvantna
hemoradioterapija ukljucuje zracenje (protrahovano ili kratkotrajno frakcionisano) i hemoterapiju u
tri ciklusa, a posle pauze od pet do deset nedelja sledi hirurSka intervencija (314). Izbor pacijenata
za ovaj tip terapije se zasniva na riziku za razvoj recidiva koji se procenjuje na osnovu parametara
dobijenih na MR pregledu, a to su T status, N status, udaljenost tumora od anusa, infiltracija
mezorektalne fascije i ekstramuralna vaskularna invazija. Na osnovu ovih kriterijuma formiraju se

grupe prema kojima se preporucuje modalitet leCenja (315).

Prednosti neoadjuvantne hemoradioterapije se ogledaju u tome Sto je pre operacije efekat
lecenja bolji od postoperativnog zracenja jer nije oSteceno lokalno snabdevanje krvlju, jer je
oksigenacija krvi vazna zbog osetljivosti na zrafenje. Preoperativna hemoradioterapija moze
smanjiti masu tumora, poboljSati lokalni status tumora, povecati stopu resekcije Ro i stopu ocuvanja
analnog svingtera, odnosno povecati procent sfinkter-postednih operacija. Takode preoperativnom
hemoradioterapijom se moZe smanjiti stopa lokalnog recidiva i smanjiti jatrogena diseminacija jer
su nakon hemoradioterapije aktivne tumorske celije u velikoj meri redukovane, a javljaju se fibroza
1 nekroza (316,317). U meta-analizi koja je obuhvatila 5304 pacijenta sa lokalno uznapredovanim

karcinomom rektuma kod kojih je primenjena preoperativna hemoradioterapija procenat o¢uvanog
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svinktera je bio u opsegu od 56,4 % do 85,4%. U istoj metaanalizi postoperativne komplikacije su se
javile u 8,4% - 47% slucajeva (318).

Uspeh neoadjuvantne hemoradioterapije zavisi od izbora tehnike radioterapijskog lecenja, od

vremena izvodenja resekcije primarnog tumora i od bioloskih osobina tumora (314).

2.2.6.5. Ciljana terapija

Intenzivno proucavanje molekularnih mehanizama karcinogeneze, genskih alteracija,
¢elijskih proteina 1 signalnih puteva, tokom poslednjih decenija indukovalo je uvodenje novih
terapijskih metoda u standardne protokole le¢enja kolorektalnog karcinoma. U vezi toga u nau¢noj
Jjavnosti se istice koncept komlementarne terapije tumora koja podrazumeva da se na svaki od aspekata

karcinoma (angiogeneza, proliferacija, rezistencija na apoptozu) deluje ciljanom terapijom (12,19).

Ciljana terapija je najCeSCe usmerena na proteine koji su ukljuceni u procese celijske
signalizacije, pa blokiranjem signala koji maligne ¢elije upucuju kako da se neogranic¢eno dele i rastu,
ciljana terapija blokira njihov rast i deobu. Drugi tip cljane terapije pogada receptore koji postoje na
povrsini malignih ¢elija, dok neke od ciljanih terapija inhibiSu angiogenezu. U nekim slucajevima
ciljanom terapijom se moze posti¢i modulacija gena, odnosno moze se uticati na funkciju proteina

koji imaju vaznu ulogu u kontroli gena (220).

Saznanja da pojacana ekspresija receptora Epidermalnog faktora rasta (EGFR) stimulise
¢elijsku proliferaciju, progresiju i prezivljavanje malignih ¢elija su omogucila razvoj razli¢itih
molekularnih terapijskih modaliteta usmerenih na inhibiciju EGFR. Terapija sa anti EGFR
monoklonskim antitelom (Cetuksimab i Pantimumab), se veze za receptor EGFR 1 koc¢i aktivaciju
glavnih signalnih puteva uklju¢enih u kolorektalnu karcinogenezu. Cetuksimab je do sada u
preoperativnoj hemoterapiji pokazao nisku stopu komletnih remisija, ali ima znacajnu ulogu u

zaustavljanju progresije tumora (216,217).

Poslednjih godina se u lecenju kolorektalnog karcinoma najvise koristi ciljana anti-angiogena
terapija, pri ¢emu se, kao anti-angiogeni cilj, koristi moc¢an stimulator angiogeneze - Vascular endothelial
growth factor (VEGF). Rekombinovano humanizovano antitelo (Bevacizumab) koje cilja VEGF je
pokazalo znacajn uspeh za prezivljavanje bez progresije bolesti. Bevacizumab smanjuje vaskularni
volumen 1 perfuziju unutar tumora $to rezultuje supresijom rasta tumora. Takode se pokazalo da anti-
angiogena terapija koja cilja VEGF receptor tirozin kinaze inhibira vaskularnost, proliferaciju i rast
metastaza u jetri karcinoma debelog creva i zna¢ajno povecava apoptozu ¢elija endotela i tumora, Sto

sugeriSe vaznu ulogu VEGFkao faktora prezivljavanja za endotel i tumora (213)

Monoklonsko antitelo Bevacizumab je prvo anti-angiogeno sredstvo koje je odobreno za
leCenje kolorektalnog karcinoma. U lecenju kolorektalnog karcinoma nedavno su ukljucena i druga
tri anti-angiogena leka: Aflibercept i Ramucirumab, koji su bioloska jedinjenja usmerena protiv
vancelijskih domena humanih VEGF receptora, a tre¢i je hemijsko jedinjenje Regorafenib oralno

aktivni inhibitor VEGFR2-TIE2 tirozin kinaze. Ipak, koristi od prezivljavanja ostaju skromne, a
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petogodisnja stopa prezivljavanja je priblizno 10-12 % (Tang 2018, Canavese M2017).

Imunohistohemijska ekspresija VEGF u tumorskom tkivu ima prognosticki znacaj, ali nije
pokazan znacaj ekspresije VEGF kao prediktora za anti-angiogenu terapiju. Visok nivo ekspresije

VEGTF je povezan sa loSom prognozom i kra¢im prezivljavanjem (13,17,19).

Drugi medijatori angiogeneze, ukljuujuéi signalne puteve faktora rasta izvedenih iz
trombocita (PDGF) i faktora rasta fibroblasta (FGF), takode reguliSu angiogenezu, rast tumora i
metastaze. Shodno tome, noviji anti-angiogeni tretmani imaju za cilj istovremeno blokiranje i VEGF

/ VEGFR signalnih puteva i drugih puteva koji su znacajni za angiogenezu i rast tumora.

U zavisnosti od vrste malignog tumora i nacina njegovog Sirenja, ciljana terapija moze da se
koristi za leCenje tumora, za usporavanje rasta tumora, za ubijanje malignih ¢elija koje su se proSirile

na druge delove tela ili za ublazavanje simptoma izazvanih tumorom.

Bez obzira Sto se ciljana terapija sprovodi ve¢ dugo godina, ipak mnoga vazna pitanja jos
uvek nisu razjasnjenja, a jedno od njih je pitanje odgovarajuceg prediktivnog biomarkera, na bazi
koga bi se selektovali pacijenti. Drugi problem je definisanje optimalne kombinacije lekova,zatim

pitanje kako prevazi¢i rezistenciju, a na kraju postoji i problem visokih materijalnih troskovi leCenja.

2.3. Biomarkeri kolorektalnog karcinoma

Slozeni mehanizmi kolorektalne karcinogeneze uslovljavaju neprestano traganje za novim
prognostickim 1 prediktivnim biomarkerima koji bi obezdedili personalizovanu i ciljanu primenu
monoklonskih antitela u lecenju kolorektalnog karcinoma, poput EGFR i VEGF. Ocekuje se da ¢e
poznavanje svih gena i njihovih sekvenci omoguciti saznanja o individualnim bioloskim osobina

karcinoma i razvoj efikasnije strategije prevencije i lecenja.

2.3.1. Stathmin 1(STMNI1)
2.3.1.1. Struktura i bioloSke osobine

Stathminl(STMN1) poznat i kao onkoprotein 18 ili metablastin je citozolni fosfoprotein
od 18kDa. Kodiran je STMNI1 genom koji se nalazi na 1p35-36.1 hromozomu. Stathminl pripada
Stathmin-proteinskoj familiji koja obuhvata Stathminl (STMN1, Stathmin like2 (STMN2), Stathmin
like3 (STMN3) i Stathmin like4 (STMN4) onkoproteine (319).

Stathminl se sastoji od 149 aminokiselina koje su organizovane u cetiri domena
fosforalizacije koji su oznaceni kao Ser 16,25,38 1 63. STMNI1 ima znacajnu ulogu u regulaciji
citoskeleta mikrotubula,odnosno u montazi i demontazi deobnog vretena. Kao glavni protein koji

vr$i destabilizaciju mikrotubula STMN1 direktno komunicira sa rastvorljivim tubulinom da bi stvorio
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kompleks koji odvaja slobodni tubulin i spre¢ava polimerizaciju mikrotubula (320). Na molekularnom
nivou Stathminl depolimerizuje microtubule bilo odvajanjem dimera slobodnih tubulina ili direktnom
indukcijom “katastrofe” mikrotubula (321). Fosforalizacija na domenu Ser16 ili Ser63 smanjuje ili
ukida sposobnost STMN1 da rastvori tubulin. Stathmin1Ser16 moZe biti fosforalisan protein kinazom
C, a Ser25 i Ser38 su mete mitogen aktiviranim protein kinazama (MAPK) iciklin zavisnih kinaza
(CDK) (319). Aktivni nefosforilisani STHMN vrsi depolimelimerizaciju mikrotubula tokom interfaze
1 kasne mitoze. Aktivnost mikrotubula depolimerizacijom STMNI1 je regulisana fosforalizacijom

kako bi se omogucila polimerizacija mikrotubula i sastavljanje deobnog vretena (322).

Stathmin 1 kontroliSe G -S i G-M vazne punktove progresije Celijskog ciklusa utiu¢i na
dinamiku formiranja mikrotubula i napredovanje ¢elijskog ciklusa. Inhibicija ekspresije STMN1 vodi
do akumulacije ¢elija u G,-M fazama i povezana je sa ozbiljnim poremecajima deobenog vretena i
potesko¢ama na kraju mitoze (323). Takode je zapazeno da STMNI1 gen transkripcijski potiskuje
funkcionalni p53-supresorni protein koji reguliSe mnoge celijske procese putem transkripcije gena
(32), au prilog toga ide 1 izvestaj Kang i sar. koji su pokazali da je aberantna imunoreaktivnost p53
povezana sa vecom ekspresijom Stathmin 1 u adenokarcinomu Zeluca, sugerisuc¢i da bi prekomerna
ekspresija STMNI1 mogla biti posledica inaktivacije p53 supresornog gena. Smatra se da p53
posreduje u represiji protumorske aktivnosti STMN 15§to rezultuje negativnom regulacijom STMNI1 1
zaustavljanjem celijskog ciklusa u G,-M fazi(324).

TKR mgnalmg

signaling Ca2+
'@ si li
mark €D / gnaling

signaling l

oo tubulln /
dimers /

@E@ =g

CDKs

w — ‘:' dﬁ Cell cycle
signaling

cAMP
H""' signaling

Microtubule d',rnamlcs

Slika 5: Signalizacija Stathmin 1: Stathmin 1 mozZze biti fosforiliran na serinskim mestima
pomocu ciklin-zavisnih kinaza (CDK) i mitogenom aktiviranih proteinskih kinaza (MAPK (Izvor:

Atlas of Genetics and Cytogenetics in Oncology and Haematology, 2015)
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2.3.1.2. Funkcija i prognosticki znac¢aj Stathminal

Za optimalnu funkciju deobnog vretena i uredno napredovanje kroz ¢elijski ciklus neophodna
je normalna regulacija funkcije Stathminl putem fosforalizacije 1 defosforalizacije (325). Osim u
regulaciji ¢elijskog ciklusa Stathminl je ukljucen i u regulaciju drugih ¢elijskih procesa kao Sto su
polaritet epitela, apoptoza, promocija proliferacije,pokretljivost ¢elija, metastaziranje 1 otpornost
na antimikrotubulnu terapiju (319, 326). Tian i sar. 2015. su zapazili da je Stathminl umeSan u

molekularne mehanizme regulisanja migracije 1 invazije trofoblasta (327).

Jedna od prvih funkcija koja se pripisivala Stathminul je bila uloga u regulaciji hormonske
sekrecje u ¢elijskim linijjama hipofize i insulinoma. U drugoj studiji je pokazano da je visok nivo
Stathminl u testisu ograni¢en na germinativne ¢elije u odredenim razvojnim fazama, pa se smatra
da on moze imati ulogu i u spermatogenezi. Krajem prosSlog veka je saopSteno zanimljivo zapazanje
da nivo Stathminal dramati¢no raste tokom formiranja sinapse, Sto sugeriSe ulogu Stathminl u
diferencijaciji neurona (325). U literaturi joS uvek nije usaglasen stav da li su ove nemitoti¢ne funkcije
Stathminl ostvaruju isklju¢ivo kroz depolimerizaciju mikrotubula ili kroz neke druge mehanizme

koji jo§ nisu definisani.

U brojnim studijama i meta-analizama je pokazano da je visoka ekspresija Statminl povezana
sa loSom diferencijacijom tumora,velikim dijametrom tumora, naprednom N fazom, klinickom
TNM Kklasifikacijom, invazijom tumora i udaljenim metastazama u razli¢itim malignim tumorima
(319). U opseznoj meta-analizi koja je obuhvatila 25 studija sa ukupno 3571 pacijentom veéinom iz
istocne Azije, zatim iz Slovenije, Francuske i Amerike zapazena je ekspresija Stathminl u brojnim
malignim tumorima ukljucujuc¢i kolorektalni karcinom, adenokarcinom pankreasa, hepatocelularni
karcinom, karcinom zeluca, jednjaka, pluca, larinksa, jajnika, endometrijuma, cerviksa, dojke,
skvamocelularni karcinom koZze, nasofaringealni karcinom, gliom i leukemiju. Rezultati iste
metaanalize su pokazali da su pacijenti sa visokom ekspresijom Stathminl imali znatno kraée
posthirursko prezivljavanje (328). U skladu ovom meta-analizom Akhtar i sar. 2013. su otkrili da
je Stathminl prediktor prezivljavanja u pacijenata sa skvamocelularnim karcinomom jednjaka I1A
stadijuma (323). Povezanost Stathminl sa loSom prognozom i metastazama u limfnim nodusima
je saopstena u skvamocelularnom karcinomu oralne mukoze, karcinomu dojke, karcinomu urotela
gornjih mikraénih puteva,karcinomu jajnika,melanomu, karcinomu grli¢a materice i endometrijuma
(329,330,331,332,333,334).

Ekspresija Stathminl je identifikovana kako u pacijenata sa karcinomom kolona tako i u
pacijenata sa ulceroznim kolitisom (322, 335). Statminl je u kolorektalnom karcinomu povezan sa
metastazama u limfnim ¢vorovima i sa TNM stadijumom bolesti. Ispitivanjem ekspresije Stathminl
u odnosu na 5-godiSnje prezivljavanje zapaZeno je da ono za Stathminl pozitivne pacijente sa
kolorektalnim karcinomom iznosi 39%, dok za Stathminl negativne iznosi 64%. U ovoj analizi je

istaknuto da je Stathminl nezavistan prediktor preZivljavanja pacijenata sa kolorektalnim karcinomom

).
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Pre vise od dve decinije je zapaZena izraZzena ekspresija Stathminl u loSe diferentovanim
prostati¢nim karcinomima, pri ¢emu se znacajno povecanje nivoa Stathminal beleZi u tumora Gleason

5 1 u ¢elijama androgen-nezavisnih karcinoma prostate (336).

U karcinomu dojke je ekspresija Statminl u inverznoj korelaciji sa ekspresijom estrogenih
receptora 1 povezana je sa veli¢inom tumora, proliferativnim indeksom, ¢elijskom aneuploidijom,
sa BRCA1 pozitivnim statusom, sa ekspresijom markera mati¢nih ¢elija- Nestina 1 sa smanjenim
prezivljavanjem (326). U eksperimentalnoj studiji Miceli 1 sar. 2013. je pokazana redukcija rasta

karcinoma dojke nakon antistatmin terapije (337).

Postoji zapazanje da je nivo ekspresije Stathminal znacajno veci u pacijenata sa difuznim
karcinomom Zeluca, sa vaskularnom invazijom i sa metastazama u limfnim ¢vorovima. Takode je
potvrdeno da je pad ekspresije Stathminal povezan sa redukcijom proliferativne aktivnosti i migracijom
¢elija karcinoma Zeluca (338).

Dokazano je da inhibicija Stathminal moZe povecati osetljivost mikrotubula na hemoterapiju.
Tako je zapazeno da hemoterapeutik Paklitaksel ubrzava skupljanje mikrotubula S$to dovodi do
stagnacije Celijskog ciklusa u G-M fazi i na kraju do Celijske apoptoze (339). Sa druge strane je
pokazano da prekomerna ekspresija Stathminal smanjuje polimerizaciju mikrotubula i znacajno
smanjuje vezivanje i osetljivost na Paklitaksel(319). U vezi toga postoji misljenje da Stathminl ima
presudnu ulogu u blokadi polimerizacije mikrotubola i vezivanju za Paklitaksel, pa se sugeriSe da
Stathminl u odnosu na mikrotubule ima veéi potencijal kao terapijski cilj (340).

2.3.2. Proliferativni Ki67 antigen
2.3.2.1. Struktura i biolo$ke osobine

Nuklearni antigen proliferiSucih ¢elija Ki67 je monoklonsko antitelo napravljeno imunizacijom
misa sa ¢elijskom linijom L428 Hodgkin limfoma. Ime je dobio po broju originalnih klonovai graduu
kome je nastao (Kiel, Nemacka). Protein Ki67 je kodiran MKI167 genom koji se nalazi na hromozomu
10k25ter i sastoji se od 15 eksona (341). Ovaj gen kodira dva izoformna proteina sa molekulskom
tezinom od 345 i1 395 kDa Protein Ki67 ima poluzivot 60-90 minutainalazi se u jedrima celija, u
aktivnoj fazi svakog celijskog ciklusa,odnosno prisutan je tokom G ,S,G, i M faze, a nije naden u
fazi mirovanja (Go fazi).Ekspresija ki67 varira tokom celijskog ciklusa. Ki67 postaje detektibilan
tokom srednje-kasne G, faze, zatim njegova ekspresija raste tokom S i G, faze, a u kasnoj fazi mitoze
dolazi do znacajnog sniZenja nivoa Ki67 proteina i na kraju je odsutan tokom Go faze ¢elijskog
ciklusa (342). Koli¢ina pKi67 u ¢elijskom ciklusu regulise se preciznom ravnotezom izmedu sinteze
irazgradnje. Ekspresija proteina Ki67 poklapa se sa ¢elijskom tranzicijom tokom mitoze. Pokretanje
mitoze zahteva aktivni ulaz ciklina B u jedro tokom tranzicije G,/ M i smatra se da je ekspresija Ki
67 regulisana proteolitickim putem, koji kontroliSe slozeni regulatorni ciklin B / ciklin-zavisna kinaza
2(343).
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Slika 6: Ki67 u ¢elijskom ciklusu (Izvor: Mulyawan IM, 2019)

Ki67 imaulogu kako u interfaznim tako iumitoti¢nim ¢elijama. Ve¢ je istaknuto da se njegova
distribucija menja tokom napredovanja ¢elijskog ciklusa, a ove lokalizacije su u korelaciji sa razli¢itim
funkcijama.Tako na primer, Ki67 je tokom interfaze potreban za normalnu celijsku distribuciju
heterohromatinskih antigena, a tokom mitoze je neophodan za formiranje perihromosomskog sloja

(ribonukleoproteinskog omotaca koji prekriva hromozome) (341).
2.3.2.2. Funkcija i prognosticki znac¢aj Ki67 antigena

Protein Ki67 se ve¢ decenijama Siroko koristi kao marker proliferacije humanih malignih
tumora (342). Dokazano je da je Ki67 vazan za proliferaciju Celija jer njegovo uklanjanje pomocu
antisense nucleotides sprecava Celijsku proliferaciju (344). U brojnim studijama je istaknut znacajno
veci indeks ekspresije Ki67 u malignim tumorima u poredenju sa benignim 1 normalnim tkivom.
Takode je zapaZzeno da se indeks ekspresije Ki67 povecava zajedno sa smanjenjem diferencijacije
tumora, a korelira 1 sa metastazama i stadijumom tumora. Postoji znacajan porast broja studija koje su
pokazale da je ekspresija Ki67 vazan faktor prognoze mnogih malignih tumora ukljucujuéi karcinom

dojke,pluca,zeluca, kolona,prostate, mokra¢ne besike, grlica materice itd.(342, 345).

Prisustvo Ki67 umnogim tumorima pokazuje da ga je moguce koristiti u rutinskoj dijagnostici
karcinoma. Ekspresija Ki67 pokazuje proliferativnu aktivnost tumora i povezana je sa inicijacijom,evo

lucijom,metastazama i prognozom. Aktivnost proliferacije u tumoru moze se odrediti izra¢unavanjem
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mitoza, odredivanjem citometrijskog protoka u frakciji faze sinteze i imunohistohemijom uz upotrebu
reaktivnog antitela protiv Celijskih proliferiraju¢ih antigena. NajceS¢e je u upotrebi monoklonsko

antitelo Ki67/MIB-1 koje reaguje sa nuklearnim antigenom (342).

Postoji zapazanje da je indeks proliferacije tumorskih ¢elija utvrden frakciojom S faze snazan
prediktor ishoda karcinoma endometrijuma (32). U vecini studija koje se odnose na karcinim dojke
pokazana je signifikantna korelacija ekspresije Ki67 sa ishodom tumorske bolesti (346). Luo 1 sar.
2019. su u metaanalizi koja je obuhvatila 34 studije i 6180 pacijenata sa kolorektalnim karcinomom
pokazali da je visoka ekspresija Ki67 u znacajnoj korelaciji sa loSim ukupnim prezivljavanjem i
prezivljavanjem bez bolesti, ukazuju¢i da visoka ekspresija Ki67 moze posluziti kao dragocena

prediktivna metoda koja ukazuje na loSu prognozu pacijenata sa karcinomom debelog creva(347).

Zbog svoje sveprisutne ekspresije u proliferiraju¢im celijama i prognosticke vrednosti Ki67
indeksa kod mnogih karcinoma, protein Ki67 je potencijalno atraktivna terapijska meta kod raka, a
strategije koje inaktiviraju pKi67 obecavajuci su anti-proliferativni pristup, sa potencijalno Sirokom

primenom u lecenju karcinoma (343).

2.3.3. E-cadherin (Uvomodulin)
2.3.3.1. Struktura i bioloSke osobine

Kadherini ¢ine familiju adhezionih molekula koja ima oko 80 ¢lanova. Na humanom
hromozomu 16q22.1 je lociran CDH1 gen koji sadrzi 16 eksona trankribovanih u 4,5 Kb mRNK
1 koji kodira onkoprotein E- cadherin. E- cadherin je po svojoj strukturi glikoprotein molekulske
mase od 120kD 1 sastavljan od tri glavna strukturna domena: jedan domen je transmembranski,
drugi citoplazmatski 1 tre¢i glavni domen je ekstracelularni. Transmembranski domen se povezuje
sa citoplazmatskim i ekstracelularnim domenom 1 svi zajedno obezbeduju meducelijske 1 veze Celija
sa ekstracelularnim matriksom ¢ime se cuva integritet tkiva (348,349 ). Citoplazmatski domen E-
cadherina je od krucijalnog znacaja za meducelijske veze 1 on je u interakciji sa cateninima (o-,
B-,y- 1 p120 catenin). E- catherinska stabilnost u ¢elijskoj membrani zavisi od citoplazmatskog p120
catenina (350).

Postoje sledece klase katherina:E (epitelni), P (placentarni), N (nervni) , L-CAM (liver cell
adhesion molecule) 1 R (retinalni) katherin (349). Najbolje proucen katherin je E- cadherin koji se
nalazi u zonuli adherens epitelnih ¢elija,gde spaja aktinske filamente susednih c¢elija.E-cadherini
obavljaju kalcijum-zavisnu intercelularnu atheziju na meducelijskim spojnicama. Celijske spojnice
su podeljene na tesne, sidriSne i adherentne spojnice. Tesne spojnice su gradene od transmembranskih
proteina i plazma-membrane susednih ¢elija i spajaju citoskelet jedne sa citoskeletom okolnih ¢elija i
izmedu njih ne postoji intercelularni prostor. SidriSne spojnice vezuju citoskelet jedne sa citoskeletom
druge celije ili sa matriksom. Adherentne spojnice vezuju aktinska vlakna izmedu celija i izmedu
¢elija i matriksa. Spoj aktinskih filamenata sa matriksom obezbeduju athezioni proteini tkz. integrini
(351).
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Slika 7: Sematska struktura E-cadherina i njegovo vezivanje za katetinski protein
(Izvor: Liu X and Kent M, 2014)

Jezgro atherentne spojnice Cini stabilnost kompleksa katherin-catenin i njegove veze sa
aktinskim filamentima. Stabilnost atherentne spojnice je od vitalnog znacaja za inhibiciju individualne
pokretljivosti ¢elija i za obezbedenje arhitektonike tkiva (350). Obzirom da je E- cadherin glavna
komponenta athezione spojnice, smanjenje ekspresije ovog glikoproteina u tumorima doprinosi

diseminaciji tumorskih ¢elija i daljoj progresiji neoplazme (349).

2.3.3.2.Funkcije i prognosticki znacaj E-cadherina

Pored uloge u meducelijskim vezama E-cadherin je ukljuCen u procese embriogeneze i
morfogeneze,vazan je u odrzavanju epitelnog fenotipa i u regulaciji homeostaze tkiva, modulacijom
razli¢itih signalnih puteva. Brojne studije su pokazale da je E-cadherin supresor tumorske invazije
1 metastaziranja (349,352). Kako smanjena ekspresija E-cadherina u epitelnim ¢elijama dovodi do
smanjenog polariteta ¢elija 1 povecanja migratornih i invazivnih karakteristika, to se gubitakom
E-cadherina aktiviraju signali koji stimuliSu epitelno-mezenhimnu tranziciju (EMT), pri ¢emu
aktivnu ulogu u EMT imaju Wnt-signalizacija, Rho GTP-aza , EGFR idr. (353). Jedan od glavnih
mehanizama za inhibiciju njegove supresorne funkcije je mutacija CDH1gena. Somatske mutacije
ovog gena su identifikovane kod sporadi¢nih difuznih karcinoma Zeluca, kolorektalnog karcinoma,
lobularnog karcinoma dojke i karcinoma jajnika. Osim mutacija u CDHI genu i epigenetski faktori
takode moduliraju ekspresiju E-cadherina. U nekim tumorima, poput sporadi¢nog difuznog karcinoma
zeluca epigenetske promene (hipermetuilacija promotora) CDHI su ¢es¢e od mutacije gena. Smatra
sa da Helicobacter pillory infekcija, u inicijaciji i progresiji karcinoma Zeluca, uti¢e na metilaciju
promotora velikog broja supresornih gena ukljucuju¢i i CDHl1gen (E-cadherin)(348). Redukovana
ekspresija E-cadherina u karcinomu Zeluca je znac¢ajno udruzena sa metastazama u limfnim ¢vorovima
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1 ne zavisi od pola,starosti pacijenta, histoloSkog gradusa tumora i Tstadijuma (354).

Osim u karcinomu Zeluca smanjena ekspresija E-cadherina je nadena i u mnogim drugim
tumorima poput neuroblastoma, kolorektalnog karcinoma, karcinoma dojke, mokraéne besike, prostate,
pluca, jajnika, multipnom mijelomu i u mnogim tumorima glave i vrata (352, 354,355, 356 ,357,358).

U kolorektalnom karcinomu smanjena ekspresija E-cadherina je udruzena sa starosnom dobi
pacijenata, sa infiltrativnim rastom tumora,sa BRAF mutacijama i sa vi§im AJCC pN statusom, ali
ne zavisi od udaljenih metastaza. Brojne studije su identifikovale E-cadherin kao dobar biomarker za
prognozu kolorektalnog carcinoma (349,352).

U meta-analizi koja je obuhvatila 7353 pacijenata sa karcinomom dojke Li i sar. 2017., su zapazili
povezanost niske eksprsije E-cadherina sa velicinom tumora, statusom limfnih ¢vorova, histoloskim
stepenom diferencijacije, TNM stadijumom i ukupnim prezivljavanjem pacijenata (355). Ziaran i sar.
2017. supovezanost niske ekspresije E-cadherina pokazali u karcinomu mokraéne besike (356), a Abdallah
isar. 2019. su nisku ekspresiju ovog glikoproteina nasli kako u karcinomu, tako i1 u nodularnoj hiperplaziji
prostate (357). Gubitak ili aberantna ekspresija E-cadherina je povezana sa metastazama, progresijom 1
loSom prognozom karcinoma prostate (359).

U skvamocelularnom karcinomu pluc¢a redukovana ekspresije E-cadherina je u pozitivnoj
korelaciji sa metastazama u limfnim c¢vorovima, udaljenim metastazama, invazijom pleure,
proliferativnom aktivnoscu, relapsom tumora i nepovoljnom prognozom. Istaknuto je da je E-cadherin
nezavistan prediktor prezivljavanja za skvamocelularni karcinom pluca(358).

U kulturi tkiva je ekspresija E-cadherina identifikovana kao dopunski prediktivni marker
za EGFR- ciljanu terapiju RAS “wild” tipa kolorektalnog karcinoma koji moZe biti rezistentan na
Cetuximab 1 Panitumumab (360).

lako je E-cadherin transmembranski glikoprotein (od 120kD) on se moze odvojiti od
ektodomena 1 osloboditi u rastvorljivom obliku (solubilni sE-cadherin od 80kD) i to objaSnjava
smanjenu transmembransku ekspresiju E-cadherina. Ovaj solubilni sE-cadherin je visoko eksprimiran
u serumu 1 u ascitesu obolelih od karcinoma jajnika i prediktor je loSe prognoze. Malo se zna o tome
da sE-cadherin ima biolosku funkciju koja je presudna za metastatsko Sirenje tumora, odnosno da je
on mocan induktor angiogeneze, pa u skladu sa tim Tang i sar. 2018. isticu da sE-cadherin moze biti
potencijalna terapijska meta za karcinom jajnika (361).

2.3.4. Angiogeneza

Angiogeneza je bioloski proces u kojem novi kapilarni krvni sudovi rastu iz postojece
vaskulature, obezbeduju¢i tkivima kiseonik i hranljive materije. Proces angiogeneze je sloZen i sastoji
se od Cetiri faze: a) Razgradnja glikoproteina bazalne membrane i druge komponente ekstracelularnog
matriksa koji okruzuju krvne sudove proteolitickim enzimima; b) aktivacija i migracija endotelnih
¢elija; ¢) proliferacija endotelnih c¢elija; d) endotelne celije se transformiSu u strukture slicne

cevéicama i formiraju kapilarne cevi i razvijaju se u nove bazalne membrane (12). U normalnim
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uslovima, angiogeneza se javlja samo tokom embrionalnog razvoja, Zenskog reproduktivnog ciklusa
1 sanacije rane, ali aberantna angiogeneza je klju¢ni posrednik i glavni proces u razvoju karcinoma,

podrzavanju rasta, prezivljavanju i migraciji malignih ¢elija (362).

Indukcija angiogeneze se dogada kada se poremeti ravnoteza izmedu proangiogenih i
antiangiogenih faktora. Poremecaji ove ravnoteze mogu biti izazvani hipoksijom i/ili genetskim
alteracijama koje aktiviraju onkogene ili inaktiviraju tumor supresor gene (1). Tokom progresije
malignih tumora postoji stalna sekrecija induktora angiogeneze poput vaskularnog endotelnog faktora
rasta (VEGF), osnovnog faktora rasta fibroblasta (FGF),faktora tumorske nekroze (TNF), endotelnog
faktora rasta izvedenog iz trombocita (PDGF), placentarnog faktora rasta (PGF),transformiSuceg
faktora rasta (TGF), epidermalnog faktora rasta (EGF) 1 dr (363). Najpotentniji predstavnik
proangiogenih faktora je Vaskularni endotelni factor rasta (VEGF), koji je kodiran od VEGF gena

lociranog na hromozomu 6p21.3(364).

2.3.4.1. Vaskularni endotelni factor rasta (VEGF)

VEGTF je glikoprotein od 32-42 kDa, predstavlja klju¢ni molekul koji determiniSe formiranje
vaskularne mreze. On je mitogen za endotelne celije 1 njegova ekspresija je u korelaciji sa rastom
krvnih sudova (365).

Platelet VEGF
bFGF

PDGF

Alpha granules >
e o = Angiostatin

Platelet factor 4

Slika 8: Tumorska angiogeneza (Izvor: Zhao Y, 2015)

Porodica VEGEF se sastoji iz VEGF-A, VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D 1 faktora rasta placente.
VEGF-A je najvazniji regulator angiogeneze. U uslovima hipoksije, Hypoxia-Inducible Factor a
(HIFa) stimulise sekreciju VEGF-A. CirkuliSu¢i VEGF-A vezuje se za dva VEGF receptora (VEGFR1
/FLT11VEGFR2/KDR)1podrzava preZivljavanje, proliferaciju, migraciju i diferencijaciju endotelnih
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¢elija (3). VEGF i njegovi receptori su naj¢es¢e prekomerno eksprimirani u solidnim tumorima (365).

U kolorektalnom karcinomu izrazena VEGF ekspresija je povezana sa metastazama u
limfnim ¢vorovima i udaljenim metastazama. Takode je zapazeno da je prezivljavanje ovih pacijenata
sa izrazenom ekspresijom VEGF znacajno gore nego kod onih slabijom ekspresijom VEGF (362).
U drugoj studiji je pokazana povezanost ekspresije VEGF sa stepenom histoloske diferencijacije 1

stadijumom kolorektalnog carcinoma (366).

Uizvestaju Liisar. 2019. je istaknuto da je ekspresija VEGF nezavistan prediktor prezivljavanja
za intestinalni tip karcinoma zeluca, ali i da nije povezana sa Lauren klasifikacijom karcinoma zeluca
(367).

Ukarcinomudojke je VEGF ekspresija povezana sa histoloSkim gradusomi stadijumom tumora,
a u inverznoj je korelaciji sa ekspresijom estrogenih receptora (368). U karcinomu endometrijuma je
zapazeno da ekspresija VEGF signifikantno korelira sa stadijumom bolesti 1 histoloSkim gradusom
tumora. Takode je zapaZeno da su preoperativni serumski nivoi VEGF u korelaciji sa stadijumom
endometrijalnog karcinoma. U istoj studiji je utvrdeno da je petogodiSnje preZivljavanje znacajno

niZe u bolesnica sa prekomernom ekspresijom VEGF (369).

Poznato je da funkcija jajnika zavisi od mreze krvnih sudova koji omogucavaju folikulu i/ ili
zutom telu da dobijaju kiseonik, hranljive materije i hormonalnu podrsku, ali abnormalna angiogeneza
je ukljucena u indukciju 1 razvoj patoloskih promena u jajniku, kao Sto su sindrom policisti¢nih
jajnika 1 karcinom jajnika. Postoji sugestija da je jedan od primarnih regulatora angiogeneze za
bolesti jajnika Notch signalni put. Naime, eksperimentalno je pokazano da se ekspresija VEGF moze

povecati Notch signalizacijom (370).

Intenzivno proucCavanje angiogeneze je omogucilo razvoj brojnih modela anti-angiogene
terapije, koji se uglavnom baziraju na povecanju gena ili blokadi gena. Povecanje gena ukljucuje
uvodenje egzogenih anti-angiogenih gena u ciljane ¢éelije, tako da se njihovom ekspresijom zaustavlja
angiogeneza tumora. Blokada gena rezultuje inhibicijom prekomerne ekspresije pro-angiogenih gena

u ¢elijama endotela i drugim ¢elijama tumora (363).
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Najcesce koris¢ena anti-angiogena meta su VEGF-A i njegovi receptori. VEGF-A se vezuje
za svoje receptore i stimuliSe proliferaciju endotelnih celija preko RAS /RAF/MAPK signalnog
puta. Prvi ciljani anti-antigen koji je odobren u onkologiji u SAD je Bevacizumab. Bevacizumab je
humanizovano IgG1 monoklonsko antitelo protiv VEGF-A. Selektivno se vezuje za VEGF-A koji
cirkuliSe i spreava njegovo vezivanje za receptore VEGFR-1 i-2 izraZenim na povrsini endotelnih ¢elija
(371). Bevacizumab je odobren kao kombinovana terapija za le¢enje prve i druge linije metastatskog
karcinoma kolona, metastatskog karcinoma bubrega i za terapiju prve linije za neresektabilne, lokalno
uznapredovane, rekurentne ili metastatske ne-mikrocelularne karcinome pluc¢a. Bevacizumab je takode
odobren kao monoterapija za odrasle sa progresivnim glioblastomom, zatim za lecenje rekurentnog ili
metastatskog karcinoma grli¢a materice. U SAD je upotreba ovog preparata za leCenje karcinoma dojke
bila dovedena u pitanje jer je Uprava za hranu i lekove (FDA) opozvala licencu za proizvod u SAD
(372).

2.3.4.2. CD105 (Endoglin)i MVD (microvessel density)

Endoglin (CD105) je integrisani membranski glikoprotein tip I koji sluzi kao ko-receptor
(sa betaglikanom) za clanove transformiSuce super-familije faktora rasta-b (TGF-b). TGF-b je
pleiotropni citokin koji reguliSe osnovne ¢elijske procese kao Sto su proliferacija, migracija, adhezija,
organizacija citoskeleta, apoptoza i dr, a smatra se da ima 1 klju¢nu ulogu u karcinogenezi. S druge
strane, Endoglin funkcioniSe kao modulator (inhibira - pojacava) TGF-b-zavisne odgovore u nekoliko

tipova cCelija (373).

Po svojoj strukturi Endoglin je homodimer od 180 kDa 1 sastoji se od velikog vancelijskog
domena, pravilnog hidrofobnog transmembranskog domena i kratkog citoplazmatskog repa bogatog
serinom/treoninom. Javlja se u dve izoforme, dugoj (L) i1 kratkoj (S), koje se razlikuju u duzini
citoplazmatskog domena. Kratki Endoglin (S) je izoforma karakteristicna za starenje ili starenje
endotelnih ¢elija. Endoglin je kodiran od strane ENGgena lokalizovanog na dugom kraku hromozoma
9(9q34.11) (374).

Endoglin se takode javlja i u rastvorljivom obliku (Sol-ENG) koji je otkriven u serumu zdravih i
obolelih pacijenata. Sol-ENG je nastao proteolitickim cepanjem ekstraéelijskog domena Endoglina pomocu
matriks-metaloproteinaze 14 (MMP14). Ovaj oblik Endoglina ne izlu¢uju u krvotok samo endotelne Celije,
vec 1 ¢elije karcinoma koje sadrze Endoglin na svojoj povrsini (375). Rastvorljivi Endoglin (Sol-ENG) je
ukljucen u etiopatogenezu preeklampsije. Kod ove bolesti, povec¢ana ekspresija Sol-ENG-a kroz placentu
i smanjena ekspresija VEGF-A uzrokuju poremecaj angiogeneze i vaskulogeneze. Intenzivan inflamatorni
odgovor, oste¢enje endotelnih celija, generalizovani vaskularni otpor i diseminovana intravaskularna

koagulacija su opisani kao simptomi (376).

Mutacija gena Endoglina odgovorna je za autosomno dominantnu naslednu hemoragi¢nu
telangiektaziju tipa-1 (HHT1; Osler-Veber-Renduov sindrom). Najistaknutiji simptomi HHT1 su
kapilarna displazija i ponavljajuca krvarenja sa promenama u jetri koje se manifestuju kao velike

arteriovenske malformacije (374).
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Za kvantifikovanje intratumorske angiogeneze koristi se metoda procene gustine
mikrocirkulacije (377). NajceS¢e koriS¢eni markeri za procenu stepena angiogeneze su CD34
1 CD105(Endoglin). Postoji koncezus da je CD105 senzitivniji i specifi¢niji od CD34, jer CD105
markira one endotelne ¢elije koje ucestvuju u tumorskoj angiogenezi. Dokazano je da se anti-CD105
antitela vezuju za sve novostvorene endotelne Celije 1 krvne sudove i da se vezuju za samo oko
20% prethodno formiranih ne-tumorskih krvnih sudova (378). Takode je zapazeno da se anti-CD105
antitela ne vezuju za zapaljenske i stromalne Celije, Sto smanjuje broj lazno pozitivnih rezultata.

Pokazano je da je ekspresija CD105 u korelaciji sa gustinom mikrocirkulacije (379).

MVD (engl.microvessel density- mikrovaskularna gustina) odredena kori§¢enjem CD105 antitela
moze da ukaZe na povecan rizik za razvoj lokoregionalne rekurentne bolesti 1 dobar je pokazatelj
tumorske prognoze, a prema savremenim saznanjima CD105 predstavlja i atraktivnu metu za primenu
antiangiogene terapije (374,379).
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Slika 10: Fizioloske i patoloske osobine endoglina (Izvor:Gonzalez Muioz T, 2021)

Prekomerna ekspresija CD105 je nadena u aktivnim endotelim c¢elijama tumora, a brojni

izvesStaji ukazuju na prediktorni znacaj mikrovaskularne gustine u razli¢itim malignim tumorima
(32,377,379,380).
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Za karcinom bubrega je pokazano da je CD105 nezavistan prognosticki marker nepovoljne
prognoze (380). Postoji miSljenje da je mikrovaskularna gustina nezavistan prognosticki faktor
prezivljavanja u karcinomu endometrijuma i statisticki je u korelaciji sa stadijumom tumorske bolesti,
histoloSkim tipom i gradusom tumora, dubinom invazije miometrijuma i udaljenim metastazama
(18,19,32). U karcinomu prostate je pokazana signifikantna povezanost mikrovaskularne gustine
sa indeksom proliferacije, sa Gleason skorom, serumskim PSA nivoima i starijim Zivotnim dobom
pacijenta (381). Mikrovaskularna gustina procenjena sa CD105 u kolorektalnom karcinomu je

okarakterisana kao nezavistan prognosticki parametar za prezivljavanje (378).

TRCI105 je antitelo koje vezuje Endoglin 1 sprecava aktivaciju endotelnih ¢elija. Smatra se
da ciljanje Endoglina i VEGF puta istovremeno poboljSava leCenje in vitro i €ini se da sprecava
rezistenciju na Bevacizumab kod nekih pacijenata sa karcinomom. U toku su randomizirana
ispitivanja za procenu klini¢ke koristi od dodavanja TRC105 terapiji sa Bevacizumabom. Takode u
toku sui dalja ispitivanja za procenu aktivnosti TRC105 sa inhibitorima malih molekula VEGF puta

u karcinomu bubreznih ¢elija, hepatocelularnom karcinomu i sarkomu mekih tkiva (379).

U eksperimentu je pokazano da liposomi koji ciljaju Endoglin mogu predstavljati nova strateska

sredstva za buducu primenu neoplasti¢nih i anti-angiogenih terapija usmerenih na Endoglin (374).
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2. CILJEVI ISTRAZIVANJA

Osnovni zadatak ove studije je ispitivanje povezanosti ekspresije athezionog molekula
E-cadherina, regulatornog protein Stathminal, proliferativnog markera Ki67, proangiogenog faktora
VEGF i mikrovaskularne gustine (MVD) sa klinickim i patoloskim parametrima kolorektalnog

karcinoma. U skladu sa ovim, postavili smo sledece ciljeve istrazivanja:

A) Ispitivanje distribucije kolorektalnih adenokarcinoma u odnosu na: starost i pol pacijenta,
lokalizaciju tumora u kolonu, veli¢inu primarnog tumora, na¢in tumorskog rasta, lokalnu
tumorsku invaziju (invazija peritoneuma i/ili okolnih organa), metastaze u regionalnim

limfnim ¢vorovima i udaljene metastaze.

B) Ispitivanje kolorektalnih adenokarcinoma u odnosu na histoloSki gradus, invaziju

limfatika, vaskularnu 1 perineuralnu invaziju.

C) Imunohistohemijsko ispitivanje ekspresije E-cadherina, Stathminal, Ki67, VEGF i CD105

u tumorskom tkivu.

D) Korelacija ekspresije E-cadherina, Stathminl, Ki67, VEGF i CD105 sa polom i staros¢u
pacijenta, lokalizacijom tumora u kolonu, veli¢inom primarnog tumora, sa na¢inom
tumorskog rasta, sa lokalnom invazijom, metastazama u regionalnim limfnim ¢vorovima,

udaljenim metastazama, sa limfnom, vaskularnom i perineuralnom invazijom.
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3. MATERIJAL I METODE

Istrazivanje je sprovedeno kao retrospektivno-prospektivna, klinicko-eksperimentalna
studija.Z a istrazivanje je koris¢en biopsijski operativni materijal Centra za abdominalnu hirurgiju
Klini¢ckog Centra Crne Gore (KCCG), dobijen resekcijom kolorektalnog karcinoma u periodu
od janura 2010. do decembra 2012. godine. U Centru za patologiju KCCG je prema protokolu,
od svakog operativnog preparata, u zavisnosti od veli¢ine tumora, uzimano 5 do 15 biopsija,
ukljucujuci i po 2-4 biopsije susednog ne-tumorskog tkiva kolona. Nakon fiksacije u 4% neutralnom
puferizovanom rastvoru formaldehida, biopsijski material je rutinski obradivan, kalupljen u parafin

1 arhiviran.

Na osnovu standardnih histopatoloskih izvestaja, iz navedenog perioda, formirana je
eksperimentalna (ispitivana) grupa koju su ¢inile operativne biopsije kolorektalnog adenokarcinoma
(n=72). Kontrolnu grupu (n=72) su cinile operativne biopsije ne-tumorskog tkiva kolona, iz
okoline tumora, koje se po protokolu uzimaju iz operativnog preparata koji je dostavljen Centru

za patologiju.

Ovo istrazivanje je obavljeo u skladu sa HelSinskom deklaracijom 1 preporukama Svetske
Zdravstvene Organizacije, za eksperimente na humanom materijalu. IstraZivanje je odobrio Eti¢ki odbor
KCCG (br.03/01-10615/1, od 19.07.2018.) 1 Eticki odbor Medicinskog fakulteta Univerziteta u NiSu (br.
12-3182-2/9, 0d 26.03.2019)

4.1. Ispitivani uzorak

Za analizu klini¢kih parametara (starost i pol pacijenta, lokalizacija tumora u kolonu, veli¢ina
primarnog tumora, nacin tumorskog rasta, lokalna tumorska invazija, metastaze u regionalnim
limfnim ¢vorovima i udaljene metastaze) koriS¢eni su podaci iz istorija bolesti sa prateCom
medicinskom dokumentacijom koja obuhvata kolonoskopiju sa biopsijom i patohistoloSkom
verifikacijom, ultrazvuk (UZ) abdomena, multislajd kompjuterizovanu tomografiju (MSCT)
abdomena, magnetnu rezonancu (MR) male karlice, RTG plu¢a, tumor markere - CEA, C19,9,

biohemijske analize idr.

U studiju su uklju€eni ispitanici sa kolorektalnim adenokarcinomom koji je verifikovan

kolonoskopski i potvden patohistoloskim pregledom.

Iz studije su bili iskljuceni ispitanici kod kojih je sprovedena preoperativna zracna ili

hemoterapija, pacijenti kod kojih je resekcija radena zbog recidivantne bolesti kao i pacijenti
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kod kojih je na definitivnom patohistoloSkom nalazu potvden R, resekcioni status. Iz studije su
takode iskljuceni i pacijenti sa kolorektalnim adenokarcinomoma nastalim na terenu inflamativnih
bolesti creva i pacijenti kod kojih je patohistoloki potvrden drugi histoloski subtip kolorektalnog

carcinoma.

4.1.1.TKkivni uzorci

Sa parafinskih blokova 72 operisana pacijenta su na mikrotomu LeicaRM?2135(Austria),
pravljeni rezovi debljine 3-4um, koji su zatim prebaceni na adherentna predmetna stakla. Za preseke
koji ¢e se bojiti klasiénom Hematoxilin-Eosin(H&E) metodom su koriS¢ena standardna Isolab
(Germany) predmetna stakla, dok su rezovi za imunohistohedmijska bojenja montirani na visoko

adherentnim StarFrost, Waldemar Knittel predmetnim staklima.

4.2.Metode

Na presecima tkiva dobijenim sa parafinskih blokova su, posle deparafinizacije u ksilolu 1

hidratacije u opadaju¢im alkoholima, primenjene sledece histopatoloske metode:

A) Standardna H&E metoda za verifikaciju patohistoloskih lezija. Na osnovu ove metode smo
dobili informacije o histoloSkom subtipu tumora, stepenu diferencijacije tumora (histoloski gradus),
dubini invazije, o invaziji limfnih sudova, vaskularnoj 1 perineuralnoj invaziji, o inflamativnom

infiltratu, dezmoplaziji i1 prisustvu nekroze.

B) Imunohistohemijska ABC metoda sa anti-stathminl, anti-E-cadherin, anti-Ki67, anti- VEGF
i anti-CD105 antitelima. Primenom odgovarajucih antitela specifi¢nih za odredene vrste receptora u
jedru, citoplazmi ili na ¢elijskoj membrani, moguca je vizualizacija definisanih antigena u tkivnim
presecima, vezivanjem antitela za specifi¢ne regione antigena (tkz.epitope), pomocu tkivnog enzima,

najcescée peroksidaze.

4.2.1. Imunohistohemijski metod

Imunohistohemijske metode se koriste za imunotipizaciju ¢elijskih molekula, a baziraju se
na reakciji izmedu antigena 1 antitela. Za imunohistohemijsko bojenje su koriS¢eni reprezentativni
uzorci tumorskog 1 susednog netumorskog tkiva, odnosno odabrani su uzorci bez nekroze i
hemoragije. Ispitivanje nivoa ekspresije Stathminl, E-cadherina, Ki67, VEGF 1 CD105 je radeno
kompleksnom Avidin-biotin (ABC) metodom sa primarnim antitelima c¢ije su karakteristike

prikazane u tabeli 8.
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Tabela 8. Primarna antitela koriS¢ena u istrazivanju

Antitelo Proizvodac Kat.br. Klon Razblazenje
Rabbit anti-Stathmin1
. Abcam Ab52630 Polyclonal 1:80
antibody
Rabbit monoclonal Ki67
. Abcam Ab16667 SP6 1:100
antibody
Mouse monoclonal
) _ DAKO IR059 NCH-38 1:50
E-cadherin antibody
Purified mouse anti-human )
BD Pharmingen 555036 G153-694 1:100
VEGF
Mouse monoclonal anti-
, DAKO M3527 SN6h 1:40
CD105 antibody

4.2.1.1. Izvodenje imunohistohemijske reakcije

Tkivni rezovi su najpre preneti na adherentna StarFrost, Waldemar Knittel predmetna stakla,
a zatim deparafinisani kroz seriju ksilola (4x5min), a zatim rehidrirani u seriji alkohola (3x5min).
Demaskiranje antigena je radeno u citratnom puferu (pH=6.00) u mikrotalasnoj pe¢nici. Posle ispiranja
u fosfatnom puferu (PBS pH=7,49) usledilo je blokiranje endogene peroksidaze u trajanju od 20 minuta
u 3% metanolskom rastvoru vodinik peroksida (H,0,). Zatim je usledilo ispitanje u PBS, a potom
inkubacija preko no¢i na +4°C sa primarnim antitelima (anti-stathminl, anti-E-cadherin, anti-Ki67,
anti-VEGF 1 anti-CD105). Nakon ispiranja u PBS, obelezeni antigeni su inkubirani sa biotinisanim
sekundarnim antitelom (VectastainE/ite ABCkit, Vector Laboratories, Burlingame, CA) 1 sat na
sobnoj temperaturi. Ovo biotinisano antitelo reaguje sa avidinskim molekulima konjugovanim sa
peroksidazom. Nakon ispiranjau PBS usledila je vizualizacija pomo¢u diamino-benzidin-tetrahloridom
(DAB), kojim se markiraju mesta antigen-antitelo braon bojom. Zatim je radeno kontrasno bojenje
Mayer-ovim hematoksilinom. Procedura je nastavljena ispiranjem preparata u destilovanoj vodi, a
potom je radena dehidratacija kroz rastuce alkohole (70%,95%, 100%) i ispiranje tri puta u ksilolu.

Postupak se zavrsava aplikacijom Canada balsama i pokrivanjem tkivnih uzoraka pokrovnim staklom.

4.2.1.2. Evaluacija rezultata tkivne ekspresije

Za odradivanje indeksa ekspresije Stathminl su uzimane u obzir samo imunoreaktivne ¢elije
sa akumulacijom Stathminl u citoplazmi, dok su za evaluaciju ekspresije Ki67 uzimane u obzir samo
one imunoreaktivne ¢elije kod kojih je antigen akumuliran u jedru ¢elija. Gustina mikrocirkulacije je

evaluirana odredivanjem mikrovaskularnih CD105 pozitivnih struktura.

Gustine Stathminl, Ki67 i CD105 imunopozitivnih ¢elija su odredivane po jedinici povrSine u
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mm?, pri ¢emu je koris¢en mnogonamenski testni sistem M42 po Weibelu. Objektivnim mikrometrom
(Reichert Wien 2mm/200) je kalibrisan testni sistem na mikroskopu Nikon Eclipse Ni (MBP 99 400) na
uvecanju 400 (10 okular x 40 objektiv), pri ¢emu je odredeno merno polje od 0,016mm?. Za evaluaciju
gustine imunopozitivnih ¢elija/mm?se brojalo sukcesivno po 10 “vruéih ta¢aka”. Apsolutna vrednost
gustine imunopozitivnih ¢elija u “vrucoj tacki” se odredivala sterometrijski (382). Aritmeticka sredina
dobijenih vrednosti “vrucih tacaka” je predstavljala konac¢an broj imunopozitivnih ¢elija u mm? za
slu¢aj. Zatim je odredena medijana 1 ispitanici su podeljeni u dve grupe: oni sa niskim indeksom
ekspresije (vrednosti manje ili jednake vrednosti medijane) i oni sa visokim indeksom ekspresije

(vrednosti vece od vrednosti medijane).

Evaluacija ekspresije E-cadherina je odredivana na osnovu procenta imunoreaktivnih celija,
pri ¢emu su uzimane u obzir samo ¢elije sa sitnozrnastim zuto-braon depozitima lokalizovanim na
membranama imunoreaktivnih Celija. Rezultati su klasifikovani na slede¢i nacin: intramembranozna
reakcijau <10% celija je klasifikovana kao negativana imunoreakcija (-); imunohistohemijska reakcija
prisutna u <50% imunoreaktivnih ¢elija je klasifikovana kao umerena ekspresija (1+); pozitivna
imunoreakcija u >50% celija je klasifikovana kao izrazena ekspresija (2+) (383). Vrednosti VEGF su

evaluirane na identi¢an nacin kao 1 ekspresija E- cadherina.

Reprezentativna polja ekspresije ispitivanih markera za fotografije prilozene u ovoj studiji su
slikana koris¢enjem tri mikroskopska uveli¢anja (x10,x20 i x40) na mikroskopu Nikon Eclipse Ni
(MBP 99 400),opremljenog kamerom.

4.2.1.3. Kontrola kvaliteta i specificnosti imunohistohemijskog bojenja

Imunohistohemijske reakcije su uradene uz kontrolu kvaliteta i specificnosti bojenja,
primenom pozitivnih i negativnih kontrola prema preporukama UK NEQAS (UK National External
Quality Assesment Service for Immunohistochemistry ). Kao pozitivne kontrole su se koristili
uzorci invazivnog tkiva kolorektalnog karcinoma koji su ranije viSestruko testirani i sigurno sadrze
ispitivane antigene. Za negativne kontrole imunohistohemijskog bojenja smo koristili uzorke tkiva

koji su tretirani neimunim serumom umesto primarnog antitela.

Ekspresija ispitivanih markera je evaluirana od strane dva nezavisna istrazivaca (patologa).

4.2.2.Statisticka analiza

U cilju izvodenja neophodnih statistickih testiranja koriS¢en je statisticki programski paket
SPSS (ver.19.0 IBMCorp).

Na pocetku istrazivanja sve varijable su opisane klasi¢nim deskriptivhim metodama statistike.
Posmatrane numericke varijable opisane su klasicnim merama centralne tendencije i merama
varijabiliteta: aritmetickom sredinom, standardnom devijacijom i medijanom. Prikaz dobijenih

rezultata dat je tabelarno 1 graficki.



Za poredenje atributuvnih obeleZja izmedu analiziranih grupa ispitanika kori§¢eni su Pirson-ov

c? (Che Square ) test i Fisher-ov exact test.

Za analize vrednosti numeriCkih obelezja posmatranja izmedu grupa ispitanika, izbor
testa zavisio je od normalnosti raspodele podataka. Normalnost raspodele podataka ispitivan je
Kolmogorov-Smirnov testom. Kod neparametarskih podataka koris¢en je Kruskal-Wallis test. Kod
numerickih obelezja posmatranja sa normalnom raspodelom podataka i poredenja izmedu dve grupe
ispitanika koriS¢en je t-test. Povezanost izmedu posmatranih parametara ispitivan je koeficijentima

korelacije: Pirsonov za parametarske podatke i Spirmanov za neparametarske podatke.

Pomoc¢u ROC (Receiver Operating Characteristic) analize ispitivana je moguc¢nost da neka
promenljiva bude marker i opredeljena grani¢na vrednost za ispitivane markere. Pomocu regresione
analize ispitivana je linearna povezanost svakog od navedenih markera i progresija kolorektalnog

karcinoma.

Testiranje znacajnosti izvrSeno je na nivou verovatnoce p<0.05.
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5. REZULTATI

5.1. Deskriptivna makro- i mikroskopska analiza

5.1.1. Deskriptivna makroskopska analiza

Slika 1. Kolorektalni adenokarcinom: a) tumor lokalizovan u ascedentnom kolonu; b)
ulceroinfiltrativni rast tumora u acsedentnom kolonu; ¢) seropozitivan tumor lokalizovan u
sigmoidnom kolonu; d) ulceroinfiltrativni nacin rasta tumora u sigmoidnom kolonu; e) tumor
lokalizovan u rektumu; f) ulceroinfiltrativni nac¢in rasta tumora u rektumu
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5.1.2. Deskriptivna mikroskopska analiza

5.1.2.1. Mikromorfoloske karakteristike kolorektalnog adenokarcinoma

Slika 2. Kolorektalni adenokarcinom: a) dobro diferentovan konvencionalni adenokarcinom (HE x
100) b) tumorsko pupljenje u invazivnom frontu lose diferentovanog adenokarcinoma (HE x 200)
¢) Crohn-like reakcija u okolini tumorskih plaza ( HE x 100 ) d) dezmoplazija i limfocitni odgovor
slabog do srednjeg intenziteta (HEx100)
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5.1.2.2. Imunoekspresija Ki67/indeks proliferacije u kolorektalnom

adenokarcinomu i susednom ne-tumorskom tkivu

Slika 3. Kolorektalni adenokarcinom i susedno ne-tumorsko tkivo:a) visok proliferativni
indeks/Ki67ekspresija u tumorskom tkivu; b) nizak proliferativni indeks/Ki67 ekspresija u
tumorskom tkivu; c) izrazena proliferativna aktivnost u tumorskom frontu; d) nizak proliferativni
indeks u susednom normalnom epitelu (ABCx200)
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5.1.2.3. Imunoekspresija E-cadherina u kolorektalnom adenokarcinomu i

susednom ne-tumorskom tkivu

Slika 4. Kolorektalni karcinom 1 susedno ne-tumorsko tkivo; a) Izrazena ekspresija
E-cadherina u tumorskom tkivu (ABCx100); b)heterogena ekspresija u epitelu kancerskih zlezda
(ABCx200); c) redukovana ekspresije E-cadherina u tumorskim ¢elijama na invazivnom frontu
(ABCx400); d) odsustvo ekspresije E-cadherina u tumorskom tkivu (ABCx400); ¢) izraZzena
ekspresija E-cadherina u susednom normalnom epitelu (ABCx200 f) redukovana ekspresija
E-cadherina u epitelu kancerskih zlezda (ABCx400)
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5.1.2.4. Imunoekspresija Stathmin1 u kolorektalnom adenokarcinomu i

susednom ne-tumorskom tkivu

Slika 5. Kolorektalni adenokarcinom i susedno ne-tumorsko tkivo:a) visok indeks ekspresije
Stathminl u tumorskom tkivu; b) umerena ekspresija Stathminl u kancerskim Zlezdama; ¢) nizak
indeks ekspresije Stathminl u tumorskom tkivu; d) nizak indeks ekspresije Stathminl u susednom

normalnom epitelu (ABCx200)
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5.1.2.5. Imunoekspresija VEGF u kolorektalnom adenokarcinomu i

susednom ne-tumorskom tkivu

Slika 6. Kolorektalni adenokarcinom i susedno ne-tumorsko tkivo: a) izraZzena ekspresija
VEGF u tumorskom tkivu (ABC x100); b) umerena ekspresija VEGF u epitelu kancerskih zlezda
(ABCx200); ¢) nizak nivo ekspresije VEGF u tumorskom tkivu (ABCx100); d) VEGF- ekspresija u
tumorskom tkivu i susednom normalnom epitelu (ABCx100)
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5.1.2.6. Imunoekspresija Endoglina (CD105) u kolorektalnom

adenokarcinomu i susednom ne-tumorskom tkivu

Slika 7. Kolorektalni karcinom i susedno ne-tumorsko tkivo: a) visok indeks mikrovaskularne
gustine/CD105ekspresije u tumorskom tkivu (ABCx100); b) Gusta mreza mikrovaskularnih
struktura u okolini kancerskih zlezda (ABCx200); ¢) Nizak indeks mikrovaskularne gustine/

CD105ekspresije u tumorskom tkivu (ABCx200); d) CD105-ekspresija u susednom normalnom
epitelu (ABCx100).
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5.2. Statisticka analiza

5.2.1. Demografske karakteristike ispitanika
5.2.1.1. Pol ispitanika

U ispitivanom uzorku pacijenata obolelih od kolorektalnog adenokarcinoma bilo je 42 osobe
muskog pola (58.3%) 1 30 Zena (41.7%) (tabelal, grafikonl).

Razlika u zastupljenosti ispitanika po polu nije statistiCki znacajna, na usvojenom nivou
pouzdanosti p<0.05. (y2-test=2.000, p=0.157>0.05).

Tabela 1. Raspodela ispitanika po polu

pol n %
Muski 42 58.3
Zenski 30 41.7
UKUPNO 72 100.0

Grafikon 1. Raspodela ispitanika po polu

7 41,7%
58.3% zenski pol
muski pol

5.2.1.2. Starosno doba ispitanika

Prosec¢na starosna dob u ispitivanom uzorku bila je 64.1+12.3 godina. Prose¢na starost
muskaraca (66.1 £10.6 godina) i Zena (61.4 £14.2 godina) obolelih od kolorektalnog adenokarcinoma
se statisticki znacajno ne razlikuje (Student-ov t-test, p=0.113) (tabela 2. i grafikon 2).
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Tabela 2. Deskriptivna statistika starosne dobi po polu i ukupno

Muski 42 34 83 66.1 10.6 0113
Zenski 30 27 83 61.4 14.2 )
Ukupno 72 27 83 64.1 12.3 -

M 66,1%

M 61,4%

Grafikon 2. Prose¢na starosna dob ispitanika po polu

Raspodela po intervalima godina starosti se takode ne razlikuje znacajno po polu pacijenata
(x2-test, p=0.185). Sli¢nost raspodela vidi se na tabeli 3 i grafikonu 3.

Zapaza se da je veca zastupljenost ispitanika u starosnim intervalima od 61-70 i preko 70 godina
u odnosu na intervalnu starosnu grupu od 51-60 i do 51 godine starosti u oba pola, ali bez statisti¢ke
znacajnosti.

Tabela 3. Raspodele po intervalima godina starosti i polu

Rectum (+ anorectum +rectosigma) 48 66.7
Sigma (+sin. colon) 9 12.5
Colon ascedens (desni kolon) 11 15.3
Colon transversum 1 1.4
Cekum (+ ileocekum) 3 4.2
UKUPNO 72 100.0
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Grafikon 3. Raspodele po intervalima godina starosti i polu

5.2.2. Klinicko-patoloske karakteristike
5.2.2.1. Lokalizacija tumora u kolonu

U ispitivanom uzorku pacijenata najcesc¢a lokalizacija karcinoma je bila na rektumu (+
anorectum +rectosigma). Ucestalost ove lokalizacije sa 66,7% slucajeva je visoko statisticki
znacajna u odnosu na sve ostale lokalizacije (y2test, p= 0.005)

Lokalizacija ovog tumora na sigmi 1 kolon ascendensu, znatno je reda (oko 12-15 % slucajeva),
dok je lokalizacija u transversalnom kolonu 1 cekumu izuzetno retka (oko 1-4% slucajeva). (tabela
4., grafikon 4).

Tabela 4. Lokalizacija kolorektalnog adenokarcinoma

<51 3 7.1 7 23.3
51-60 8 19.0 3 10.0
61-70 14 333 11 36.7
>70 17 40.5 9 30.0
UKUPNO 42 100.0 30 100.0
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Grafikon 4. Lokalizacija kolorektalnog adenokarcinoma

5.2.2.2. Nacin rasta tumora (makroskopskKi tip)

U odnosu na nac¢in tumorskog rasta kolorektalni adenokarcinom je najc¢esce ulceroinfiltrativni,
a sa slicnom verovatnocom (oko 35% -37% slucajeva) je infiltrativni. Po zastupljenosti sledi
vegetantno-infiltrativni nacin rasta (22.2%). Izmedu ovih, najce$¢ih izgleda tumora, nema statisticki

znacajne razlike u zastupljenosti na ovom ispitivanom uzorku pacijenata (y2-test, p=0.782).

Pojava ostalih makroskopskih tipova tumora (vegetantni, ulcero-vegetantni) veoma je retka

pojava (oko 1-4% slucajeva (tabela 5, grafikon 5)

Tabela 5. Nacin rasta (makroskopski tip) tumora

Makroskopski izgled N %
Ulcero-infiltrativni 27 37.5
Infiltrativni 25 34.7
Vegetantni 3 4.2
Vegetantno-infiltrativni 16 22.2
Ulcero-vegetantni 1 1.4
UKUPNO 72 100.0
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Grafikon 5. Nacin rasta (makroskopski tip) tumora

Nacin rasta kolorektalnog adenokarcioma
%
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40

5.2.2.3. pT stadijum tumora

Najucestaliji patoloski stadijum kolorektalnog carcinoma je pT,. U statisticki znaCajnom broju

ispitanika kolorektalni karcinom je identifijokovan u pT, stadijumu (y2-test, p<0.001).

U 16.7% slucajeva tumor je bio u pT, stadujumu, dok se ovi tumori znatno rede javljaju u pT,

ili pT, stadijumu (2.8- 5.6 % slucajeva) (tabela 6, grafikon 6).

Tabela 6. Patoloski stadijum tumora (pTstatus)

Patoloski stadijum n %
pT1 2 2.8
pT2 12 16.7
pT3 54 75.0
pT4 4 5.6
UKUPNO 72 100.0
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Patoloski stadijum (pT status) kolorektalnog adenokarcinoma
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Grafikon 6. Patoloski stadijum (pTstatus) kolorektalnog adenokarcinoma

5.2.2.4. Metastaze u limfnim ¢vorovima (pN status)

Najveci broj pacijenata sa kolorektalnim karcinomom nije imao metastaze u limfnim ¢vorovima
(35 pacijenata ili 48.6 %), Sto je znacajno vise u odnosu na slucajeve prisustva depozita u 1-3 limfna
¢vora (19 pacijenata ili oko 26.4%, y2-test, p=0.029 (tabela 7, grafikon7).

Prisustva depozita u 1-3 limfna ¢vora javlja se sa statisticki znac¢ajno ve¢om ucestaloS¢u (26.4%)

u odnosu na broj slucajeva depozita u 4-6 (11.1%) ili 7 1 vise (13.9%) limfnih ¢vorova, na usvojenom
nivou pouzdanosti (y2-test, p=0.034<0.05).

Izmedu ucestalosti pojave depozita u 4-6 limfnih ¢vorova ili7 i viSe limfnih ¢vorova nema
znacajne razlike (11.1 do 13.9 % slucajeva (tabelal2, grafikon 12).

Tabela 7. Metastaze u limfnim ¢vorovima

Metastaze n %
nema depozita 35 48.6
depoziti u 1-3 limf. ¢vora 19 26.4
depoziti u 4-6 limf. ¢vora 8 11.1
depoziti u 7 1 vise limf. ¢vorova 10 13.9
UKUPNO 72 100.0
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Grafikon 7. Metastaze u limfhim ¢vorovima

5.2.2.5.Udaljene metastaze

Prisustvo udaljenih metastaza kod kolorektalnog adenokarcinoma je retka pojava sa ucestaloscéu
od oko 11%. Sa statisti¢ki visokom verovatno¢om, ¢iju znacajnost nije potrebno dokazivati (89%

sluc¢ajeva), kod ispitivanog tumora, udaljene metastaze nisu identifikovane. (tabela 8, grafikon 8).

Tabela 8. Udaljene metastaze

Udaljene metastaze n %
Nisu identifikovane 64 88.9
Prisutne 8 11.1
UKUPNO 72 100.0

Udaljene metastaze kod kolorektalnog adenokarcinoma
%

Nije identifikovana 48.6

Prisutna

Grafikon 8. Udaljene metastaze
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5.2.2.6. HistoloSki gradus

Najveci broj kolorektalnih adenokarcinoma (87,5%) je bio srednje diferentovan (HG 2), §to je

signifikantna ucestalost koja se ne mora posebno dokazivati (y2-test, p<0.001).

Samo u 5.6- 6.9 % slucajeva ovaj tip tumora je bio u histoloSkom gradusu 1 ili 3 (tabela 9,

grafikon 9).
Tabela 9. Histoloski gradus tumora
Histolo3ki gradus n %
gradus 1 4 5.6
gradus 2 63 87.5
gradus 3 5 6.9
UKUPNO 72 100.0
Udaljene metastaze kod kolorektalnog adenokarcinoma
%
gradus 1 5.6
gradus 2 87.5
gradus 3 6.9
1 1 1 1 J
0 20 40 60 80 100

Grafikon 9. Histoloski gradus kolorektalnog adenokarcinoma

5.2.2.7. Invazija limfnih sudova

Postoji mala razlika u ucestalosti broja slucajeva kolorektalnog adenokarcinoma sa invazijom
limfnih sudova u odnosu na slucajeve kod kojih invazija limfatika nije identifikovana (54.2% prema

45.8% slucajeva). Statistickim testiranjem je utvrdeno da razlika izmedu ovih uéestalosti nije znacajna

(x2-test, p=0.480) (tabela 10, grafikon 10).
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Tabela 10. Invazija limfnih sudova

Nije indetifikovana 33 45.8
Prisutna 39 542
Ukupno 72 100.0

Invazijalimfnih sudova kod kolorektalnog adenokarcinoma
%

Nije identifikovana

Prisutna 54.2

60

Grafikon 10. Invazija limfnih sudova

5.2.2.8. Invazija krvnih sudova

U signifikantno velikom broju slucajeva (84,7% slucajeva, y2-test,p<<0.001), invazija krvnih

sudova nije identifikovana u pacijenata sa kolorektalnim adenokarcinomom (tabela 11,grafikon 11).

Tabela 11. Invazija krvnih sudova

Nije identifikovana 61 84.7
Prisutna 11 153
UKUPNO 72 100.0
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Invazijalimfnih sudova kod kolorektalnog adenokarcinoma
%

Nije identifikovana 84.7

Prisutna

Grafikon 11. Invazija krvnih sudova

5.2.2.9. Perineuralna invazija

U statisticki znaajnom broju slucajeva (81,9%; y2-test, p<0.001) kolorektalnog karcinoma

perineuralna invazija nije identifikovana (tabela 12, grafikon 12).

Tabela 12. Perineuralna invazija

Perineuralna invazija H %
Nije identifikovana 59 81.9
Prisutna 13 18.1
UKUPNO 72 100.0

Invazija nerava kod kolorektalnog adenokarcinoma
%

Nije identifikovana 81.9

Prisutna

Grafikon 12. Perineuralna invazija
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5.2.2.10. Astler Coller stadijum tumorske bolesti

Po Astler Coller klasifikaciji, kolorektalni karcinom je nauCestaliji u C, stadijumu tumorske
bolesti (41,7% slucajeva). Po zastupljenosti sledi B, stadijum (29,2% slucajeva), pri ¢emu ne postoji
signifikantna razlika u distribuciji kolorektalnog karcinoma izmedu ova dva stadijuma (y2-test,
p=0.208).

Takode, ne postoji znaCajna razlika u ucestalosti tumora iznedu stadijuma B, i B, (y2-test,
p=0.077>0.05), po ovoj klasifikaciji. Medutim, ucestalost kolorektalnog karcinoma u stadijumu C,
znacajno je ve€anego u B, stadijumu (p=0.003<0.05). Znatno je reda pojava kolorektalnog carcinoma
u D stadijuma (oko 10% slucajeva) (tabela 13, grafikon 13).

Tabela 13. Astler Coller stadijum tumora

Astler Coller stadijum H %
Bl 11 15.3
B2 21 29.2

Cl 3 4.2

C2 30 41.7

D 7 9.7
UKUPNO 72 100.0

Astler Coller stadijum kolorektalnog adenokarcinoma
%

41.7

Grafikon 13. Astler Coller stadijum tumora
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5.2.3. Imunohistohemijsko ispitivanje ekspresije Ki67, Stathminl, E-cadherina,

VEGF i CD105 u kolorektalnom karcinomu i susednom ne-tumorskom tkivu
5.2.3.1. Ekspresija nuklearnog proliferativnog antigena Ki67

Imunohistohemijskim ispitivanjem ekspresije nuklearnog proliferativnog antigena Ki67

dobijene su apsolutne veli¢ine rasprostranjenosti imunopozitivnih ¢elija u mm?.

Osnovne karakteristike ovih veli¢ina (medijana, minimalne i maksimalne vrednosti,
signifikantnost razlika) za ekspresiju Ki67 u tumorskom i kontrolnom netumorskom tkivu prikazuju

tabela 14 i grafikon 14.

U odnosu na kontrolnu grupu - ne tumorsko tkivo, u tumorskom tkivu se uo€avaju statisticki

znacajno vise vrednosti ekspresije Ki67 imunopozitivnih ¢elija u jedinici povrsine (p<0.001).

Tabela 14. Ekspresija Ki67 u kolorektalnom adenokarcinoma i u susednom netumorskom tkivu

Varijable Grupa
S i ) Susedno netumorsko P
Ekspresija Ki67 Kolorektalni karcinom i
tkivo

Medijana 3098.9708 547.2271

Minimum 1475.3030 431.5210 <0.001*
Maksimum 4799.2290 760.2351

*signifikantna razlika p<0.05 (Medijana test)
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= Minimum-  431.5210
Maksimum 760.2351
1,000~
—B
——
0_
I T
kolorektalni okolno-netumorsko
tkivo

karcinom

Grafikon 14. Box-plot dijagram Ki67
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5.2.3.2.Ekspresija Stathmin 1(STMN1)

Imunohistohemijska ekspresija Stathmin1 izrazena apsolutnim brojem imunopozitivnih ¢elija
u mm? (medijana = 9861.9857) u tkivu kolorektalnog karcinoma signifikantno je ve¢a u odnosu na
kontrolnu grupu-netumorsko tkivo (p<0.001). U uzorcima ne-tumorskog tkiva samo su u 20.8%
(15 uzoraka od ukupno 72) otkrivene Stathminl imunopozitivne ¢elije. Znatna vecina ¢elija je bila

imunonegativna pa je oznac¢ena nulom i zato je medijana ove grupe = 0..000 (tabela 15 i grafikon

15).

Tabela 15. Ekspresija STMN1 u kolorektalnog adenokarcinomu i u susednom netumorskom tkivu

Varijable Grupa
P
Ekspresija STMN1 Kolorektalni karcinom | Susedno netumorsko tkivo
Medijana 9861.9857 0.0000
Minimum 0.0000 0.0000 <0.001*
Maksimum 11051.6101 689.9821

*signifikantna razlika p<0.05 (medijana test)

12,000 Medijana 98619857
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kolorektalni okolno-netumorsko
karcinom tkivo

Grafikon 15. Box-plot dijagram STMNI1
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5.2.3.3. Ekspresija E-cadherina

Uporedenjen ekspresije E-cadherina u kolorektalnom karcinomu i u kontrolnoj grupi (susedno
ne-tumorsko tkivo) uocava se statisticki znalajna razlika (p<0.001).

Grupe se statisti¢ki ne razlikuju po zastupljenosti umerene ekspresije, buduci da je umerena
ekspresija E-cadherina verifikovana u 43,1% slucajeva u grupi kolorektalnlh karcinomaiu 56.9 %

slucajeva u kontrolnoj grupi (¥2-test,p=0.239.)

Znacajna razlika u ekspresiji E-cadherina izmedu grupa se uocava kada se uporede slucajevi
odsustva ekspresije (<10% pozitivnih ¢elija), kojih je kod kolorektalnog adenokarcinoma bilo u
52,8% slucajeva prema 4,2% u susednom ne-tumorskom tkivu (p<0.001). Zatim postoji znac¢ajno veca
zastupljenost izrazene ekspresije, E-cadherina u ne-tumorskom tkivu u odnosu na tkivo kolorektalnog

adenocarcinoma (38,9% prema 4,2% slucajeva, p<0.001) (tabela 16 i grafikon 16).

Tabela 16. Ekspresija E-cadherina u kolorektalnom adenokarcinomu i u
okolnom netumorskom tkivu

Grupe
E-cadherin Kolorektalni karcinom Susedno netumorsko tkivo -
H % H %
0- <10% (-) 38 52.8 3 4.2
<0.001*
10-49% (+) 31 43.1 41 56.9
>50% (++) 3 4.2 28 38.9

52.8

Kolorektalni adenokarcinom

Susedno netumorsko tkivo

M i10-49% M >50% E-cadherin

<10% pozitivnih celija

Grafikon 16. Ekspresija E-cadherina u kolorektalnom adenokarcinomu
1 u susednom netumorskom tkivu
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5.2.3.4. Ekspresija VEGF

Uoceno je da postoji signifikantna razlika u ekspresiji VEGF u kolorektalnom adenokarcinomu

1 u kontrolnoj grupi - susednom ne tumorskom tkivu (p<0.001).

Medutim, ispitivana 1 kontrolna grupa se ne razlikuju po zastupljenosti umerene ekspresije

(35% u grupi kolorektalnog karcinoma prema 29% u netumorskom tkivu) (y2-test, p=0.456.).

Znacajna razlika u ekspresiji VEGF izmedu grupa nastaje kada se uporede slucajevi odsustva

ekspresije (<10% pozitivnih ¢elija), kojih je kod kolorektalnog adenokarcinoma bilo u 8,3 % slucajeva

naspram 72,2 % u netumorskom tkivu (p<0.001). Zatim, izrazena ekspresija VEGF prisutna je samo

u tkivu kolorektalnog adenocarcinoma (56,9 % slucajeva) dok u ne tumorskom tkivu nije utvrdena ni

u jednom slucaju (tabela 17 i grafikon 17).

Tabela 17. Ekspresija VEGF u kolorektalnom adenokarcinomu i u susednom netumorskom tkivu

Grupe
Ekspresija
VEGF Kolorektalni karcinom Susedno netumorsko tkivo
p

n % n %
0- <10% (-) 6 8.3 52 72.2
10-49% (+) 25 34.7 20 27.8 <0.001*
>50% (++) 41 56.9 0 .0

8.3 34.7 56.9

-

Kolorektalni adenokarcinom

72.2

-

Susedno netumorsko tkivo

<10% pozitivnih celija

M 10-49% M >50% E-cadherin

Grafikon 17. Ekspresija VEGF u kolorektalnom adenokarcinomu 1 u susednom netumorskom tkivu
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-+5.2.3.5. Ekspresija Endoglina (CD105)

Ekspresija CD105 izrazena apsolutnim brojem imunopozitivnih ¢elije u mm?
(medijana=571.0190), u kolorektalnom karcinomu, signifikantno je veca u odnosu kontrolnu grupu —
ne tumorsko tkivo (p<0.001). U uzorcima ne-tumorskog tkiva samo u 9.7% (7 uzoraka od ukupno 72
otkrivene su imunopozitivne strukture). Znatana ve¢ina vaskularnih struktura bila je CD105 negativna

1 oznacena je nulom, pa je medijana ove grupe=0.000 (tabela 18 i grafikon 18).

Tabela 18. Ekspresija CD105 u kolorektalnom adenokarcinomu i susednom netumorskom tkivu

Varijable Grupe
Ekspresija CD105 Kolorektalni karcinom | Susedno netumorsko tkivo ’
Medijana 571.0190 0.0000
Minimum 333.2510 0.0000 <0.001*
Maksimum 1213.4166 214.0000
*signifikantna razlika p<0.05 (Medijana test)
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Grafikon 18. Box-plot dijagram CD105

112



5.2.4. EkspresijaKi67,CD105, Stathminl1, E-cadherinai VEGF u odnosu
na klinicko-patoloSke karakteristike

5.2.4.1. Ekspresija biomarkera u odnosu na pol ispitanika

Ne postoji statisticki znacajna razlika u ekspresiji nijednog od ispitivanih biomarkera (Ki67,
CD105, Stathmin1, E-cadherina i VEGF) u odnosu na pol ispitanika. U slucaju ekspresije Ki67 postoji

jednaka zastupljenost niskog i visokog indeksa proliferacije u oba pola (tabela 19).

Tabelal9. Ekspresija Ki67, CD105, stathminl, E-cadherina i VGEF
u kolorektalnom karcinomu u odnosu na pol ispitanika

Pol
Parametar M 7 p
H % H %
Ki67
Nizak nivo ekspresije 21 50.0 15 50.0
Visok nivo ekspresije 21 50.0 15 50.0 )
CD105
Nizak nivo ekspresije 21 50.0 18 60.0 0.401
Visok nivo ekspresije 21 50.0 12 40.0
Stathminl
Nema ekspresije 12 28.6 4 13.3
Nizak nivo ekspresije 8 19.0 11 36.7 0.142
Visok nivo ekspresije 22 52.4 15 50.0
E-cadherin
(-) 22 52.4 16 53.3
(+) 20 47.6 11 36.7 0.096
(++) 0 0 3 10.0
VEGF
(-) 5 11.9 1 33
(+) 14 333 11 36.7 0.431
(++) 23 54.8 18 60.0
*signifikantna razlika p<0.05, x2-test, Fisher’s exact- test

5.2.4.2. Ekspresija biomarkera u odnosu na starosno doba ispitanika

Nije nadena statisticki znacajna razlika u ekspresiji ispitivanih biomarkera (Ki67, CD105,
Stathminl, E-cadherina i VEGF) u odnosu na starosno doba ispitanika, do 65 godina i preko 65
godina starosti (tabela 20).
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Tabela20. Ekspresija Ki67, CD105, Stathminl, E-cadherina i VEGFu
kolorektalnom karcinomu u odnosu na starosnu dob ispitanika

Godine starosti
Parametar <=65 >65 P
H | % H | Y%
Ki67
Nizak nivo ekspresije 14 42.4 22 56.4 0937
Visok nivo ekspresije 19 57.6 17 43.6
CD105
Nizak nivo ekspresije 16 48.5 23 59.0 0373
Visok nivo ekspresije 17 51.5 16 41.0
Stathminl
Nema ekspresije 7 21.2 9 23.1
Nizak nivo ekspresije 10 30.3 9 23.1 0.786
Visok nivo ekspresije 16 48.5 21 53.8
E-cadherin
-) 18 54.5 20 51.3
(+) 14 42.4 17 43.6 0.891
(++) 1 3.0 2 5.1
VEGF
() 0 .0 6 15.4
(+) 13 394 12 30.8 0.061
(++) 20 60.6 21 53.8
*signifikantna razlika p<0.05, y2-test, Fisher’s exact- test

5.2.4.3. Ekspresija biomarkera u odnosu lokalizaciju tumora u kolonu

Nije uocena statisticki znacajna razlika u ekspresiji ispitivanih biomarkera (Ki67, CDI105,

Stathmin1, E-cadherina 1 VEGF) u odnosu na lokalizaciju kolorektalnog karcinoma u kolonu (tabela 21).

Na preovladujucoj lokalizaciji, u rektumu (+ anorectum -+rectosigma) nizak i visok nivo
ekspresije Ki67 i CD105 se rasporeduju na slican nacin, u oko 50%. Na ovoj lokalizaciji je izraZzena

ekspresija VEGF prisutna u nesto ve¢em broju slucajeva (60,6%), ali bez statisticke znacajnosti.

U slicnom broju Ki67 i CD105 imali su na ovoj lokalizaciji niske ekspresije (oko 50%
slucajeva, p=0.773). Za Stathminl ili nije bilo ekspresije ili je ona bila niska, bez vece razlike (29.2
prema 18.8%, p=0.297). VEGFje bio umerene ekspresije ili ekspresije nije bilo takode bez znacajnije
razlike (27.1 prema 12.5, p=0.108).

U slucaju raspopredivanja nivoa ekspresije analiziranih parametara i na ostalim lokalizacijama

tumora, ne postoji znacajna razlika, kao $to se vidi na tabeli 21.

Samo je E-cadherin na ovoj najzastupljenijoj lokaciji u ve¢em broju slucajeva bio bez
ekspresije ili je ekspresija bila umerena, bez znacajne razlike u zastupljenosti (p=0.297) i na ovoj kao
i ostalim lokacijama (tabela 21).
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Tabela21. EkspresijaKi67, CD105, Stathminal, E-cadherina i VEGFu

kolorektalnom karcinomu u odnosu na lokalizaciju.

Lokalizacija
Rectum . Colon
Sigma Colon Cekum
Parametar | (+tanorectum . ascedens . p
. (+sin.colon) . transversum | (+ileocekum)
+rectosigcma) (desni kolon)
n | % n | % n | % n | % n | %
Ki67
Nizak 23 (479 7 [77.8 5 4551 0 .0 1 333
Visok 25 | 521 2 |222 54.5 1 100.0 2 66.7 0.369
CD105
Nizak 25 | 52.1 6 | 66.7 7 63.6( O .0 333 0.600
Visok 23 (479 3 |[333 4 36.4 1 100.0 2 66.7 '
Stathminl1
nema 14 12921 0 .0 2 182 O .0 0 .0
Nizak 9 188 6 [ 66.7 364 O .0 0 .0 0.068
Visok 25 | 52.1 3 1333 5 45.5 1 100.0 3 100.0
E-cadherin
(-) 26 | 542 4 |444 5 45.5 1 100.0 2 66.7
) 19 [396] 5 [556] 6 [545] 0 0 1 [333] 0893
(++) 3 6.2 0 .0 0 .0 0 .0 0 .0
VEGF
(-) 6 1251 0 .0 0 .0 0 .0 0 .0
(+) 13 | 27.1 6 | 66.7 5 4551 0 .0 1 33.3 | 0.383
(++) 29 1604 | 3 |333 6 54.5 1 100.0 2 66.7
* signifikantna razlika p<0.05, y2-test, Fisher’s exact- test

5.2.4.4. Ekspresija biomarkera u odnosu nacin rasta tumora (makroskopski tip)

Ekspresija ve¢ine biomarkera se, osim Stathminl i VEGF u odnosu na nacin tumorskog rasta, ne

razlikuje znacajno. (tabela 22).

Nije uocena statisticki znacajna razlika u ekspresiji Ki67 1 CD105 u odnosu na nacin tumorskog
rasta. Postoji slicnost u raspodeli visoke i1 niske ekspresije Ki67 i CD105 ne samo u odnosu na
najucestaliji (ulcero-infiltrativni 1 infiltrativni) nacin rasta, ve¢ i u odnosu na ostale makroskopske

tipove kolorektalnog karcinoma.

Potpun izostanak ekspresije Ki67 i CD105, kojih je bilo u vrlo malom broju (1-3) je uocen u

ulcero-vegetantnom i vegetantnom nacinu tumorskog rasta

Ekspresija Stathminl se statistiCki znacajno razlikuje u odnosu na nacin tumorskog rasta
(p=0.039<p<0.05). Kako su niska 1 visoka ekspresija ovog proteina rasporedene sa slicnom ¢estinom
(25%-3% niska 148-59,3% visoka), razli¢itost postoji u zastupljenosti broja slu¢ajeva odsustva ekspresije
ovog proteina. Najveci broj slu¢ajeva odsustva ekspresije Stathmin1 je kod infiltrativnog (24%), a zatim

vegetantno-infiltrativn-og tipa (18.8 %), dok je takvih slucajeva kod ulcero-infiltrativnog bilo 11,1%.

U vecem broju slucajeva (59,3%-68,8%) nema ekspresije E-cadherin-a pri ulcero-infiltrativnom 1

vegetantno-infiltrativnom nacinu rasta, ali ne znac¢ajno. Takode ni u infiltrativnom tipu umerena ekspresija
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ovog athezionog molekula nije znacajno veca u odnosu na odsustvo ekspresije (52% 1 44%, p=296).

Visoka ekspresija ovog parametra, pri bilo kom makroskopskom tipu tumora, vrlo je retka pojava.

Ekspresija VEGF se statisti¢ki znacajno razlikuje u odnosu na nacin tumorskog rasta (tabela 22).
Najveci broj slucajeva visoke ekspresije VEGF je kod ulcero-infiltrativnog i vegetantno-infiltrativnog
tipa (70.4% 1 68.8%), Kod ulcero-infiltrativnog tipa tumora zastupljenost visoke ekspresije je znacajno
veéa u odnosu na umerenu ekspresiju (29.6% slucajeva, p=0.034). U slucajevima vegetantno-
infiltrativnog makroskopskog tipa zastupljenost visoke ekspresije je znacajno veca (68.8%) u odnosu
na umerenu ekspresiju (18.8% slucajeva) ili u odnosu na odsustvo ekspresije ovog markera (12.5%
sluc¢ajeva, p=0.010). Veca je zastupljenost umerene ekspresije VEGF u vegetantnom makroskopskom
tipu, Sto nije 1 statisticki viSe u odnosu na odsustvo ekspresije ovog parametra (66.7% ili 2 slucaja
prema 33.3% u jednom slucaju, p=0.733). Umerena ekspresija ovog parametra bila je zastupljena u
jedinom slucaju ulcero-vegetantnog makroskopskog tipa (100%).

Tabela 22. Ekspresija Ki67, CD105, Stathminl1, E-cadherina i VEGF
u kolorektalnom karcinomu u odnosu na na¢in rasta tumora

Makroskopski izgled tumora

Ulcero- L. . | Vegetantno- Ulcero-
Parametar Infiltrativni | Vegetantni p
infiltrativni infiltrativni | vegetantni
n| % n | % n| % n | % n %
Ki67
nizak 12 44 .4 13 | 52.0 3 100.0 7 43.8 1 100.0 0.328
visok 15 55.6 12 | 48.0 0 .0 9 56.2 0 .0 '
CD105
nizak 13 48.1 16 [ 64.0 3 100.0 6 37.5 1 100.0 0.162

visok 14 51.9 9 36.0 0 .0 10 62.5 0 .0
Stathminl
Nema eksp. | 3 11.1 6 24.0 3 100.0 3 18.8 1 100.0

nizak 8 29.6 7 28.0 0 .0 4 25.0 0 .0 0.039*

visok 16 59.3 12 48.0 0 .0 9 56.2 0 .0
E-cadherin

() 16 59.3 11 | 44.0 0 .0 11 68.8 0 .0 0.124
©(+) 10 [ 37.0 13 | 52.0 2 66.7 5 31.2 1 100.0 ]
(++) 1 3.7 1 4.0 1 333 0 0 0 0

VEGF

(-) 0 .0 3 12.0 1 333 2 12.5 0 .0

(+) 8 29.6 11 [ 44.0 2 66.7 3 18.8 1 100.0 | 0.036*

(++) 19 70.4 11 44.0 0 .0 11 68.8 0 .0
*signifikantna razlika p<0.05, y2-test, Fisher’s exact- test

5.2.4.5. Ekspresija biomarkera u odnosu na pT stadijum tumora

Uocena je statisticka zacajna povezanost ekspresije svih ispitivanih biomarkera (Ki67, CD105,
Stathminl, E-cadherina i VEGF) sa pT statusom kolorektalnog adenokarcinoma (tabela 23).

U pT2 stadijumu u signifikantno visokom broju sluc¢ajeva (91,7%) je uo¢en nizak proliferativni
indeks (prolDX) / ekspresija Ki67 (p=0,004).

U istom pT, stadijumu je uoCen 1 u signifikantno visokom broju slucajeva (83,3%) 1 nizak
indeks mikrovaskularne gustine (mvdIDX) /ekspresija CD105 (p=0,021).
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U najzastupljenijem pT, stadijumu visok proIDX/Ki67 i visok mvdIDX/CD105 su zastupljeni
u visokom broju slucajeva (61,6% 1 51,9%), ali ova ucestalost nije 1 znac¢ajno veca u odnosu na nizak
prolDX i nizak mvdIDX (p=0,102 i p=0,785), a sli¢no je i u pT, stadijumu gde je zastupljen vrlo mali broj
slucajeva (ukupno 4). Isto je stanje 1 u pT, stadijumu sa samo po 2 slucaja niske ekspresije Ki67 1 CD105.

Ekspresija Stathminl je znacajno povezana sa pT stadijumom tumora i to tako da je visok nivo
ekspresije Stathminl u signifikantno visokom broju slucajeva (63%) eksprimiran u pT, stadijumu
(p=0,007). U pT, stadijumu je izostanak ekspresije Stathminl naden u visokom procentu (75%), ali
bez statisticke znacajnosti u odnosu na ucestalost niske ekspresije ovog markera (3 slucaja, 25%;
p=0.083>0.05), na usvojenom nivou pouzdanosti.

Ekspresija E-cadherina je statisticki znacajno povezana sa pT stadijumom tumora i to tako $to
se uocava izostanak ekspresija E-cadherina u signifikantnom broju slucajeva (63%, p=0,039), u pT,
stadijumu, kao i u sva 4 slucaja (100%) ovog protein u pT, stadijumu. Medutim u pT, kao i u pT,,
signifikantna je umerena ekspresije ovog molekula (83.3% slucajeva, p=0.021).

Ekspresija VEGF je znaCajno povezana sa pT stadijumom tumora. U pT, stadijumu je visoka
ekspresija VEGF u znacajnom broju slucajeva visoke ekspresije (66.7%; p=0.009), kao 1 u stadijumu
pT, (100% slucajeva), sa statistickom znacajnoScu koja je oCigledna U pT,, kao i u pT , ne postoji
znacajna razlika u zastupljenosti umerene ekspresije i1 broja slucajeva odsustva ekspresije ovog
biomarkera. (58.3% slucajeva, p=0.366).

Tabela 23. Ekspresija Ki67, CD105, Stathminl, E-cadherina i VEGFu
kolorektalnom karcinomu u odnosu na patoloski stadijum tumora

PatoloSki stadijum (pT status)
Parametar pT, pT, pT, pT, p
n % n % n | % n %
Ki67
Nizak 2 100.0 11 91.7 21 38.9 2 50.0
- 0.005*
Visok 0 .0 1 8.3 33 61.1 2 50.0
CD105
Nizak 2 100.0 10 83.3 26 48.1 1 25.0
- 0.047*
Visok 0 .0 2 16.7 28 51.9 3 75.0
Stathminl1
Nema 2 100.0 9 75.0 5 9.3 0 .0
Nizak 0 .0 3 25.0 15 27.8 1 25.0 <0.001*
Visok 0 .0 0 .0 34 63.0 3 75.0
E-cadherin
-) 0 .0 0 .0 34 63.0 4 100.0
+) 2 100.0 10 83.3 19 35.2 0 .0 <0.001*
(++) 0 .0 2 16.7 1 1.9 0 .0
VEGF
-) 1 50.0 4 333 1 1.9 0 .0
+) 1 50.0 7 58.3 17 31.5 0 .0 <0.001%*
(++) 0 .0 1 8.3 36 66.7 4 100.0
*signifikantna razlika p<0.05, y2-test, Fisher’s exact- test

5.2.4.6. Ekspresija biomarkera u odnosu na histoloski gradus tumora
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Nije uocena signifikantna povezanost ispitivanih biomarkera (Ki67,CD105, Stathminl,
E-cadherina i VEGF) sa stepenom diferencijacije (histoloskim gradusom- HG) kolorektalnog
karcinoma (tabela 24)

Unutar grupe sa HG2, koji je najzastupljeniji u uzorku pacijenata, ne postoji znacajna razlika
izmedu nivoa (nizak-visok) ekspresije analiziranih biomarkera.

U vecem broju slucajeva tumora sa HG2 je uoceno da Ki67 ima nizak nivo ekspresije $to se ne
razlikuje znacajno od broja visokog nivoa ekspresije ovog biomarkera (50.8% prema 49.2%, p=0.900).

Na sli¢an nacin rasporedena je i ekspresija CD105, gde se takode nizak nivo ekspresije ne
razlikuje zna€ajno od broja visokog nivoa ekspresije (55.6% prema 44.4% , p=0.378).

Stathminl je u najve¢em broju slucajeva (49,2%) visoke ekspresije u srednje diferentovanih
tumora (HG2), §to se ne razlikuje znacajno u odnosu, na slucajeve niske ekspresije ili odsustva
ekspresije koje su zastupljene u sli¢nom broju (oko 22,2- 28,6% slucajeva; p=0.063>0.05).

E-cadherin u najvec¢em broju sluc¢ajeva nema ekspresije ili je ekspresija bila umerena u
sliénom broju slucajeva (49% 1 46%). Zanemarljivo je mali broj slu€ajeva visoke ekspresije ovog
markera u najzastupljenijem HG2 tumora (ukupno 3 slucaja).

U tumora HG2 VEGF je u najvec¢em broju slucajeva bio visoke ekspresije (55.6% slucajeva)ili je
ekspresija bila umerena (36.5% slucajeva), $to nije znacajna razlika (p=0.115). Vrlo je mali broj slucajeva
odsustva ekspresije ovog biomarkera pri najzastupljenijem tumoru gradusa 2 (ukupno 5 slucajeva).

Veoma mali broj pacijenata (4-5) je imao tumore HGI 1 HG3 pa se u tim grupama nije
utvrdio statisticki znacajan broj. Posledica ovakvog rasporeda histoloskog nalaza unutar grupa je da
se grupe histoloskog nalaza (gradus 1,2 i 3) ne razlikuju znacajno u raspodelama ekspresija ni u

jednom analiziranom markeru. (tabela 24)

Tabela 24. Ekspresija Ki67, CD105, Stathminl, E-cadherina i VEGF u
kolorektalnom karcinomu u odnosu na histoloski gradus

Histoloski gradus
Parametar Gradus 1 Gradus 2 Gradus 3 p
n | % n | % n | %
Ki67
Nizak 3 75.0 32 50.8 1 20.0 0.245
Visok 1 25.0 31 49.2 4 80.0 '
CD105
Nizak 2 50.0 35 55.6 2 40.0 0.736
Visok 2 50.0 28 44.4 3 60.0 '
Stathminl1
Nema ekspresije 2 50.0 14 22.2 0 .0
Nizak 0 .0 18 28.6 1 20.0 0.331
Visok 2 50.0 31 49.2 4 80.0
E-cadherin
(-) 2 50.0 31 49.2 5 100.0
(+) 2 50.0 29 46.0 0 .0 0.285
(+4) 0 .0 3 4.8 0 .0
VEGF
() 1 25.0 5 7.9 0 .0
(+) 1 25.0 23 36.5 1 20.0 0.598
(+4) 2 50.0 35 55.6 4 80.0
* signifikantna razlika p<0.05, y2-test, Fisher’s exact- test
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5.2.4.7. Ekspresija ispitivanih biomarkera u odnosu na invaziju limfnih sudova

Uoceno je da su svi analizirani biomarkeri (Ki67, CD105, Stathminl, E-cadherin i VEGF)
signifikantno povezani sa invazijom limfnih sudova (Tabela 25). Statisticka znacajnost razlika u
ekspresijama svih analiziranih parametara je visoka (p<0.001) kada se uporeduje grupa sa prisutnom

invazijom limfnih sudova u odnosu na grupu gde invazija nije identifikovana.

U okviru ekspresije Ki67 1 CD105 po uporedivanim grupama, znacajnost razlika je o¢igledna:
kod niskih ekspresija Ki67 1 CD105 u znacajno vec¢em broju slucajeva (87,9 %) invazija limfnih
sudova nije identifikovana i obrnuto: u znacajno ve¢em broju slucajeva kada je invazija limfnih
sudova prisutna ekspresije Ki67 i CD105 su visoke (oko 82,1% 1 74,4% slucajeva, p<0.001).

Visoka ekspresija Stathminl je u znacajnih 87,2% slucajeva povezana sa invazijom limfnih
sudova. Medutin, ukoliko invazija limfatika nije identifikovana tada nema znacajne razlike u odsustvu

ekspresije ili niskom nivou ekspresije Stathminl. (42.4% prema 48.5%, p=0.715).

Odsustvo ekspresije E-cadherina je u znacajnih 87.2% slucajeva povezano sa invazijom
limfnih sudova. Umerena ekspresija E-cadherina je takode signifikantno povezana sa odsustvom

invazije limfatika u 78,8% slucajeva.

Visoka ekspresija VEGF je zna€ajno povezana sa invazijom limfnih sudova u 87,2% slucajeva.
Ukoliko invazija limfatika nije identifikovana ne postoje znacajne razlike u odsustvu ekspresije ili
niskom nivou ekspresije VGF (42.4% prema 48.5%, r=0.715). (tabela 25).

Tabela 25. Ekspresija Ki67, CD105, Stathminl, E-cadherina i VEGF u
kolorektalnom karcinomu u odnosu na invaziju limfnih sudova

Invazija limfnih sudova
Parametar Nije indetifikovana Prisutna p
n | Y% n | %
Ki67
N.1zak Il'lVO ekspresp.e 29 87.9 7 17.9 <0.001%
Visok nivo ekspresije 4 12.1 32 82.1
CD105
N.1zak n?vo ekspres?].e 29 87.9 10 25.6 <0.001*
Visok nivo ekspresije 4 12.1 29 74.4
Stathminl
Nema ekspresije 14 42.4 2 5.1
Nizak nivo ekspresije 16 48.5 3 7.7 <0.001*
Visok nivo ekspresije 3 9.1 34 87.2
E-cadherin
(-) 4 12.1 34 87.2
(+) 26 78.8 5 12.8 <0.001*
(++) 3 9.1 0 .0
VEGF
(-) 14 42.4 2 5.1
(+) 16 48.5 3 7.7 <0.001*
(++) 3 9.1 34 87.2
*signifikantna razlika p<0.05, y2-test, Fisher’s exact- test
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5.2.4.8. Ekspresija ispitivanih biomarkera u odnosu na invaziju krvnih sudova

Svi analizirani biomarkeri (Ki67, CD105, Stathminl, E-cadherin i VEGF) znacajno su

povezani sa invazijom krvnih sudova (tabela 26).

Visoka ekspresija Ki67, CD105, Stathminl i VEGF je u signifikantnih po 90,9% slucajeva
povezana sa invazijom krvnih sudova. Ukoliko ne postoji invazija krvnih sudova niske i1 visoke
ekspresije Ki67, CD105, Stathminl 1 VEGF ne razlikuju se znacajno (p>0.05).

Odsutna ekspresije E-cadherina je signifikantno povezana sa invazijom krvnih sudova u
90.9% slucajeva. Ukoliko ne postoji invazija krvnih sudova izmesSu odsutne i umerene ekspresija

E-cadherina ne postoji statisticki znacajna razlika (45,9% 1 49,2; p=793)

Tabela 26. Ekspresija Ki67, CD105, Stathminl1, E-cadherina i VEGF u
kolorektalnom karcinomu u odnosu na invaziju krvnih sudova

Invazija krvnih sudova
Parametar Nije indetifikovana Prisutna p
n % n %
Ki67
Nizak nivo ekspresije 35 57.4 1 9.1
Visok nivo ekspresije 26 42.6 10 90.9 0-003%
CD105
Nizak nivo ekspresije 38 62.3 1 9.1
Visok nivo ekspresije 23 37.7 10 90.9 0.001*
Stathminl
Nema ekspresije 15 24.6 1 9.1
Nizak nivo ekspresije 19 31.1 0 .0 0.015*
Visok nivo ekspresije 27 443 10 90.9
E-cadherin
(-) 28 45.9 10 90.9
(+) 30 49.2 1 9.1 0.022*
(++) 3 4.9 0 .0
VEGF
(-) 6 9.8 0 .0
(+) 24 39.3 1 9.1 0.046*
(++) 31 50.8 10 90.9
*signifikantna razlika p<0.05, y2-test, Fisher’s exact- test
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5.2.4.9. Ekspresija ispitivanih biomarkera u odnosu na perineuralnu invaziju

Svi analizirani biomarkeri (Ki67, CD105, Stathminl, E-cadherin i VEGF) znacajno su
povezani sa perineuralnom invazijom (Tabela 27) i to tako da su visoki nivoi ekspresije: Ki67 u
92,3% slucajeva, CD105 u 76,9% slucajeva, Statminl u 84,6% i VEGF u 92,3% slu¢ajeva znacajno

povezani sa invazijom nerava. Medutim, kada ne postoji invazija nerava niske i visoke ekspresije

Ki67, CD105, Stathmin i1 VEGF se ne razlikuju znacajno (p>0.05).

Odsustvo ekspresije E-cadherina je u 92,3% sluc€ajeva signifikantno povezano sa invazijom

nerava. U slucaju odsutne perineuralne invazije ekspresija E-cadherina je odsutna ili je umerena sa

ucestalos¢u koja se ne razlikuje znacajno (44,1% prema 52,5 % slucajeva; p=693) (tabela 27).

Tabela 27. Ekspresija Ki67, CD105, Stathminl, E-cadherina i VEGF u

kolorektalnom karcinomu u odnosu na perineuralnu invaziju

Perineuralna invazija
Parametar Nije indetifikovana Prisutna p
n % n %
Ki67
Nizak nivo ekspresije 35 59.3 1 7.7
Visok nivo ekspresije 24 40.7 12 92.3 0-001%
CD105
Nizak nivo ekspresije 36 61.0 3 23.1
Visok nivo ekspresije 23 39.0 10 76.9 0-013%
Stathminl
Nema ekspresije 15 254 1 7.7
Nizak nivo ekspresije 18 30.5 1 7.7 0.030*
Visok nivo ekspresije 26 44.1 11 84.6
E-cadherin
(-) 26 44.1 12 92.3
(+) 31 52.5 0 .0 0.020%
(++) 2 34 1 7.7
VEGF
(-) 6 10.2 0 .0
(+) 24 40.7 1 7.7 0.017*
(++) 29 49.2 12 92.3
*signifikantna razlika p<0.05, x2-test, Fisher’s exact- test
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5.2.4.10. Ekspresija ispitivanih biomarkera u odnosu na metastaze
u limfnim ¢vorovima

U ekspresiji proliferativnog antigena Ki67 postoji znacajnarazlika izmedu grupa koje prikazuju
prisustvo metastaza u limfnim ¢vorovima u bilo kom broju ili odsustvo metastaza (p<0.001). Niska
ekspresija Ki67 pracena je odsustvom depozita u limfnim ¢vorovima (u 94,3% slucajeva), Sto je
visoka signifikantnost (r<0.001). Istovremeno, ve¢ pri prisustvu depozita u 1-3 limfna ¢vora, kao 1 4-6
17 1 viSe limfnih ¢vorova, visoka je signifikantnost (r<0.001) prisustva veceg broja slucajeva visoke
ekspresije Ki67.

Sli¢na je situacija u ekspresiji CD105, samo u ovom slucaju u grupi depozita u 4-6 limfna
¢vora nije dokazana znacajna razlika u niskoj 1 visokoj ekspresiji ovog faktora mikrovaskularne gustine (3
ili 5 slucajeva, ili 37.5 prema 62.5, p=0.480).

Regulatorni protein Stathminl1, ima visoke nivoe ekspresije u svim grupama koje su definisane
sa prisutnim depozitima od najmanje 1-3 pa sve do preko 7 limfnih ¢vorova. Statisticka znacajnost
prisustva visokih ekspresija ovog proteina je visoka (94,7%-100% slucajeva, p<0.001). U odsustvu
depozita ekspresija Statminl je niska (51.4%) ili je odsutna (45,7% slucajeva), Sto se znacajno ne
razlikuje (p=0.732).

U visoko zna¢ajnom broju slucajeva (94,7%-100%), nema ekspresije E-cadherin-a, kada su
prisutni depoziti u bilo kom broju limfnih ¢vorova. U odsustvu depozita u limfnim ¢vorovima, u
signifikantnom broju slucajeva, ekspresija ovog athezionog molekula je umerena. (85.7%, p<0.001).

U visoko zna¢ajnom broju sluc¢ajeva (84,2%-100%), postoji izrazena ekspresija VEGF, kada
su prisutni depoziti u bilo kom broju limfnih ¢vorova. U odsustvu depozita u limfnim ¢vorovima u
znacajnom broju slucajeva (62,9%) ekspresija je umerena sa ve¢om ucestalos¢u u odnosu na odsustvo
ekspresije (17,1%) ili na broj slucajeva (20%) sa izrazenom ekspresijom VEGF (62.9%, p=0.002).

Rezultati ekspresije ispitivanih markera su prikazani na tabeli 28.
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Tabela 28. Ekspresija Ki67, CD105, Stathminl, E-cadherina i VEGF u
kolorektalnom karcinomu u odnosu na metastaze u limfnim ¢vorovima

Metastaze u limfnim ¢vorovima
.. .. . Depoziti u 7
) Depoziti u 1-3 | depoziti 4-6 limf. o )
Parametar Nema depozita o 5 i viSe limfnih p
limf. ¢vorova ¢vora y
¢vorova
n % n % n % n %
Ki67
Nizak 33 94.3 3 15.8 0 0 0 0
<0.001*
Visok 2 5.7 16 84.2 8 100.0 10 100.0
CD105
nizak 30 85.7 5 26.3 3 37.5 1 10.0
<0.001*
visok 5 14.3 14 73.7 5 62.5 9 90.0
Stathmin1
Nema 16 45.7 0 .0 0 0 0 0
Nizak 18 51.4 1 53 0 0 0 0 <0.001*
Visok 1 2.9 18 94.7 8 100.0 10 100.0
E-cadherin
) 2 5.7 18 94.7 8 100.0 10 100.0
) 30 85.7 1 5.3 0 0 0 0 <0.001*
(++) 3 8.6 0 .0 0 0 0 0
VEGF
() 6 17.1 0 .0 0 0 0 0
) 22 62.9 3 15.8 0 0 0 0 <0.001*
(+) 7 20.0 16 84.2 8 100.0 10 100.0
* signifikantna razlika p<0.05, y2-test, Fisher’s exact- test

Kada su prisutne udaljene metastaze, Sto je utvrdeno samo u 8 slucajeva od ukupno 72,
tada su Ki67, CD105, Stathminl i VEGF prezentovani sa znacajno visokom ekspresijom u 100%

sluc¢ajeva. Ukoliko ne postoje udaljene metastaze tada se niske i visoke ekspresije Ki67, CD105,

5.2.4.11. Ekspresija ispitivanih biomarkera u odnosu na udaljene metastaze

Stathminl i VEGF ne razlikuju znacajno (p>0.05) (tabela 29).

Ekspresija E-cadherina je takode znacajno povezana sa udaljenim metastazama tako da u svih
8 (100%) slucajeva postoji odsustvo ekspresije ovog markera. Ukoliko ne postoje udaljene metastaze

ekspresija E-cadherina je odsutna ili je umerena sa ucestalos¢u koja se ne razlikuje znacajno (46,9%

prema 48,4 % slucaja; p=882) (tabela 29).
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Tabela 29. Ekspresija Ki67, CD105, Stathminl, E-cadherina i VEGF u
kolorektalnom karcinomu u odnosu na udaljene metastaze

Udaljene metastaze
Parametar Nisu identifikovane Prisutne p
n % n %
Ki67
Nizak nivo ekspresije 36 56.2 0 .0
Visok nivo ekspresije 28 43.8 8 100.0 00037
CD105
Nizak nivo ekspresije 39 60.9 0 .0
Visok nivo ekspresije 25 39.1 8 100.0 00017
Stathminl1
Nema ekspresije 16 25.0 0 .0
Nizak nivo ekspresije 19 29.7 0 .0 0.014*
Visok nivo ekspresije 29 453 8 100.0
E-cadherin
(-) 30 46.9 8 100.0
) 31 48.4 0 .0 0.018*
(++) 3 4.7 0 .0
VEGF
(-) 6 9.4 0 .0
) 25 39.1 0 .0 0.033*
(++) 33 51.6 8 100.0
* signifikantna razlika p<0.05, y2-test, Fisher’s exact- test

5.2.4.12. Ekspresija ispitivanih biomarkera u odnosu na Astler Coller stadijum

Ekspresija Ki67, CD105, Stathminal, E-cadherina i VGEF u kolorektalnom karcinomu
sa znaCajnom razlikom dele stadijume po Astler Coller klasifikaciji na dva dela. Stadijum CI1 je
indiferentan u ovoj podeli s obzirom da je u ovom stadijumu prisutan minimalan broj slucajeva (3) u

raspodeli.

Astler Coller stadijumi B, i B, u znacajno ve¢em broju slucajeva (82% do 100% slucajeva,
r<0.05) imaju nizak nivo ekspresije Ki67 i CD105. Istovremeno, visoke ekspresije ovih markera
rasporedene su u znacajno vecem broju (70%-100% slucajeva, p=0.021 do p<0.001) u viSim Astler
Coller stadijumima (C,, D).

Stathminl u najnizem Astler Coller stadijumu (B,) nema ekspresiju u signifikantnom broju

slucajeva (81.8% slucajeva, p=0.035), dok u stadijumu B, nema znacajne razlike u zastupljenosti
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niske ekspresije ovog proteina (61.9%) 1 odsustva njegove ekspresije (33.3% slucajeva, p=0.180). U
stadijumu C, koji je bio zastupljen u ukupno 3 slucaja, ekspresija Stathmin] bila je niska u 2 slucaja
ili 66.7% prema jednom slucaju visoke ekspresije ovog parametra (33.3%), Sto u ovim slu¢ajevima,
nije statisticki znacajna razlika (p>0.05). Najveca ucestalost pojave visoke ekspresije Stathminl je u
Astler Coller stadijumima C, i D (93%-100%), Sto je visoko signifikantna razlika u odnosu na ostale

stadijume.

E-cadherin je u znacajno vecem broju slucajeva (81.8%- 90.5%, p=0.021) umerene ekspresije
u tumorskom tkivu, pri nizim Astler Coller stadijumima (B, i B,). U C, i D stadijumu kolorektalnog
karcinoma nema ekspresije E-cadherin-a u 100% slucajeva, §to Cini raspodelu ovog molekula
signifikantno razli¢itom po Astler Coller klasifikaciji (p<0.001).

VEGF je samo u stadijumu B, u znacajnom broju u umerenoj ekspresiji (81%, sluCajeva
p=0.030). U C, i D stadijumu kolorektalnog karcinoma ovaj proangiogeni faktor je u visokoj ekspresiji

sa signifikantnom verovatno¢om (93,3% i 100% slucajeva) (tabela 30).

Tabela 30. Ekspresija Ki67, CD105, Stathminal, E-cadherina i VEGF u
kolorektalnom karcinomu u odnosu na Astler Coller stadijum

Astler Coller stadijum
Parametar B1 B2 C1 C2 D r
H % H % |u| % H % H Y%
Ki67
Nizak 10 1909 | 21 |100.0f2 | 66.7 | 3 10,0 | O .0
- <0.001*
Visok 1 9.1 0 .0 11333 (27 |90.0| 7 | 100.0
CD105
N?zak 9 |[81.8] 20 | 952 | 1| 333 9 1300 0 .0 <0.001*
Visok 2 1182 1 48 | 2] 667 [ 21 | 70.0 | 7 | 100.0
Stathminl1
Nema eksp. 9 |81.8 7 333 (0 .0 0 .0 0 .0
Nizak 2 1182 13 [619 |2 ] 66.7 | 2 6.7 0 .0 <0.001*
visok 0 0 1 48 | 1] 333 (28 933 | 7 | 100.0
E-cadherin
(-) 0 0 1 48 |0 .0 30 | 100.0| 7 | 100.0
(+) 9 |81.8] 19 [90.5 (|3 ]100.0( O .0 0 .0 <0.001*
(++) 2 | 18.2 1 48 |0 .0 0 .0 0 .0
VEGF
(-) 5 455 1 48 |0 .0 0 .0 0 .0
(+) 5 455 17 | 81.0 1| 333 2 6.7 | 0 .0 <0.001*
(++) 1 9.1 3 143 |2 66.7 | 28 | 933 | 7 | 100.0
*signifikantna razlika r<0.05, y2-test, Fisher’s exact- test
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5.2.5. Korelacija ekspresije Ki67, CD105, Stathmin1, E-cadherina i VEGF sa

klini¢ko-patoloSkim parametrima

Korelativna analiza je pokazala da pol i starosno doba pacijenata obolelih od kolorektalnog
karcinoma nemaju znacajnu povezanost ni sa jednim od analiziranih klini¢ko-paroloskih parametara
i biomarkera koris¢enih u ovoj studiji. Takode je zapazeno da od svih klini¢ko-patoloskih parametara
lokalizacija, histoloski gradus i nacin rasta tumora nemaju znac¢ajnu povezanost sa ostalim parametrima

iz analize (tabela 31).

Patoloski stadijum tumora (pT) je umerenim, pozitivnim 1 visoko zna¢ajnim koeficijentima korelacije
povezan sa Astler Coller stadijumom (r=0.638), invazijom limfnih sudova (r=0.429) 1 metastazama u limfnim

¢vorovima (r=0.372).

U odnosu na ekspresiju posmatranih biomarkera umerena i visoko znacajna pozitivha veza
postoji izmedu patoloskog stadijuma (pT) 1 Sthatminal (r=0.607), zatim VEGF-a (r=0.578), i u istom
intenzitetu veze 1 znacaju, ali u negativnom predznaku, sa E-cadherinom (r=-0.515). Nesto slabija
uzajamna povezanost, ali zna¢ajna na usvojenom nivou pouzdanosti, je izmedu patoloskog stadijuma

1 proliferativnog antigena Ki67 (r=0.352) i markera mikrovaskularne gustine CD105 (r=0.328).

Astler Coller stadijum u odnosu na klinicko-patoloske parametare pokazuje dobru, pozitivnu
1 znacajnu povezanost prema invaziji limfnih sudova (r=0.756) i metastazama u limfnim ¢vorovima
(r=0.726). Sledi po znacaju umerena i znacajna, pozitivna korelacija ovog parametra sa patoloSkim
stadijumom (r=0.638), zatim sa udaljenim metastazama (r=0.503), invazijom krvnih sudova (r=0.468)
i nerava (r=0.437). (tabela 31).

Ipak, po intenzitetu povezanosti i visokom znacaju, isti¢u se korelacije Astler Coller stadijuma
1 ekspresije svih analiziranih parametara. Povezanost Astler Coller stadijuma je umerena i pozitivna
sa markerom mikrovaskularne gustine CD105 (r=0.630), dobra i pozitivna je sa proangiogenim

faktorom VEGF (r= 0.782), 1 joS§ jaca sa proliferativnim antigenom Ki67. (r=0.818).

Medutim, najve¢a medusobna veza, definisana signifikantnim i pozitivnim koeficijentom
postoji izmedu Astler Coller stadijuma i Sthatminl (r=0.865), a sli¢na po jaini ali negativna

povezanost je izmedu ovog stadijuma i ekspresije athezionog molekula E-cadherina (r= -0.875).

Invazija limfnih sudova je dobrim, pozitivnim i visoko signifikantnim koeficijentom korelacije
predstavljena u vezi sa Astler Coller stadijumom (r=0.756) a sledi umerena, negativna korelacija

ovog parametra sa eksperesijom E-cadherina (-0.726).

Zatim, sledi pozitivna korelacija sa Sthatminl(r=0.713), sa metastazama u limfnim
¢vorovima(r=0.698), sa Ki67(r=0.697), CD105(r=0.622) i VEGF(r=0.563) i nesto slabija korelacija
sa patoloskim stadijumom tumora (r=0.429).

Ostale korelacije ovog parametra sa invazijom krvnih sudova (r=0.391), invazijom nerava
(r=0.359) 1 udaljenim metastazama (r=0.325), slabe su po jacini povezanosti ali postoje sa znaajnim
koeficijentom (p>0.05).

Za razliku od invazije limfnih sudova invazija krvnih sudova je u jacoj vezi sa udaljenim
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metastazama (r=0.710), a zatim sledi povezanost sa Astler Coller stadijumom (r=0.468) 1 invazijom
nerava (r=0.403).

Ostale korelacije invazije krvnih sudova sa CD105 (r=0.384), Ki67 (1=0.347), E-cadherinom (r=-
0.311), VEGF (= 0.278) i1 Sthatminl (r=0.277), slabe su po jacini povezanosti ali postoje sa znacajnim
koeficijentom (p>0.05).

Slicne znacajne korelacije postoje kod perineuralne invazije, prvenstveno sa udaljenim
metastazama gde postoji pozitivna, dobra i znacajna veza (r=0.638). Invazija nerava je u dobroj i
znacajnoj vezi i sa Astler Coller stadijumom (r=0.437), sa invazijom krvnih sudova (r=0.403) i sa

invazijom limfnih sudova (r=0.359).

U odnosu na ispitivane markere perineuralna invazija je u dobroj i znacajnoj vezi sa Ki67
(r=0.397) i VEGF (r=0.318), dok su veze sa CD105 (r=0.293), Stathminl (r=0.278) i E cadherinom

(r=-0.293) nesto slabije ali znacajne.

Metastaze u limfnim ¢vorovima u dobroj su, pozitivnoj i zna¢ajnoj povezanosti, prvenstveno sa
Ki67(r=0.766), zatim u nesto slabijoj vezi sa E-cadherinom (r=-0.729), Astler Coller stadijumom (r=0.726),
invazijom limfnih sudova (r=0.698), VEGF (1=0.612) i CD105 (r=0.553). Veze sa ostalim parametrima kao
Sto su patoloski stadijum (pT), invazija krvnih sudova i invazija nerava slabije, ali znacajne na usvojenom

nivou pouzdanosti (p>0.05)

Udaljene metastaze u najboljoj su povezanosti sa invazijom krvnih sudova (r=0.710),
invazijom nerava (r=0.638) 1 Astler Coller stadijumom (r=0.503), dok je veza sa ostalim parametrima
poput invazije limfnih sudova (r=0.325), CD105 (r=0.384), Ki67 (=0.354), E-cadherinom (r=-0.315),
Stathminl (r=0.310) 1 VEGF (r=0.282) slaba ali znac¢ajna (tabela 31).
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Tabela 31. Korelaciona matrica klinicko —patoloskih parametara
i ekspresija markera kolorektalnog adenocarcinoma

MET. : CD [STMN

parametri| Pol [Starost|Lokal| pT.st|HG.tu|AC.St{MAK| ILS | IKS | PNI L UM [ Ki67 105 ) E-cadh|VEGF
Pol kk| 1.000 | -0.188 ]-0.058]0.102 | -0.113 ] 0.034 | -0.204 |-0.071]-0.202 | 0.043 | 0.024 [-0.030{ 0.000 [-0.099{ 0.079 | 0.077 | 0.105
p 0.113 10.630 {0.3941 0.345 | 0.776 | 0.086 | 0.555 | 0.088 | 0.722 [ 0.840 [ 0.803 | 1.000 | 0.408 | 0.512 | 0.519 | 0.378
Starost kk[-0.188 ] 1.000 | 0.099 |-0.141] 0.012 ]-0.025]-0.057 [-0.029] 0.068 |-0.046] 0.021 | 0.072 [-0.031 {-0.012{ 0.033 [ 0.015 |-0.073
pl0.113 0.408 1 0.238 1 0.917 [ 0.833 | 0.635 ] 0.807 | 0.569 | 0.700 | 0.860 | 0.546 | 0.798 [ 0.922| 0.784 | 0.904 | 0.543
Lok TU kk|-0.058] 0.099 | 1.000]0.158] 0.088 | 0.104 | -0.155] 0.160 [-0.037{-0.079] 0.141 ] 0.037 | 0.053 {0.024 [ 0.172 | -0.060 | 0.074
O p | 0.630 [ 0.408 0.184 [ 0.464 [ 0384 | 0.193 | 0.179] 0.754 ] 0.511 | 0.238 | 0.757 ] 0.661 | 0.840| 0.148 | 0.617 | 0.537
pTstad kk| 0.102 | -0.141 ] 0.158 ] 1.000 | 0.154 ] 0.638 |-0.131] 0.429 ] 0.128 [ 0.142 ] 0.372 ] 0.187 | 0.352 [ 0.328 [ 0.607 | -0.515 | 0.578
p10.394 ] 0238 [0.184 0.196 [ 0.000 | 0.274 1 0.000 | 0.284 ] 0.236 | 0.001 | 0.117 ] 0.002 ] 0.005 ] 0.000 | 0.000 | 0.000
HG.TU kk|-0.113] 0.012 ] 0.088 | 0.154 ] 1.000 | 0.120 |-0.104] 0.115 [-0.017[ 0.084 | 0.224 [-0.014{ 0.197 [0.043 | 0.181 | -0.171 | 0.153
: p0.345{ 0917 [0.464[0.196 0316 | 0.382 1 0.336 | 0.889 ] 0.484 1 0.058 | 0.908 | 0.098 |1 0.721] 0.129 | 0.150 | 0.199
AC.stad kk] 0.034 | -0.025 [ 0.104 ] 0.638 | 0.120 | 1.000 | -0.082]0.756 | 0.468 | 0.43710.726 [ 0.503 | 0.818 [ 0.630| 0.865 [ -0.875 | 0.782
: p10.776 | 0.833 [0.384 [0.000] 0.316 0.494 10.000 ] 0.000 ] 0.000 | 0.000 | 0.000 | 0.000 ] 0.000 ] 0.000 | 0.000 | 0.000
MAK kk| -0.204 | -0.057 ]-0.155]-0.131]-0.104 ] -0.082 | 1.000 | 0.071 [-0.120] 0.061 |-0.153]-0.083]-0.059 | 0.023 | -0.148 [ -0.013 | -0.133
p | 0.086 | 0.635 [0.193 [0.274 [ 0.382 [ 0.494 0.55110.316 {0.609 ] 0.201 | 0.489 | 0.625 [ 0.851 [ 0.214 | 0.912 | 0.264
ILS kk|-0.071] -0.029 ] 0.160 ] 0.429 ] 0.115 ] 0.756 | 0.071 | 1.000 | 0.391 [ 0.359 ] 0.698 | 0.325 | 0.697 [0.622 | 0.713 | -0.726 | 0.563
p|0.555{ 0.807 [0.179 [ 0.000 | 0.336 | 0.000 [ 0.551 0.001 ] 0.002 ] 0.000 ] 0.005 | 0.000 ] 0.000] 0.000 | 0.000 | 0.000
IKS kk[-0.202] 0.068 1-0.037]0.1281-0.017] 0.468 | -0.120] 0.391 | 1.000 | 0.403 | 0.255]0.710 | 0.347 [ 0.384 [ 0.277 | -0.311 | 0.278
p [ 0.088 [ 0.569 |0.754 [0.284 | 0.889 | 0.000 | 0.316 | 0.001 0.0000.030 { 0.000 | 0.003 [0.001] 0.018 [ 0.008 | 0.018
PNI kk] 0.043 | -0.046 [-0.079]0.142 | 0.084 | 0.437 | 0.061 | 0.359 | 0.403 | 1.000 ] 0.279 | 0.638 | 0.397 [ 0.293 ] 0.278 [ -0.293 | 0.318
p|0.722 { 0.700 [ 0.511 [0.236 | 0.484 [ 0.000 [ 0.609 | 0.002 | 0.000 0.018 [ 0.000 | 0.001 [0.013] 0.018 | 0.013 | 0.007
MET.L kk| 0.024 | 0.021 ]0.141]0.372] 0.224 ] 0.726 |-0.153] 0.698 | 0.255 [ 0.279 | 1.000 ] 0.156 | 0.766 | 0.553 [ 0.725 | -0.729 | 0.612
"1 p10.840 | 0.860 [0.238 [ 0.001 | 0.058 [ 0.000 | 0.201 | 0.000 | 0.030 ] 0.018 0.190 ] 0.000 ] 0.000 ] 0.000 | 0.000 | 0.000
UM kk|-0.030] 0.072 ] 0.037]0.187]-0.014] 0.503 | -0.083 | 0.325]0.710 { 0.638 | 0.156 | 1.000 | 0.354 {0.384 | 0.310 [ -0.315 | 0.282
p0.803  0.546 [0.757 [ 0.117{ 0.908 [ 0.000 | 0.489 | 0.005 | 0.000 | 0.000 | 0.190 0.002 {0.001 | 0.008 | 0.007 | 0.017
Ki67 kk| 0.000 | -0.031 [ 0.05310.352] 0.197 | 0.818 | -0.059]0.697 | 0.347 | 0.397]0.766 | 0.354 | 1.000 | 0.585] 0.775 [ -0.794 | 0.667
p | 1.000 | 0.798 [0.661 [0.002 | 0.098 | 0.000 | 0.625 | 0.000 | 0.003 | 0.001 | 0.000 | 0.002 0.000 [ 0.000 | 0.000 | 0.000
CD105 kk|-0.099] -0.012 | 0.024 ] 0.328 | 0.043 | 0.630 | 0.023 | 0.622 | 0.384 [ 0.293 | 0.553 ] 0.384 | 0.585 | 1.000 [ 0.566 | -0.578 | 0.646
p 0408 0.922 [0.840[0.005 [ 0.721 [ 0.000 | 0.851 | 0.000 | 0.001 ] 0.013 ] 0.000 | 0.001 | 0.000 0.000 | 0.000 { 0.000
STMNI1 kk| 0.079 | 0.033 ]0.172]0.607] 0.181 | 0.865 | -0.148 | 0.713 ] 0.277 [ 0.278 ] 0.725] 0.310 | 0.775 [ 0.566 [ 1.000 | -0.829 | 0.768
r|0.51210.784 [0.148 [ 0.000 | 0.129 [ 0.000 | 0.214 ] 0.000 | 0.018 ] 0.018 | 0.000 | 0.008 | 0.000 | 0.000 0.000 | 0.000
E-cadh kk| 0.077 | 0.015 ]-0.060]-0.515]-0.171]-0.875]-0.013]-0.726{-0.311{-0.293]-0.729{-0.315[-0.794 [-0.578| -0.829 | 1.000 | -0.708
p[0.519 [ 0.904 ]0.617[0.000] 0.150 | 0.000 | 0.912 | 0.000 | 0.008 | 0.013 | 0.000 | 0.007 | 0.000 | 0.000 [ 0.000 0.000
VEGF kk| 0.105 | -0.073 ] 0.074 1 0.578 ] 0.153 ] 0.782 ]-0.133]0.563 1 0.278 [ 0.318 ] 0.612 | 0.282 | 0.667 | 0.646 [ 0.768 | -0.708 | 1.000

p| 0378 | 0.543 [0.537[0.000 | 0.199 [ 0.000 [ 0.264 | 0.000 | 0.018 | 0.007 | 0.000 | 0.017 | 0.000 | 0.000| 0.000 | 0.000

MET. : CD [STMN

parametri | POL | STAR | Lok | PT.st|HG.tu|AC.St{MAK| ILS | IKS | PNI L& UM | Ki67 e ; E-cadh|VEGF

*signifikantno p<0.05, kk/ Spearman / koeficijent korelacije

U kolorektalnom adenokarcinomu odli¢cna korelativna povezanost definisana visoko

znacajnim 1 negativnim koeficijentom (r=-0.875), postoji izmedu E-cadherina 1 Astler Coller
stadijuma, zatim pozitivna izmedu Stathminl i Astler Coller stadijuma (r=0.865), a dobra, pozitivna
1 znacajna izmedu ovih stadijuma Ki67 (r=0.818) i VEGF (1r=0.782). Slabija, ali u rangu umerene je
pozitivna i znac¢ajna korelacija CD105 1 Astler Coller stadijuma (r=0.630) (tabela 31).

U medusobnoj korelaciji ekspresije E-cadherina, Stathminl, Ki67, VEGF 1 CD105, dominira
po negativnoj povezanosti 1 signifikantnosti korelacija Sthatminl 1 E-cadherin (r=-0.829). Obrnuta
proporcionalnost (negativan predznak korelacije) znaci da sa povecanjem ekspresije E-cadherin-a
opada nivo ekspresije Sthatminl, i obrnuto. Sledi negativna korelacija E-cadherin-a i Ki67 (r=-0.794),
zatim E-cadherin-a 1 VEGF (r=-0.768), kao i umerena povezanost E-cadherinai CD105 (r=-0.578).

Ki67 je u dobroj, negativnoj i1 zna€ajnoj korelaciji sa E-cadherinom (r=-0.794), u dobroj,
pozitivnoj 1 znacajnoj korelaciji sa Stathminl (r=0.775), VEGF (r=0.667) 1 u umerenoj korelaciji sa
CD105 (1=0.585).
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CDI105 je u umerenoj, pozitivhoj i znacajnoj korelaciji sa Stathminl(r=,0.566), Ki67(

r=0.5859, VEGF (r=0.646) i umerenoj negativnoj sa E-cadherinom (r=-0.578).

Stathminl je u dobroj, negativnoj i znacajnoj korelaciji sa E-cadherinom (r=-0.829), u dobroj
1 pozitivnoj sa VEGF (1=0.768) 1 Ki67(r=0.775) 1 u umerenoj povezanosti sa CD105 (r=0.566).

VEGEF je u dobroj, pozitivnoj i znacajnoj vezi sa Stathminl(r=0.768), i sli¢noj, ali negativnoj
sa E-cadherinom (r=-0.829), zatim sa Ki67 (r=0.667) i CD105(r=0.646) .(tabela 31).

5.2.6. ROC analiza

Primenom ROC (receiver operating characteristics) analize odredene su grani¢ne vrednosti
nuklearno proliferativnog antigena (Ki67), markera angiogeneze (CD105) 1 regulatornog proteina

Stathminl, iznad kojih se, sa visokom pouzdanosc¢u, moze tvrditi da ¢e kolorektalni adenokarcinom

biti u progresiji sa pojavom i uvecanjem metastatskog potencijala. (grafikon 19).

Visoko signifikantna vrednost povrsine ispod krive AUC (area under the curve), pokazuje da

su dobijene cut off vrednosti, uz visoku senzitivnost i specificnost, pouzdani dijagnosticki markeri

progresije kolorektalne karcinogeneze. (tabela32).

Najveci predikcioni potencijal (performanse) u progresiji kolorektalnog adenokarcinoma ima

STMNI, zatim Ki67, i na kraju CD 105 (tabela 32).
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Grafikon 19. Odredivanje grani¢nih vrednosti parametara u predikciji

razvoja kolorektalnog adenokarcinoma.
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Tabela 32. Karakteristike grani¢nih vrednosti (Cut off) — ROC analiza

Parametri AUC p CI (95%) Cut off Senzitivnost | Specificnost
Stathmin1 0.982 <0.0001 0.951-1.013 1891.50* 97.3% 91.4%
Ki67 0.956 <0.0001 0.902-1.011 2902.68* 97.3% 91.4%
CD105 0.860 <0.0001 0.775-0.944 565.07* 73.7% 74.3%
AUC- Area Under the Curve *broj pozitivnih ¢elija u tkivu mm?2 CI- interval poverenja

5.2.7. Regresiona analiza

Kako je prethodna korelaciona analiza pokazala da je jaCina povezanosti, nuklearnog
proliferativnog antigena (Ki67), markera angiogeneze (CD105) i regulatornog proteina Stathminl,
znacajnaivrlo visoka, to je posluZilo kao osnov za primenu regresione analize. Jednacine pojedinacne,
linearne povezanosti svakog od navedenih markera i progresije kolorektalnog adenokarcinoma (preko
Astler Coller stadijuma), prikazuju grafikoni 20. 21 1 22.

—Linear (Ki67)

25
= g vE 3 HE56E — =
g R =10.6696
el
E 1
£ 05
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0 1 2 3 4 5 6
Astler Coller ' stadijum

R2- Koeficijent determinacije regresionog modela

Grafikon 20. Linearna zavisnost ekspresije Ki67 i

stadijuma razvoja kolorektalnog adenokarcinoma

—Linear (CD105)
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R2- Koeficijent determinacije regresionog modela

Grafikon 21. Linearna zavisnost ekspresije CD105 i
stadijuma ratvoja kolorektalnog adenokarcinma
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—Linear (STHM1)
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Grafikon 22. Linearna zavisnost ekspresije Stathminal i
stadijuma razvoja kolorektalnog adenokarcinoma

U nastavku primene regresione analize cilj je bio da se ustanovi model koji bi predstavljao vezu
zavisne promenljive, koja je u ovom slucaju predstavljala progresiju kolorektalnog adenokarcinoma i
seta nezavisnih promenljivih. Set nezavisnih promenljivih €inili su svi relevantni parametri razmatrani

u pojedinacnim analizama ove studije. Primenjena je viSestruka stepwise linearna regresija.

Visestruka regresija daje model u koji su ukljuene sve varijable sa kojima je analiza i
zapoceta, bez obzira na njihov razli¢iti znacaj, a takode i u slucaju kada je prisutna velika multi-
kolinearnost. Stepwise regresija omogucuje da se prevazide problem multi-kolinearnosti i sa
nezavisnim varijablama koje su od malog znacaja. Kada je multi-kolinearnost velika, onda mnoge
varijable imaju slicno znacenje, pa nije potrebno da sve one budu ukljucene u model. Stepwise
regresija omogucava da se eliminiSu varijable koje se preklapaju sa drugima i zbog toga malo ili
uopste ne doprinose ta¢nosti u predvidanju modela. Kao rezultat ovog pristupa dobija se novi model
sa manjim brojem nezavisnih varijabli koji je isto toliko dobar koliko i model u kojem se nalaze sve

nezavisne varijable.

U finalnom modelu (model 5) za predikciju razvoja kolorektalnog adenokarcinoma najveci,
udruZeni, znacaj imaju varijable: E-cadherin, STMNI1, udaljene metastaze, pT stadijum iproliferativni
Ki67 antigen (tabela 32).
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Tabela 32. Regresioni model - Stepwise (korak po korak —od 1 do 5)

Coefficients®
Nestandardizovani Standardizovani . Sig.
Model koeficijenti koeficijenti
B* St. greska Beta*
1(Constant) 4.032 101 39.790 .000
E-cadh -1.981 131 -.875 -15.108 .000
2(Constant) 2.661 286 9.298 .000
E-cadh -1.139 202 -.503 -5.643 .000
STMN1 726 144 448 5.027 .000
3 (Constant) 2.582 246 10.505 .000
E-cadh -1.044 174 -461 -5.995 .000
STMN1 667 124 412 5.366 .000
UM .959 188 231 5.096 .000
4 (Constant) 1.641 360 4.562 .000
E-cadh -1.029 162 -454 -6.346 .000
STMN1 509 125 314 4.074 .000
UM 962 175 231 5.493 .000
pT.stad 401 118 170 3.388 .001
5 (Constant) 460 461 .999 321
E-cadh -.762 .166 -.336 -4.599 .000
STMNI1 .320 126 197 2.547 .013
UM .865 163 .208 5.307 .000
pT.stadijum S17 113 219 4.565 .000
Ki67 .648 176 .248 3.678 .000
Zavisna varijabla: Astler Coller stadijum
t- testSig.- znacajnost pojedinih varijabli

Nestandardizovani regresioni koeficijenti B* mogu biti u jednacini za izrac¢unavanje predikcije
zavisne varijable. Negativna vrednost ukazuje na negativnu povezanost. Povecanje vrednosti nezavisne
varijable rezultuje smanjenjem vrednosti zavisne varijable. U multiploj regresiji koeficijenti daju
1znos promene zavisne varijable za jedinicnu promenu nezavisne (eksplanatorne) varijable, uslovno
kad su sve ostale varijable nepromenjene. Standardizovani koeficijent Beta* koristi se za tumacenje

relativnog znacaja pojedinih varijabli.

Koeficijent determinacije finalnog regresionog modela iznosi (R Square= 0.912), Sto govori
da je oko 91% varijabili tezan ishodne varijable Astler Coler stadijum objasnjeno varijabilitetom
statisticki znacajnih regresora iz tabele: E-cadherin, STMNI, udaljene metastaze (UM), pT stadijum,

proliferativni Ki67antigen.
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Tabela 33. Karakteristike modela 1 do 5

1 .875a 765
2 .910b .828
3 .936¢ .876
4 .945d .894
5 .955¢e 912
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6.DISKUSIJA

6.1. Klinicko-patoloske karakteristike kolorektalnog karcinoma

Prema podacima Globocana u 2012. od karcinoma svih lokalizacija je obolelo 14 miliona
ljudi. Od ukupnog broja obolelih kod 10% ili oko 1.360.000 ljudi je dijagnostikovan kolorektalni
karicnom, §to ga stavlja na tre¢e mesto po ucestalosti oboljevanja od svih karicnoma. Postoji porast
incidencije kolorektalnog karcinoma u visokorazvijenim zemljama (koja se vise nego udvostucila
u odnosu na sredinu 70-ih godina proslog veka) i sada je skoro 3x veca nego u srednje i slabo
ekonomski razvjenim zemljama. Incidenca kolorektalnog karcinoma je 30/100.000 u Severnoj
Americi, Australiji, Novom Zelandu i Japanu u odnosu na manje od 5/100.000 u Africi i delovima
Azije. Kolorektalni karcinom je ne tre€em mestu po ucestalosti u muskoj populaciji (10%) i na
drugom mestu kod Zena (9.2%)(39)

Prema Globocanu iz 2018. god., karcinom debelog creva je i dalje drugi vodec¢i uzrok smrti od
raka posle raka pluca, sa ukupno 881.000 preminulih osoba. U pogledu globalne incidencije, ovaj
tumor 1 posle 6 godina zadrZava svoje tree mesto posle raka pluca i dojke, sa 1,8 miliona novih

slu¢ajeva prijavljenih u 2018. godini (2).

Prethodne studije su izvestile da je petogodiSnja stopa prezivljavanja od kolorektalnog
karcinoma oko 64%, ali nedavni izveStaj Li 1 sar., 2020. god. ukazuje da petogodiSnja stopa

prezivljavanja metastatskog kolorektalnog karcinoma iznosi samo 12% (345).

Maligni tumori u Srbiji predstavljaju drugi vodeéi uzrok obolevanja i to odmah posle
kardiovaskularnih bolesti. Karcinom kolorektuma je, na osnovu standardizovane stope incidence
drugi vode¢i uzrok obolevanja od karcinoma u Srbiji i to u Zenskoj iza raka dojke a u muskoj
populaciji iza raka pluca. U Srbiji standardizovana stopa incidencije za karcinom kolorektuma, prema
izvestaju Nacionalnog vodica dobre klinicke prakse za dijagnostikovanje i leCenje raka kolona i
rektuma, iznosi 27/100.000 stanovnika (308).

Rizik za nastanak kolorektalnog karcinoma poc€inje da raste nakon Cetrdesetih godina Zivota,
sa znacajnim porastom izmedu 50-55 godine 1 sa svakom narednom dekadom Zivota rizik se
udvostrucuje (46,48). Medutim ¢ini se da postoji porast oboljevanja od ovog tumora medu mladima
1 po americkim izvorima kolorektalni karcinom postaje uobicajeni tip novootkrivenih karcinoma kod
muskaraca 1 Zena u starosnoj grupi od 20. do 49.godina. Tako da, nasuprot smanjenju incidence
karcinoma debelog creva u starijih osoba, dolazi do povecanja stope incidence kod ljudi ispod 55.

godina Zivota i to oko 2% godis$nje u poslednjih deset godina (120)
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Kolorektalni karcinom nastaje kao posledica sloZene interreakcije izmedu nasledne

predispozicije i uticaja faktora iz spoljasnje sredine (1,58,65,66,69,82,94).

Najveci broj kolorektalnih karcinoma pripada grupi sporadi¢nih karcinoma, a manji broj njih
nastaje zbog poznatih genetskih sindroma. To ukazuje na snaznu ulogu Zivotne sredine u razvoju ovog
tumora. Medutim, treba imati na umu da genetski faktori mogu izmeniti efekte okoline u predispoziciji
za ovu bolest (55,66,75).

Oko 25% pacijenata sa kolorektalnim karcinomom ima pozitivnu porodicnu anamnezu §to
govori u prilog znacajne uloge i genskih faktora u patogenezi ovog tumora. Nasledni kolorektalni
karcinomi se dele na familijarnu adenomatoznu polipozu (FAP), povezanu sa delecijom 5q21
hromozoma i nasledni nepolipozni karcinom kolona (HNPCC), koji je takode autozomno-dominantna
bolest (1,55,58).

Danas se zna da u patogenezi kolorektalnog karcinoma postoje tri patogenetski razli¢ita puta.
Prvi i najces¢i je APCP kateninski put poznat kao sekvenca adenom-karcinom ili put hromozomske
nestabilnosti-CIN, koji je registrovan u oko 85% kolorektalnih carcinoma (90,93,94). Adenomatozne
polipe treba razlikovati od juvenilnih polipa i hamartoma. Adenomatozni polipi su obi¢no vegetantne
strukture iznad ravni sluzokoze, a mogu da rastu na peteljci (pedunkularni) ili da Sirokom bazom
nalezu na sluzokozu (sesilni). U odnosu na histoloski obrazac rasta adenomatozni polipi se dele
na tubularne, vilozne i tubulo-vilozne, pri ¢emu vilozni histoloski tip ima vecu ucestalost maligne
alteracije od tubularnog tipa. Postoji zapazanje da, bez obzira na histoloski tip, veliki polipi posebno
ve¢i od 10mm znatno ¢eS¢e podlezu malignoj alteraciji, a takode se smatra da ucestalost maligne

alteracije zavisi i od broja adenomatoznih polipa (1,3,32).

Adenom-karcinom sekvenca je povezana sa brojnim genskim alteracijama koje perzistiraju
tokom duzeg vremenskog perioda, pri ¢emu dolazi do nagomilavanja visestrukih mutacija. Promene
pre svega nastaju na APC genu 1 one su odgovorne za promene u atherenciji ¢elija 1 poremecaje
proliferacije i apoptoze (93,95). Zatim se javljaju mutacije KRAS gena koje stimuliSu proliferaciju
¢elija, 1 delecija DCC supresornog gena i mutacije supresornog p53 gena koje igraju klju¢nu ulogu

u tranziciji adenoma u karcinom (94,95,97).

Oko 15% kolorektalnih adenokarcinoma nastaje mehanizmom mikrosatelitske nestabilnosti
(MSI). Ovi tumori imaju bolju prognozu prilagodenu stadijumu u poredenju sa mikrosatelitski
stabilnim (MSS) tumorima, ali se ¢ini da su otporni na lecenje S-fluorouracilom (101,384).
Mikrosateliti su ponavljaju¢e sekvence DNK koje su sklone greskama tokom replikacije DNK ako je
MMR (Mismatch repair) sistem neispravan. MSI se definiSe kao promena u duzini mikrosatelitskih
sekvenci. Tipi¢no se procenjuje analizom dva mononukleotidna ponavljanja (BAT-25 i BAT-26) i tri
dinukleotidna ponavljanja (D2S123, D5S346 i D17S250), poznatim kao Bethesda panel, poredenjem
izmedu DNK uzoraka ekstrahovanih iz normalnog 1 tumora tkiva istog pacijenta (104). Indirektna
analiza MSI statusa moze se dobiti imunohistohemijskim ispitivanjem ekspresije MMR proteina,

koji su prisutni u normalnim ¢elijama, ali pokazuju gubitak ekspresije u ¢elijama MSI tumora (384).

135



Tre¢i karcinogeni mehanizam je hipermetilacija genoma (CIMP) koja dovodi do inaktivacije
transkripscije gena koji imaju ulogu u tumorskih supresora. U ranoj fazi nastanka CIMP tumora
registrovane su BRAF mutacije. BRAF 600 mutacija je identifikovana u oko 19% sporadi¢nih
kolorektalnih karcinoma. Hipermetilacija promotera u MLH1sporadi¢cnom kolorektalnom karcinomu
nadena u 83%-100% tumora, ali i u oko 15% obolelih sa Lin¢ sindromom, $to znatno komlikuje
diferencijalnu dijagnozu (95).

Zapazeno je da je prezivljavanje obolelih od kolorektalnog karcinoma povezano sa
molekularrnim subtipovima tumora klasifikovanim na osnovu MSI, CIMP, BRAF-i KRAS mutacija.
Tako je u grupi sa MSI-H tumorima nadena najviSa stopa petogodiSnjeg prezivljavanja (oko 90%-
93%), a iza njih sledi grupa sa MSI-L/MSS tumorima bez CIMP ili BRAF i KRAS mutacija sa
petogodi$njim prezivljavanjem od oko 72%. Pacijenti sa CIMP 1 BRAF mutacijama imali su stopu
petogodis$njeg prezivljavanja od oko 49% (385).

Od spoljasnjih faktora koji povecavaju rizik za nastanak kolorektalnog karcinoma najcesce se
isti¢u hrana bogata mesom i mastima zivotinjskog porekla, pusenje, konzumacija alkohola,gojaznost
i fizicka neaktivnost. Studije o uticaju ishrane na predispoziciju kolorektalnog karcinoma su uglavnom
kontradiktorne, ali je ipak u literaturi istaknuto da je najveci rizik od kolorektalnog karcinoma

zabelezen u grupi sa velikom konzumacijom mesa (70,71,72,75,87,89,386).

Istrazivanja veze izmedu promenljivih faktora zivotne sredine, poput stila Zivota i ishrane, 1
molekularnih puteva povezanih sa kolorektalnim karcinomom pokazala su da je gojaznost povezana
sa visokim nivoom leptina i leptin receptora, da je rizik za karcinome rektuma koji sadrze mutacije p53
1 KRAS manji kod osoba sa visokim nivoom fizi¢ke aktivnosti. Takode je uoceno da pusSenje cigareta
povecava rizik od MSI- , CIMP pozitivnog i BRAF mutiranog kolorektalnog carcinoma. Vec¢ina
studija nije mogla da pronade povezanost izmedu specificnih molekularnih podtipova kolorektalnog
karcinoma i unosa alkohola (386).

Simptomi kolorektalnog karcinoma najceS¢e zavise od anatomske lokalizacije tumora u
kolonu. Na primer ukoliko je tumor lokalizovan u ceko-ascedentnom kolonu, gde je lumen S§iri nego
u ostalim delovima kolona, a stolica relativno tecna, ¢ak ni veliki tumori ne moraju da izazivaju
opstruktivne simptome. Sa druge strane tumori lokalizovani u popre¢nom kolonu, u kome je stolica
kompaktna, a lumen uzi, tumori obi¢no rastu intramuralno i prstenasto zahvataju Citav zid kolona, pa
se kao vodeci pojavljuje opstruktivni simptom sa bolovima nakon jela, meteorizmima i naizmeni¢nom
smenom opstipacije i dijareje, a ne retko se moze razviti ileus sa perforacijom creva. Tumori u
ascedentnom kolonu koji najces¢e imaju ulcerativni nacin rasta, dovode do hroni¢nog gubitka krvi,
uglavnom se prezentuju anemijom, umorom, slabos¢u, angioznim bolovima, palpitacijama 1 dr.
Tumori lokalizovani u rektosigmoidnom kolonu su povezani sa laznim pozivima na stolicu, suzenim

promerom stolice 1 pojavom svetle krvi u stolici (32,119,251,296).

Nespecifi¢ni simptomi, u ranoj fazi bolesti, ponekad stvaraju teskoc¢e u diferencijalnoj klinickoj
dijagnozi, sa drugim malignim tumorima lokalizovanim u jetri i zu¢nim putevima, Zelucu, pankreasu

ili u genitalnim organima kod Zena. U ovim sluc¢ajevima, medicinske dijagnosticke procedure imaju
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glavnu ulogu u dijagnozi 1 lecenju. Ipak, kolonoskopija ostaje najvaznija metoda ispitivanja tumora
debelog creva u ovom trenutku. Vecina studija podrzava ideju da kolonoskopija predstavlja zlatni
standard za dijagnozu i pracenje kolorektalnog karcenoma (120). Kolonoskopija osim $to omogucuje
uzimanje biopsijskih uzoraka, omogucava pregled ¢itavog kolona, a pruza i moguénost uklanjnanja

pridruzenih adenoma (135,136).

Nakon gradiranja, stadiranja 1 uspostavljanja definitivne dijagnoze, terapija kolorektalnog
karcinoma najcesce zavisi od stepena prosirenosti bolesti, odnosno od stadijuma tumora, pri ¢emu je
neophodno ista¢i da je savremeno stadiranje tumora znatno modifikovano uvodenjem novih, posebno
molekularnih metoda dijagnostike (246). Prva terapijska metoda je najcesce hirurska, a izbor hirurske
tehnike uglavnom zavisi od lokalizacije tumora, nacina lokalnog Sirenja tumora, od anatomije krvnih
sudova kolona i dr (298,299,300). Obi¢no postoperativno sledi hemoterapija i/ili radioterapija
(306,313,314,315).

Poslednju deceniju se u nau¢noj javnosti i klini¢koj praksi u terapiji kolorektalnog karcinoma
snazno podrzava koncept personalizovanog le¢enja koji podrazumeva optimalno leCenje pacijenata u
skladu sa njihovim licnim genetskim i molekularnim karakteristikama njihovih tumora (20,216,220).
Novim terapijskim pristupom i primenom ciljane terapije, molekularno testiranje tumora nakon
operacije dobija vrlo vaznu ulogu. Lekovi za ciljanu terapiju napadaju kancerske ¢elije i posebno

ciljaju strateske tacke za prezivljvanje ¢elija, kao $to su replikacija i migracija (19,213).

Ciljana terapija se deli u dve glavne kategorije: monoklonska antitela i male molekule.
Monoklonska antitela su vestacke verzije proteina imunog sistema koji su dizajnirani za napad na
odredene ciljeve na ¢elijskoj membrani - receptore. Receptori prenose signale iz ¢elijske okoline u
jedro €elije (21). Ciljanjem odredenih receptora se blokira prenos signala za prezivljavanje tumorskih
¢elija. Tipican primer koriS¢enja monoklonskih antitela su Cetuksimab i Panitumumab (receptori
anti-epitelnog faktora rasta-EGFR) koji su razvijeni za terapiju kolorektalnog karcinoma. Poc¢etno
razoCaranje zbog cCinjenice da ti lekovi nisu delovali kod odredenih pacijenata je prevazideno
saznanjem da oni ne deluju kod pacijenata sa kolorektalnim karcinomima u kojima su identifikovane
KRAS genetske mutacije. 1z tog razloga je neophodno ispitati status KRAS mutacije pre nego Sto se
ukljuci anti-EGFR terapija. (213,387).

6.2. Ekspresija koriS¢enih biomarkera u ispitivanim grupama
6.2.1. Ekspresija Ki67/proliferativni indeks (prolDX)

Jedan od najvaznijih bioloskih dogadaja tokom karcinogeneze je nekontrolisana proliferacija
malignih ¢elija, koja definiSe biolosko ponasanje tumora na bazi lokalnog invazivno-destruktivnog
rasta i sposobnosti migracije malignih ¢elija. Iz proliferiSucih Celija je izolovan niklearni proliferativni

antigen za koga je napravljeno monoklonsko antitelo Ki67 (341).

Smatra se da je Ki67 dobar pokazatelj proliferativnog indeksa malignih tumora, jer se nalazi
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u ¢elijama u citavoj proliferativnoj fazi ciklusa, a njegova ekspresija je tokom celijskog ciklusa
strogo regulisana ravnoteZom izmedu sinteze i razgradnje tako da je njegov poluzivot kratak pa se
vizualizuje i postaje detektibilan u jedrima celija tokom srednje-kasne G, faze kada su nivoi niski, a

zatim njegova ekspresija raste kroz S i G, do M faze (342).

Ispitivanjem ekspresije Ki67 odnosno indeksa proliferacije (prolDX) u kolorektalnom
karcinomu, u ovoj studiji, dobijene suapsolutne veli¢ine broja Ki6 7-imunopozitivnih ¢elijaumm?tkiva,
a iz apsolutnih vrednosti proliferativnog Ki67antigena u odnosu na odstupanje od medijane dobijen je
indeks proliferacije (prolDX). Aposolutni broj Ki67-imunopozitivnih ¢elija u jedinici povrSine tkiva
kolorektalnog karcinoma je signifikantno ve¢i od apsolutnog broja Ki67 pozitivnih ¢elija/(prolDX)
u kontrolnij grupi, pri ¢emu je ekspresija Ki67 zapaZzena u 100% slucajeva kolorektalnog karcinoma,

Sto je u saglasnosti sa drugim izvestajima iz literature (120,345,388)

Iako postoji ogromana koli¢ina informacija o strukturi, lokalizaciji i regulaciji Ki67, ipak
su znanja o funkciji ovog proteina ograni¢ena. Jedino sigurno je dokazano da je Ki67 od vitalnog
znacCaja za celijsku proliferaciju jer se uklanjanjem proteina Ki67 pomocu antisense nukleotida
sprecava celijska proliferacija (344). U nekoliko studija je istaknuto da je ekspresija Ki67/prolDX

nezavistan prognosticki faktor za stopu prezivljavanja (389,390,391),

6.2.2. Ekspresija Stathmin 1 (STMN1)

Multifunkcionalni onkoprotein Stathminl osim vazne uloge u montazi i demontazi deobnog
vretena ucestvuje i u kontroli progresije ¢elijskog ciklusa, a ima vaznu ulogu i u regulaciji polariteta

¢elija, proliferacije, celijske migracije, apoptoze i dr.(325,326,327).

Iako jo§ uvek nisu sasvim rasvetljeni molekularni mehanizmi pomoc¢u kojih Stathmin1 ucestvuje
u ¢elijskoj mitozi, ipak postoji usaglasen stav da je njegova aktivnost depolimerizacije mikrotubula
(,,microtubule-depolymering activity*) neophodna za uredno napredovanje celijskog ciklusa. Tokom
prve faze mitoze (profaza) hromatin se kondenzuje u hromozome i mikrotubule formiraju mitotsko
vreteno. T okom prelaska u metafazu vretenasti mikrotubuli se izduZzuju i ,,hvataju* hromozome 1
normalno deobno vreteno dobija karakteristi¢an bipolarni oblik. Tokom anafaze i telofaze fluktuacije
izmedu polimerizacije i depolimerizacije mikrotubula dovode do demontaze deobnog vretena, nakon
¢ega sledi izlazak iz mitoze, pa nakon reorganizacije mikrotubula ¢elija ide u novi Celijski ciklus.
Sve ovo pokazuje da je Stathminl neophodan za formiranje mitotskog vretena prilikom ulaska ¢elija
u deobu, ali i da je neophodan za pravilan izlazak ¢elije iz mitoze (325). Pokazano je da inhibicija
ekspresije Stathminl dovodi do akumulacije ¢elija u G,/M faziama i1 povezana je sa poremecajima
u montazi i demontaZi deobnog vretena. Isti autori su zapazili i da Stathminl uti¢e na regulaciju

¢elijske migracije preko p27 (324).

U naSoj studiji smo intracitoplazmatsku ekspresiju Stathminl verifikovali u 80,55%
kolorektalnih adenokarcinoma. Zhang 1 sar. 2016. su ekspresiju ovog markera nasli u 62.9%

kolorektalnih adenokarcinoma, dok su Osone i sar. 2019. u kolorektalnom karcinomu sa ulceroznim
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kolitisom ekspresiju Stathminl verifikovali u 95,7%, a u kolorektalnom karcinomu bez prateceg
ulceroznog kolitisa ekspresiju Stathminl su nasli u 100% slucajeva (5,325). Kang 1 sar. 2012. su,

ekspresiju Stathminl u Zeluda¢nom adenokarcinomu nasli u 86,5% slucajeva (324).

Dalje smo zapazili da je ekspresija Stathminl izrazena apsolutnim brojem STMNI-
imunopozitivnih ¢elija u mm?tkiva kolorektalnog karcinoma signifikantno ve¢a u odnosu na apsolutne
vrednosti ekspresije STMN1 u kontrolnoj grupi-ne tumorskom tkivu. Ovi nasi nalazi su u skladu sa

drugim izvestajima u literaturi (5,325,338).

Izvestaji iz literature ukazuju da STMN 1-pozitivni tumori u poredenju sa STMN1-negativnim
tumorima pokazuju PIK3CA mutaciju, p53 negativnost i ekspresiju p21. Mutacije PIK3CA aktiviraju
PI3K i AKT signalizaciju ¢ime se promoviSe rast tumora, nezavistan od faktora rasta, i povecava

invazija i metastaziranje. (338)

6.2.3. Ekspresija E-cadherina

Osim uloge u adheziji epitelnih ¢elija, E-cadherin je ukljucen u prenos razli¢itih signalnih
puteva unutar ¢elije (353), u celijsku kontrolu i regulaciju aktivnosti odredenih gena. E - cadherin
takode deluje kao tumor supresorski protein, stiti ¢elije od nekotroliranog rasta i deljenja, a obzirom
na razlicite funkcije, mutiran E-cadherin vrlo lako moze dovesti do narusavanja normalne arhitekture
tkiva, Sto moze dovesti do razvoja bolesti (348). Smanjenje ekspresije E-cadherina u epitelnim
¢elijama dovodi do smanjenog polariteta ¢elija i povec¢anih migratornih i invazivnih karakteristika, a
gubitak E-cadherina stimulise aktivne signale koji iniciraju epitelno mezenhimalnu tranziciju (EMT).
(352)

Imunohistoemijskom analizom ekspresije E-cadherina je zapazeno da postoji znacajna razlika u
ekspresiji ovog markera izmedu tkiva kolorektalnog karcinoma i susednog ne-tumorskog tkiva. Naime,
u kolorektalnom karcinomu je u 52.77% slucajeva konstatovano odsustvo ekspresije E-cadherina, a
takode je zapaZeno da je izrazena ekspresije E-cadherina zna€ajno vise zastupljena u ne-tumorskom
tkivu. Sli¢ne rezultate su publikovali Kim 1 sar. 2016. koji su na uzorku od 689 kolorektalnih
karcinoma, gubitak ekspresije E-cadherina nasli u 52% slucajeva (352). O znacajnim razlikama u
ekspresiji E-cadherina su izvestili i Palaghia i sar. 2016. koji su u znacajnih 64,62% slucajeva
kolorektalnih karcinoma zabelezili abnormalnu ekspresiju (gubitak ili ekspresiju u citoplazmi), dok

su abnormalnu ekspresiju E-cadherina prijavili u 16,67% slu€ajeva normalne sluznice kolona (392).

Disregulacija E-cadherina uglavnom nastaje usled somatske inaktivacije CDHIgena, koja je
¢esto rani dogadaj u kolorektalnoj karcinogenezi (393). Pronadeno je vise od 120 naslednih mutacija
gena CDHI1, a osim u kolorektalnom karcinomu somatske mutacije CDH1 gena su identifikovane i kod
sporadi¢nih difuznih karcinoma zeluca, lobularnog karcinoma dojke, karcinoma jajnika i karcinoma
prostate (394). Jos krajem proslog veka je zapazeno da osobe koje poseduju nasledne mutacije ovog
gena imaju oko 80% vecu verovatnocu za razvoj naslednog difuznog karcinoma zeluca, dok Zene uz

karcinom Zeluca imaju i oko 50% vece Sanse za razvoj lobularnog karcinoma dojke (395).
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6.2.4. Ekspresija Vascular endothelial growth factor (VEGF)

Jedan od najvaznijih i najsnaznijih proangiogenih citokina je VEGF, koji je odgovoran za
diferencijaciju endotelnih ¢elija, njihovu migraciju, proliferaciju i formiranje cevastih formacija.
Povecana ekspresija VEGF moze biti izazvana velikim brojem epigenetskih faktora kao Sto su
hipoksija, nizak pH, inflamativni citokini poput interleukina-6, razli¢iti faktori rasta poput FGF (engl.
Fibroblast growth factor), polni hormoni, razli¢iti hemokini idr. Ostali faktori obuhvataju genetske
promene koje ukljucuju aktivaciju onkogena i inaktivaciju tumor supresornih gena (VHL,p53 , p16,
RAS,RAF,HER2/erbB2(neu) (362,363,368).

U naSem istraZzivanju smo konstatovali znacajnu razliku u ekspresiji VEGF u ispitivanim
gupama, pri ¢emu je u tkivu kolorektalnog karcinoma ekspresija VEGF prisutna u znacajnih 91.6%
slucajeva (34.7% umerena 1 56.9% visoka), dok je u kontrolnoj grupi ekspresija VEGF nadena u
27.8% slucajeva. Znacajne razlike u ekspresiji VEGF izmedu tkiva kolorektalnog karcinoma i ne-
tumorskog tkiva su saopStene 1 od strane drugih autora (17,362,365,366), pri ¢emu su Bendardraf'i sar.
2017. ekspresiju VEGF verifikovali u 100% ispitivanih kolorektalnih karcinoma, Nogues 1 sar. 2020.
u 80%, a Hashim 1 sar. 2010. u 51.9% slucajeva kolorektalnih carcinoma (362,365,366). Heterogeni
rezultati markiranja ekspresije VEGF najverovatnije su posledica koriS¢enja imunohistohemijskih

metoda 1 monoklonskih antitela razli¢ite senzitivnosti.

Za razliku od kolorektalnog karcinoma, u normalnoj sluzokozi debelog creva i adenomima
VEGF se akumulira sa minimalnom ili odsutnom ekspresijom. Povecana ekspresija VEGF znacajno
korelira sa statusom limfnih ¢vorova i udaljenim metastazama. Prezivljavanje pacijenata sa jakom

ekspresijom VEGEF je znatno losije nego kod pacijenata sa slabom ili odsutnom ekspresijom. (362).

VEGF mozZe doprineti angiogenezi stimulisanjem mitogeneze endotelnih ¢elija i indukovanjem
permeabilnosti mikrocirkulacije. Nekoliko izvestaja je pokazalo da maligne ¢elije u kolorektalnom
karcinomu proizvode brojne angiogene faktore rasta, uklju¢uju¢i VEGF, i da je ekspresija VEGF

nezavisni prognosticki faktor u predvidanju prognoze prezivljavanja pacijenta (396).

6.2.5. Ekspresija Endoglina (CD105)

Angiogeneza je znaCajna faza karcinogeneze, budu¢i da je neophodna za rast, invaziju i
metastaziranje tumora. Angiogeneza stimuliSe rast tumora tako S$to novostvoreni krvni sudovi
omogucuju razmenu hranljivih materija i kiseonika perfuzijom, medutim endotelne ¢elije sekretuju
i razli¢ite faktore rasta (Fibroblast Growt Factor — FGF, Insulin like Growth Factor2-IGF2 i
Plateled-derived Growth Factor-PDGF) koji parakrinim putem stimulisu rast tumorskih ¢éelija.Pored
toga endotelne ¢elije na vrhovima kapilara sekretuju enzime kolagenaze, urokinaze i aktivatore

plazminogena koji degradiraju vezivno-tkivnu stromu i tako ubrzavaju migraciju ¢elija (12).

U ovom istrazivanju smo za ispitivanje mikrovaskularne gustine koristili Endoglin (CD105) jer

se endoglinsko antitelo prevashodno vezuje za aktivirane endotelne ¢elije koje ucestvuju u tumorskoj
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angiogenezi (378), a vazna karakteristika aktivnih endotelnih ¢elija je prekomerna ekspresija CD105
(377,380). Registrovali smo da je mikrovskularna gustina (mvdIDX/ CD105 ekspresija) izraZzena
apsolutnim brojem CD105-imunorektivnih ¢elija u mm?znacajno ve¢a u odnosu na mikrovaskularnu
gustinu u susednom ne-tumorskom tkivu. Imunoekspresija CD105 je verifikovana u svim ispitivanim
kolorektalnim karcinomima. Ovi na$i rezultati su u potpunoj saglasnosti sa rezultatima drugih autora
(365,378, 397).

Prognosticki znacaj angiogeneze je bio predmet dugogodisnjih debata u literaturi , a onda je
Weidner 1995. uveo koncept “microvessel density” (MVD)- gustina malih krvnih sudova u samom
tumoru 1 sugerisao ulogu MVD u razvoju metastaza u bolesnika sa karcinomom (398). Ubrzo nakon
toga Giatromanolaki 1 sar. 2000. predlazu “EDVIN” kategorije (Invading edge vs.Inner), ¢ime su
dopunili stav o znacaju neoangiogeneze, a istovremeno dali 1 korisnu informaciju o prognozi tumora.
Po tim kategorijama EDVIN1 tumori (tumori sa niskim MVD na ivici i u centru) imaju bolju prognozu
od EDVIN2 tumora (tumori sa visokom MVD na ivici i niskom u centru), kao 1 od EDVIN 3 tumora

(tumori sa visokom MVD 1 u centru i na ivici) (399).

U nasoj studiji, ekspresija Endoglina bila je prisutna u svim proucavanim slucajevima.
Endoglin je markirao male sudove sa velikom osetljivos¢u u tumoru ili oko njega, ali krvni sudovi u

ne-neoplasti¢nom tkivu nisu ili su samo slabo obojeni Endoglinom.

Povecana mikrovaskularna gustina (MVD) predstavlja indirektni marker intenzivne tumorske
vaskularizacije koji je udruZen kako sa evolucijom bolesti, tako i1 sa prezivljavanjem. Izvestaji iz
literature ukazuju da mikrovaskularna gustina moZze da ukaze na povecan rizik zarazvoj lokoregionalne
rekurentne bolesti (374), a takode se istice da je mikrovaskularna gustina nezavistan prognosticki

faktor prezivljavanja za mnoge maligne tumore (18,32,378).

6.3. Ekspresija koriS¢enih biomarkera u odnosu na

klini¢ko-patoloSke parametere kolorektalnog karcinoma
6.3.1. Ekspresija koris¢enih markera u odnosu na poli starosno doba ispitanika

Ovom studijom je obuhvaceno 72 ispitanika operisanih u Klinickom centru Crne Gore i to 42
osobe muskog pola i 30 zena, pri ¢emu postoji veca zastupljenost ispitanika muskog pola sa preko
70. godina, i Zena u intervalu od 61-70god. U Srbiji se kod oba pola registruje porast stope incidence
kolorektalnog karcinoma sa godinama starosti, tako da je ovaj tumor najucestaliji kod muskaraca od
70-74 godine, a kod Zena sa 75 i vise godina, ali se uo¢ava i porast broja obolelih osoba mladih od
40 godina (308).

U odnosu na rodnu raspodelu, rumunski autori su izvestili da je odnos muskaraca i Zena 2:1

za pacijente sa kolorektalnim karcinomom 1 2.71:1 za pacijente sa premalignim lezijama, §to je u
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skladu sa podacima koji su ve¢ poznati Sirom sveta. Incidenca kolorektalnog karcinoma je uglavnom
veca u muskaraca nego kod Zena, na svim anatomskim segmentima debelog crevo, progresivno se
povecavajuci u debelom crevu, od cekuma do rektuma. Postoji spekulativno objasnjenje da je niza
ucestalost kolorektalnog karcinoma kod Zena verovatno posledica efekata egzogenih i endogenih

hormona, faktora rizika specificnih za pol i bolja svest o vaznosti skrininga kod Zena (120).

Ispitivanjem ekspresije Ki67, odnosno proliferativnog indeksa (prolDX), ekspresije Statminl,
E-cadherina, VEGF 1 Cd105 smo zapazili da nijedan od navedenih markera nije povezan sa polom i

starosnom dobi ispitanika.

Uocili smo da je visok proliferativni indeks nesto ¢es¢iu ispitanika madih od 65.godine Zivota,
ali bez statisticke znacajnosti. U literaturi postoji zapazanje o signifikantnoj povezanosti ekspresije
Ki67/prolDX sa starosnom dobi pacijenata i to tako da je nivo ekspresije Ki67 znacajno visi u
mladih nego u starijih pacijenata (400), Medutim El Otmani i sar. 2020. su nedavno saopstili potpuno
kontradiktorne rezultate i izvestili o znacajnoj korelaciji izmedu visokog proliferativnog indeksa
sa starijjom zivotnom dobi ispitanika sa kolorektalnim karcinomom (401). Osim u kolorektalnom
karcinomu, povezanost indeksa proliferacije sa starijom zivotnom dobi je zapazena i u karcinomu
zeluca. Isti autori su u karcinomu Zzeluca zapazili i signifikantnu povezanost visokog indeksa
proliferacije sa muskim polom (402). U skladu sa naSim rezultatima i u drugim brojnim studijama
nije zapazena znacajna povezanost proliferativnog indeksa sa polom i starosnom dobi ispitanika (120,
391, 403,404).

Broj studija koje su ispitivale klinicki znacaj ekspresije Stathminl u kolorektalnom
adenokarcinomu je vrlo oskudan, ali se moZe slobodno re¢i da je ve¢ina od njih istakla da ekspresija
Stathminl ne zavisi od pola 1 starosti ispitanika i to kako u kolorektalnom, tako i1 u karcinomu Zeluca
(5,338). Sporadicno je saopstena pozitivna korelacija ekspresije ovog markera sa starijim zivotnim

dobom kod pacijenata sa difuznim karcinomom Zeluca (324).

Shodno ocekivanju i podaci o ekspresiji E-cadherina u kolorektalnom karcinomu su
heterogeni, a sporadicna saopstenja o vezi izmedu ekspresije E-cadherina i starosti ispitanika su sasvim
kontradiktorna. Tako su Elzagheid i sar. 2012. (405) 1 Kim 1 sar. 2016. (352) prijavili povezanost
odsustva/smanjene ekspresije E-cadherina sa starijim Zivotnim dobom pacijenata, dok su Palaghia i
sar. izvestili o povezanosti odsustva ekspresije ovog markera sa mladim zivotnim dobom ispitanika
(ispod 50.god) (392). Mi smo u nasoj studiji konstatovali neznatnu prevalenciju odsusva E-cadherina

u ispitanika mladih od 65 god., ali bez statisticke znacajnosti.

Postoji zapazanje da gubitak elspresije E-cadherina stimuliSe Wnt, RhoGTP-aze i EGFR
signalizaciju, za koje se zna da imaju aktivnu ulogu u procesu epitelno-mezenhimne tranzicije
(EMT). Disregulacija E-cadherina, zbog toga, promovise disfunkcije ovih signalnih puteva i uti¢e na

polaritet, prezivljavanje, invaziju i migraciju ¢elija (353).

Signifikantnu povezanost ekspresije VEGF sa muSkim polom, u kolorektalnom karcinomu, su
pre deceniju 1 viSe saopstili Martins i sar. 2013. (406), Poput Saad i sar. 2004. (bilo), Gao i sar. 2016.,
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Bendardafa i sar. 2017. (212), ni mi u nasoj studiji nismo nasli signifikantnu povezanost ekspresije
markera neoangiogeneze (VEGF i CD 105) sa polom i starosnom dobi pacijenata, mada smo uocili

neznatnu prevalenciju umerene i izrazene ekspresije VEGF u grupi ispitanika mladih od 65god.

6.3.2. Ekspresija koriS¢enih markera u odnosu na lokalizaciju i na¢in

tumorskog rasta

U naSoj ispitivanoj grupi kolorektalni karcinom je znacajno ¢e$¢i u rektumu (66.7%) u
odnosu na druge lokalizacije, Sto je u potpunoj saglasnosti sa drugim autorima (120,407). Slede¢i po
lokalizaciji primarnog tumora je ascedentni kolon (desni kolon), a zatim sledi sigmoidni kolon (levi
kolon). Postoji zapazanje da su tumori desnog kolona ¢es¢i kod starijih osoba, kod zena 1 kod crnaca
(32,121). Metastatsko Sirenje se takode razlikuje u zavisnosti od primarne lokacije kolorektalnog
karcinoma. Desnostrani tumori ¢eS¢e metastaziraju u peritoneum, a ve¢i broj levostranih metastazirau
jetruipluca (121). Pored toga, u jednoj studiji, je zapazeno da su ispitanici sa primarnim kolorektalnim
karcinomom smeStenim u levom kolonu imali oko 20% smanjen rizik od smrti u odnosu na osobe sa

primarnim tumorom u desnom kolonu (127).

Sprovedene su brojne studije za utvrdivanje da li postoji trend ka povecanju incidencije tumora
lokalizovanih u desnom kolonu u poredenju sa distalnom lokacijom. Nekoliko autora zakljucilo je da
je distribucija proksimalnog kolorektalnog karcinoma u porastu, medutim, ovi podaci nisu podrzani
od vecine drugih istrazivaca (120).

U ovoj studiji nije identifikovana ni jedna znacajna veza izmedu lokacije primarnog
kolorektalnog karcinoma ni sa jednim klinicko-patoloskim parametrom. Takode nismo uocili znac¢ajnu

povezanost lokalizacije tumora sa ekspresijom ni jednog od ispitivanih markera.

Odsustvo povezanosti ekspresije Ki67/proliferativnog indeksa sa lokalizacijom primarnog
kolorektalnog karcinoma je saopsteno i od strane brojnih, drugih autora (120,391,400,403,404). U
literaturi je pre deceniju i viSe saopStena veza proliferativnog indeksa sa primarnom lokalizacijom
tumorau karcinomu zeluca. Naime, u sporadicnom saopstenju Lazar i sar. 2010., su izvestili o statisticki

znacajnoj povezanosti visokog proliferativnog indeksa sa gastricnim karcinomima lokalizovanim u
kardiji (402).

Mi smo utvrdili da ekspresija Stathmin1 ne zavisi od lokalizacije tumora ali smo, bez statisticke
znacajnosti, uocili prevalenciju (66.7%) niskog indeksa ekspresije Stathminl u kolorektalnim
karcinomima lokalizovanim u sigmoidnom kolonu. Zhang 1 sar. 2016. su takode potvrdili da ekspresija
Stathminl ne zavisi od lokalizacije primarnog tumora (5).

U naSem istrazivanju ne postoji znacajna povezanost ekspresije E-cadherina sa lokalizacijom

primarnog kolorektalnog karcinoma, §to je u saglasnosti sa drugim izvestajima (349, 352,392).

Poput ekspresije predhodnih markera i1 ekspresija VEGF 1 indeks mikrovaskularne gustine

(mvdIDX), u ovoj studiji, ne zavise od lokalizacije primarnog kolorektalnog karcinoma. Ovi rezultati
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su u skladu sa rezultatima drugih autora (396,408,409). Medutim, Bendardafi sar. 2008. su izvestili o

signifikantnoj povezanosti ekspresije VEGF sa lokalizacijom tumora u levom kolonu i rektumu (362).

Nacin rasta tumora u kolorektumu zavisi od faze u kojoj se tumor nalazi u trenutku postavljanja
dijagnoze (119). Zapazeno je da tumori u levom kolonu obi¢no imaju vegetantni nacin rasta. Ovi
tumori su obicno vecih dimenzija, mekane su konzistencije i1 retko izazivaju opstrukcije (3). U
levom kolonu se naj¢esce lokalizuju tumori sa anularnim nac¢inom rasta odnosno rastu prozimajuci
¢itavu cirkumferenciju zida, obi¢no su manjih dimenzija i ¢eS¢e od desnostranih tumora izazivaju

opstrukciju, a ne retko i1 perforaciju zida (32,119).

Najcesce zastupljen nacin tumorskog rasta, ali bez statisti¢ke znacajnosti, u nasoj ispitivanoj
grupi je ulcero-infiltrativni (37.5%), pa slede infiltrativni, vegetantno-infiltrativni i vegetantni nacin

tumorskog rasta.

U nasSoj studiji je ekspresija Stathminl statisticki znacajno povezana sa na¢inom tumorskog
rasta. Najveci broj slucajeva (59.3%) sa visokom ekspresijom Stathminl je zapazen u tumora sa
ulcero-infiltrativnim nac¢inom rasta, a zatim slede tumori sa vegetantno-infiltrativnim 1 infiltrativnim
nacinom rasta. Znacajno odsustvo ekspresije Stathminl je notirano u tumora sa vegetantnim u ulcero-

vegetantnim na¢inom rasta.

Ekspresija VEGF je takode statistiCki znaCano povezana sa nacinom rasta kolorektalnog
karcinoma. U znacajnih 70.4% slucajeva visoka ekspresija VEGF je povezana sa ulcero-infiltrativnim
1u 68.8% sa vegetantno-infiltrativnim tipom rasta. Umerena ekspresija VEGF je najceS¢a u tumora sa
vegetantnim nac¢inom rasta (66.7 %), u kojima je istovremeno verifikovan 1 najveci broj slucajeva bez
ekspresije Stathminl (33.3%). Martins 1 sar. 2013., su takode zapazili znacajnu povezanost ekspresije

ovog markera sa vegetantnim nac¢inom rasta kolorektalnog karcinoma (406).

U ovoj studiji nije nadena znacajna povezanosti proliferativnog indeksa (prolDX), indeksa
mikrovaskularne gustine (mvdIDX) i ekspresije E- cadherina sa na¢inom tumorskog rasta. Za razliku
od nas Kim i sar. 2016. su zapazili signifikantnu povezanost redukovane ekspresije E-cadherina sa

infiltrativnim nac¢inom rasta kolorektalnog karcinoma (352).

Saopstenja u literaturi koja se odnose na ispitivanje zavisnosti ekspresije markera koris¢enih
u ovoj studiji, u odnosu na lokalizaciju i nacin rasta kolorektalnog karcinoma su oskudna, tako da

nismo u mogucnosti da adekvatno uporedimo nase rezultate.

6.3.3. Ekspresija koriS¢enih markera u odnosu na pT status tumora

Patoloski status tumora (pT) se odreduje na bazi anatomske proSirenosti tumora u okolne
strukture (245). Predstavlja nezavistan prognosticki faktor i znacajan je faktor rizika za pojavu recidiva

1 metastaza. Na 35. konferenciji CAP svrstan je u prvu kategoriju prognostickih faktora (246).

U na$oj studiji je zapazeno da je u znacajno visokom broju slucajeva (75.0%) kolorektalni
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karcinom bio sa pT,, a zatim slede tumori sa pT,, pT,ipT, statusom. Sli¢nu distribuciju kolorektalnih
karcinoma u odnosu na pT status su opisali rumunski autori koji su takode najvise slu¢ajeva tumora
verifikovali sa pT,, a zatim sa pT,i pT, statusom (406). pT stadijum je umerenim visoko znacajnim
koeficijentima korelacije povezan sa Astler-Coler stadijumom (r=0.638), invazijom limnih sudova

(r=0.429) 1 metastazama u limfnim ¢vorovima (r=0.732).

Takode smo zapazili da ekspresija svih ispitivanih markera u ve¢oj ili manjoj meri signifikantno

zavisi od pT statusa tumora,

U najzastupljenijem pT, stadijumu visok proliferativni indeks je zastupljen u visokom broju
slucajeva (61.1%), dok je u pT, stadijumu u signifikantno visokom broju slucajeva (91,7%) uoCen
nizak proliferativni indeks (prolDX)/ekspresija Ki67. Korelaciona analiza je pokazala da izmedu
proliferativnog indeksa i pT statusa tumora postoji ne tako jaka, ali znacajna uzajamna povezanost
koja je definisana slabijim ali znac¢ajnim koeficijentom korelacije (r=0.352). Od strane drugih autora
takode je zapazena povezanost prolDX sa pT statusom kolorektalnog carcinoma (400,403). Medutim,
u studiji Badulescu i sar. 2016. nije nadena povezanost ekspresije Ki67 sa pT statusom uz komentar
da kolorektalni karcinomi sa pozitivnom ekspresijom Ki67 u preko 35% imaju vecéi rizik od recidiva i

zbog toga i losiju prognozu (407).

Ekspresija Stathmin1 je znacajno povezana sa pT stadijumom tumora i to tako da je visok nivo
ekspresije Stathmin] u signifikantno visokom broju slucajeva (63%) eksprimiran u pT, stadijumu. U
pT, stadijumu je izostanak ekspresije Stathminl naden u visokom procentu (75%), ali bez statisticke
znaajnosti u odnosu na ucestalost niske ekspresije ovog markera. Korelativnom analizom smo
utvrdili da su Stathminl i pT status povezani visoko znacajnom, umerenim, pozitivnim koeficijentom
korelacije (r=0.607). Pozitivna povezanost Stathminl sa uznapredovanim pT stadijumom opisana je i
od strane drugih autora (5,324), a osim toga ova veza je identifikovana i u difuznom karcinomu Zeluca
(324,338).

Komparativnom analizom proteoma utvrdeno je da je Stathminl visoko znacajan regulatorni
protein u ¢elijama kolorektalnog karcinoma i da su poremecaji u nivoima ekspresije Stathminl imali
za posledicu znacajne promene u c¢elijskoj migraciji, invaziji, adheziji 1 formiranju kolonija (5).
Postoji misljenje da Stathminl utice na pokretljivost ¢elija preko p27(Kipl), pa je u vezi sa tim, in
vitro pokazano da Stathminl stimuliSe pokretljivost kroz ekstracelularni matriks. Takode je, u in vitro
uslovima pokazano i da funkcionalna inhibicija Stathminl smanjuje proliferaciju i invaziju ¢elijskih
linija SGC7901 karcinoma zeluca (324).

Ekspresija E-cadherina je znacajno povezana sa pT stadijumom tumora. Naime, u
signifikantnom broju slucajeva (63%) je registrovan gubitak ekspresije ovog markera u pT, . u 100%
slucajeva u pT, stadijumu, dok je u pT, iu pT, stadijumu znacajna umerena ekspresija E-cadherina.
Ekspresija E-cadherina je visoko znac¢ajnim, umerenim, ali sa negativnim predznakom, koeficijentom
korelacije povezana sa pT statusom kolorektalnog carcinoma (r=-0.515). $to je u saglasnosti sa drugim
izvestajima (408,349), ali se razlikuje od rezultata Elzagheid i sar. 2012., i Palaghia i sar. 2016., koji

nisu identifikovali vezu izmedu ekspresije E-cadherina i pT statusa tumora (392,405).
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Aberacije 1 smanjenje ekspresije E-cadherina izazivaju rupture u kontaktu ¢éelija-Celija, ¢ime
je omoguceno odvajanje i migraciju ¢elija. Osim toga ove rupture vode ka epitelno-mezenhimnoj

tranziciji (EMT), koja ubrzava progresiju, invaziju i metastaziranje mnogih karcinoma (349).

Ekspresija VEGF je znacajno povezana sa pT stadijumom tumora. Zapaza se da upT, stadijumu
postoji visoka ekspresija VEGF u znacajnom broju sluCajeva (66.7%) kao 1 u stadijumu pT, (100%).
U ovom stadijumu visok indeks mikrovaskularne gustine (mvdIDX) /CD105 ekspresija je zastupljen
takode u velikom broju slucajeva, ali bez statisticke znalajnosti u odnosu na nizak mvdIDX. Nizak
indeks mikrovaskularne gustine je u znacajnom broju sluCajeva (83.3%) zastupljen u pT, stadijumu.
Korelativna analiza ukazuje da je ekspresiju VEGF visko znacajnim, umerenim koefcijentom
korelacije (r=0.578) povezana sa pT statusom, dok je indeks mikrovaskularne gustine sa pT statusom
kolorektalnog karcinoma povezan nizim (0.328), ali znacajnim koeficijentom korelacije. Rezultati
Gao i sar. 2016.,su takode pokazali zavisnost ekspresije VEGF od pT statusa tumora, ali Li 1 sar.
2015. 1 Bandardaf'i sar. 2017. (212,409) nisu identifikovali vezu ekspresije VEGF sa pT statusom
kolorektalnog karcinoma. Za razliku od nas, od strane drugih autora nije potvrdena veza indeksa

mikrovaskularne gustine sa pT statusom kolorektalnog karcinoma (396).

Obzirom na heterogenu metodologiju za analizu tumorske angiogeneze tesko je uskladiti
nase rezultate sa analizama drugih autora. Mozda je na nasu analizu vaskularne povrSine uticala
veca prosecna analizirana povrSina preparata tumorskog tkiva ili mozda drugacija raspodela visoko

rizi¢nih ispitanika?

6.3.4. Ekspresija koriS¢enih markera u odnosu na histoloski gradus tumora

Histoloski gradus je od strane CAP svrstan u faktore rizika Ila kategorije, odnosno u faktore
koji verovatno imaju prognosticki znacaj i bitno ih je uvrstiti u rutinski patohistoloski izvestaj, bez
obzira $to je odredivanje histoloskog gradusa u velikoj meri subjektivna kategorija (246). Obzirom da
je histoloski gradus nezavistan od stadijuma tumora, AJCC (American Joint Committee on Cancer)
je histoloski gradus uvrstio u TNM klasifikaciju iz 2010. god. (245). Stepen diferencijacije tumora se
generalno smatra nezavisnim prognostickim faktorom, $to sto ide u prilog Cinjenici da su niske stope

prezivljavanja povezane sa lose diferentovanim tumorima (120).

U naSoj studiji su u najve¢em broju sluCajeva (87.5%) verifikovani srednje diferentovani (HG,)
kolorektalni karcinomi, $to je signifikantna ucestalost koja je saglasna sa rezultatima Florescu-Tenea
1 sar. 2018. (120). Takode smo zapazili da histoloski gradus tumora u nasoj studiji ne zavisi ni od

jednog ispitivanog klinicko-patoloskog parametra.

Iako se gradiranje tumora bazira na stepenu sli¢nosti tkiva tumora sa normalnim mati¢nim
tkivom 1 na broju mitoza u tumorskom tkivu, ipak su rezultati studija o povezanosti proliferativnog
indeksa odnosno ekspresije Ki67 sa histoloSkim gradusom kolorektalnog karcinoma kontradiktorni.
Tako, dok jedna grupa autora (391) isti¢e da ne postoji veza ekspresije Ki67 1 histoloskog gradusa,

Tong i sar. 2020. ukazuju na znacajnu povezanost indeksa proliferacije sa histoloskim gradusom u
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kolorektalnom karcinomu (403). U naSoj studiji nije zapaZena znacajna veza izmedu histoloskog
gradusa 1 indeksa proliferacije, ali je visok prolDX zapazZen u 49.2% srednje diferentovanih i u 80%
loSe diferentovanih kolorektalnih karcnoma bez signifikantne znac¢ajnosti. Poput nas, Melling i sar.
2016., takode nisu identifikovali povezanost ekspresije Ki67 sa histoloskim gradusom u ovom tumoru
(391)

Pored proliferativnog indeksa, u naSoj studiji nije uo¢ena povezanost nijednog od ispitivanih
markera (Ki67, Stathminl, E-cadherin, VEGF 1 Cd105) sa histoloskim gradusom kolorektalnog
karcinoma. Osustvo statisticke znacajnosti izmedu grupa najverovatnije proizilazi iz ¢injenice da je
vecina ispitivanih kolorektalnih carcinoma bila u grupi srednje diferentovanih (HG,), dok je u grupi
lose diferentovanih (HG,) bilo svega 5 1 u grupi dobro diferentovanih (HG,) samo 4 sluCaja. Nakon
raspodele na odsustvo, nizak 1 visok indeks ekspresije markera tesko je dokazati da je 3 ili 4 slucaja

znacajno vise od 1 ili dva slucaja.

U opseznoj meta analizi koja je obuhvatila 1599 dobro- i srednje diverenovana i 775 loSe
diferentovanih solidnih tumora sa razlic¢itih lokacija (ukljucujuci i i kolorektalni karcinom), zapaZeno

je da postoji signifikantna povezanos ekspresije Stathmin1 sa loSe diferentovanim karcinomima (328).

Izvestaji Palaghia i sar. 2016. 1 Christou. i sar. 2017. ukazuju na signifikantnu vezu izmedu
redukovane ekspresije E-cadherina i visokog histoloskog gradusa kolorektalnog carcinoma (349,
392). U vezi sa ovim postoji zanimljivo zapazanje Dass i sar. 2015., o znacajno smanjenoj ekspresiji
E-cadherina na invazivnom frontu kolorektalnog karcinoma u poredenju sa ekspresijom ovog
markera u tumorskom centru. Zbog toga se ocekuje da bi tumorske ¢elije na invazivnom frontu
trebalo da poseduju one osobine koje propagiraju infiltraciju, odnosno gubitak athezije izmedu celija

1 povecéanje epitelno-netenhimne tranzicije, Sto olakSava invaziju (410).

U literaturi postoje brojni izvestaji u kojima je pokazano da ekspresija VEGF 1 indeks
mikrovaskularne gustine ne zavise od histoloskog gradusa kolorektalnog karcinoma (212,396,405),

ali sporadi¢no postoje 1 izvestaji o zavisnosti ekspresije VEGF od histoloskog gradusa tumora (406).

6.3.5. Ekspresija koriS¢enih markera u odnosu na

limfovaskularnu invaziju (LVI)

Najvaznija faza u procesu metastaziranja tumora je limfovaskularna invazija, koja predstavlja
ulazak tumorskih ¢elija u limfne i/ili krvne sudove. O znac¢aju limfovaskularne invazije za prognozu
kolorektalnog karcinoma govoriic¢injenica daje CAP ovaj prametaruvrstio u I kategoriju prognostickih
faktora (246).

Zbog cinjenice da invazija limfatika tumorskim ¢elijama rezultuje metastazama u limfnim
¢vorovima, a invazija vena metastazama u visceralnim organima, postoji preporuka da se u
patohistoloSkom izveStaju napravi razlika izmedu invazije limfnih i invazije krvnih sudova (265,287).
U naSoj studijije potvrdeno daje ivazija limfnih sudova visoko signifikantnim koeficijentima korelacije

povezana sa metastazama u limfnim ¢vorovima (r=0.698) i sa Astler-Coller stadijumom (r=0.756).
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Umereni, ali znacajni koeficijenti korelacije povezuju invaziju limfnih sudova sa pT statusom tumora
(r=0.429), invazijom krvnih sudova (r=0.391), perineuralnom invazijom (r=0.359), i sa udaljenim
metastazama (r=0.325). Za razliku od invazije limfatika, invazija krvnih sudova je u jacoj vezi sa
udaljenim metastazama (r=0.710) 1 sa perineuralnom invazijom (r=0.403), ali je u slabijoj vezi sa
Astler-Coller stadijumom (r=0.468).

U naSoj ispitivanoj grupi invazija limfatika je identivikovana u 54.2 % slucajeva, Sto
se znacajno ne razlikuje od broja slucajeva bez invazije (45.8%), dok je invazija ktrvnih sudova
identifikovana u 15.3% $to se razlikuje od znacajnih 84.7% slucajeva bez invazije krvnih sudova.
Izvestaji o zastupljenosti limfovaskularne invazije u kolorektalnom karcinomu su heterogeni, ali su
Betge i sar. 2012., sumiranjem razlicitih izvesStaja, saopstili da incidenca limfovaskularne invazije u

kolorektalnom karcinomu iznosi izmedu 10% 1 89.5% (267).

Visoka ekspresija svih ispitivanih markera (Ki67, Stathminl, VEGF i CD105) i odsustvo
ekspresije E-cadherina su u statisticki znacajnoj vezi sa invazijom kako limfnih tako i krvnih sudova.
Sve ove veze su definisane znacajnim i visoko znafajnim umerenim do visokim koeficijentima

korelacije.

Nedavno su Jiang i sar. 2019., istakli da je limfovaskularna invazija nezavistan faktor rizika za
prezivljavanje ispitanika sa kolorektalnim karcinonomom, i saopstili da je nepovoljan prognosticki
znacaj limfovaskularne invazije podrzan i u drugim studijama o razli¢itim vrstama raka, kao §to su

rak dojke, rak zeluca i rak prostate (411).

U literaturi postoji uverenje da ekstramuralna invazija vena, koja podrazumeva invaziju vena
izvan muscularis propriae, predstavlja faktor rizika za pojavu netastaza (246). Zapazeno je da je
limfovaskularna invazija ¢es¢a kod tumora sa visokim histoloSkim gradusom 1 sa metastazama u
limfnim ¢vorovima i u jetri (266). U nasoj studiji nije identifikovana povezanost vaskularne invazije
sa histoloskim gradusom tumora, ali je identifikovana znacajna povezanost vaskularne invazije sa

udaljenim metastazama.

6.3.6. Ekspresija koriS¢enih markera u odnosu na perineuralnu invaziju (PNI)

Perineuralna invazija predstavlja prisustvo tumorskih ¢elija oko nervnih struktura ili unutar
nervnih omotaca. Shodno ocekivanju izvestaji o incidence perineuralne invazije u kolorektalnom
karcinomu su heterogeni, ali su Knijn 1 sar. 2016., konsolidacijom rezultata iz 25 studija sa 8483
ispitanika sa kolorektalnim karcinomom izvestili da je ulestalost perineuralne invazije bila 18,2%
u ukupnoj kohorti, 20,6% u karcinomu rektuma 1 14,1% u karcinomu kolona. Takode su istakli da
je ucestalost PNI bila zavisna od stadijuma tumora, sa vrlo niskom ucestalo$¢u u stadijumu I (0,2
%, slucajeva). Tumori bez metastaza u limfnim ¢vorovima (I 1 II stadijum zajedno) pokazali su PNI
u 9,5% sluc€ajeva, tumori u Il stadijumu (ukupno 1840 slucajeva) u 26,3 % 1 tumori sa udaljenim
metastazama u 36,6 % (412). Hu i sar. 2020. su u grupi od 1412 ispitanika PNI nasli u 21% slucajeva

1 zapazili da je PNI povezana sa niZim histoloskim gradusom, vaskularnom invazijom, pT statusom
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1 viSim stadijumima tumora (285), dok smo mi u nasoj grupi ispitanika nasli perineuralnu invaziju
u 18.1% kolorektalnih karcinoma, pri ¢emu smo zapazili visoku signifikantnu povezanost PNI sa
udaljenim metastazama (r=0.638) i sa Astler-Coller stadijumom (r=0.437). Nesto slabija, ali znacajna
povezanost postoji izmedu PNI sa invazijom krvnih sudova (r=0.403), invazijom limfnih sudova
(r=0.359) 1 sa metastazama u limfnim ¢vorovima (r=0.255). Za razliku od Hu i sar. 2020. (285) mi

nismo identifikovali vezu PNI sa histoloSkim gradusom tumora.

Dalje smo konstatovali da su visok proliferativni indeks (proIDX), visok nivo ekspresije
Stathminl, visok nivo ekspresije VEGF, visok indeks mikrovaskularne gustine (mvilDX) 1 odsustvo
ekspresije E-cadherina signifikanto povezani sa perineuralnom invazijom znacajnim i dobrim
koeficijentima korelacije, pri ¢emu najjaca veza postoji izmedu perineuralne invazije 1 visokog

proliferativnog indeksa.

Bez obzira $to je u ovoj studiji u visoko znacajnih 92.3% slucajeva registrovana povezanost
indeksa proliferacije/Ki67 sa perineuralnom invazijom i ta veza definisana znacajnim, dobrim

koeficijentom korelacije (r=0.397), od strane drugih autora ova veza nije identifikovana (413).

Rezultati Zhou i sar. 2015. ukazuju da status PNI znacajno utice na prezivljavanje pacijenata u
IT 1 IIT stadijumu po TNM klasifikaciji (414). U skladu sa ovim, drugi autori su potvrdili da PNI ima
snazan uticaj na prezivljavanje i pojavu recidiva u pacijenata sa kolorektalnim karcinomom. Takode
se smatra da je prognosti¢ka vrednost PNI dobro potkrepljena poput dubine invazije, histoloskog
gradusa, metastaza u limfnim ¢vorovima, limfne i ekstramuralne vaskularne invazije (412). Medutim
perineuralna invazija je od strane CAP, ¢ini se nepravedno, svrstana u IIb kategoriju prognostickih

parametara, odnosno u kategoriju dobro proucenih, ali nedovoljno znacajnih faktora (246).

6.3.7. Ekspresija koriS¢enih markera u odnosu na metastaze u

limfnim ¢vorovima i udaljene metastaze

Metastaze u limfnim ¢vorovima su zbog velikog prognostickog znacaja klasifikovane u I
kategoriju prognostickih parametara i sastavni su deo patohistoloskog izvestaja (246). Postojece
smernice preporucuju identifikaciju najmanje 12 iili viSe limfnih ¢vorova u resekovanom kolonu
(245).

U nasSoj ispitivanoj grupi najveci broj pacijenata nije imao metastaze u limfnim ¢vorovima.
Limfonodalne metastaze su nadene u 18.1% slu€ajeva, pri tome su metastaza u 1- 3 limfna ¢vora
signifikantno ucestalije u odnosu na broj slucajeva sa depozitima u 4-6 ili 7 limfnih ¢vorova. Yim
1 sar. 2017. su limfonodalne metastaze identifikovali u 12.3% kolorektalnih karcinoma. U njihovoj
studiji su dubina 1 Sirina submukozne invazije, limfna invazija, tumorsko pupljenje 1 prisustvo slabo
diferenciranih klastera bili znac¢ajno povezani sa ucestalos¢u limfonodalnih metastaza (415). U nasoj
studiji su metastaze u limfnim ¢vorovima visokim koeficijentima korelacije znacajno povezane sa
Astler-Coller stadijumom (r=0.726), sa invazijom limfnih sudova (r=0.698) i slabijim koeficijentima

korelacije su takode znaCajno povezane sa pT statusom tumora (r=0.372), sa perineuralnom invazijom
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(r=0.279), 1 invazijom krvnih sudova (r=0.255).

Analizom ekspresije markera kori§¢enih u ovoj studiji smo zapazili da je visok proliferativni
indeks znaCajno povezan sa metastazama u limfnim ¢vorovima visoko znacajnim 1 visokim
korelacionim koeficijentom (r=0.766). Visoki nivoi ekspresije Stathminal su takode visoko zna¢ajnim

1 visokim koefijemtom korelacije povezani sa depozitima u limfnim ¢vorovima (r=0.725).

Visoko znacajna veza definisana visokim koeficijentom korelacije (r=-0.729) postoji i izmedu
odsustva ekspresije E-cadherina i metastaza u limfnim zlezdama. Visoka ekspresija VEGF 1 visok
indeks mikrovaskularne gustine (mvdIDX) su visoko znacajnim i dobrim koeficijentima korelacije
povezani sa limfonodalnim metastazama (r=0.612 i r=0.553). Brojne od ovih veza su potvrdene i
od strane drugih autora. Tako su Melling i sar. 2016. i jo§ pre njih Lin i sar. 2008. uocili znacajnu
povezanost indeksa proliferacije sa depozitima u limfnim ¢vorovima (391,400). Zhang i sar. 2016.
izvestili su o povezanosti Stathminl sa depozitima u limfnim ¢vorovima (5) i time izneli potpuno
suprotan stav od Ogina i sar. 2009. koji su nekoliko godina pre saopstili da je ekspresija Stathminl
nezavisna od limfonodalnih depozita i da kolorektalni karcinomi sa visokom ekspresijom Stathminl
imaju dobru prognozu (7). Jaka korelativna veza ekspresije Stathminl sa depozitima u limfnim

¢vorovima je potvrdena i u difuznom karcinomu zeluca (324).

Mi smo zapazili da se ekspresija E-cadherina u odnosu na pN kategoriju smanjuje sa povecanjem
metastaza u regionalnim limfnim ¢vorovima tako da je umerena ekspresija E-cadherina u pNO nadena
u 85.7%, a izrazena u 8.6% slucajeva. Sa pove¢anjem metastaza u broju regionalnih limfnih ¢vorova
ekspresija E-cadherina se smanjuje. Kod prisutnih metastaza u 1-3 limfna ¢vora odsustvo ekspresije
E-cadherina nadeno je u 94.7% slucajeva, kod prisutnih metastaza u 4-6 1 7 1 viSe limfnih ¢vorova

odsustvo ekspresije ovog markera konstatovano je u 100% slucajeva.

Najvazniji koraci u metastaziranju tumorskih ¢elija su uniStavanje celijsko-cCelijskih spojeva,
degradiranje Celijskog matriksa i aktiviranje puteva koji kontroliSu citoskeletnu dinamiku ¢elija raka.
E-cadherin je vazan glikoprotein ekstracelularnog matriksa (ECM) koji igra klju¢nu ulogu u adheziji
¢elija, migraciji, rastu i razvoju raka (210). U ovoj studiji je otkriveno da se E-cadherin smanjivao
sa rastom broja metastatski zahvacenih regionalnih limfnih ¢vorova (kategorija pN) u tkivima
raka. Signifikantna povezanost redukovane i/ili odsutne ekspresije E-cadherina sa metastazama u

regionalnim limfnim ¢vorovima je potvrdena od strane mnogih autora. (349,352,392,405)

U skladu sa nasim rezultatima Saad i sar. 2014. i Gao i sar. 2016. su saopstili znacajnu
povezanost indeksa mikrovaskularne gustine i ekspresije VEGF sa depozitima u limfnim ¢vorovima
(396, 405), ali Li i sar. 2015., u svojoj korelacionoj studiji sa nekoliko markera nisu verifikovali vezu

izmedu ekspresije VEGF i limfonodalnih depozita. (406)

U gastrointestunalnom traktu postoje brojni faktori rasta koji reguliSu angiogenezu, ukljucujuci
proangiogene faktore kao $to je VEGF 1 antiangiogene faktore kao §to je thrombosponcin. Sumirani
rezultati preklinickih 1 klinickih studija sugeriSu da je VEGF predominantni angiogeni faktor

u kolorektalnom karcinomu. U procesu tumorske invazije i metastaziranja kljucni dogadaj je
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neoangiogeneza, a dobro je utvrdeno da je VEGF jedan od najvaZnijih molekula koji promovise
migraciju, proliferaciju i diferencijaciju endotelnih ¢elija. VEGF uti€e na progresiju kolorektalnog
karcinoma 1 stimuliSe rast metastaza (212,362). U prilog ovoga govore i na$i rezultati u kojima
je visoka ekspresija VEGF nadena u 84.2% slucajeva ukoliko postoje depoziti u 1-3 limfna ¢vora.
Medutim sa progresijom kolorektalnog karcinoma i ukoliko je metastazama zahvaceno 4-6 1 viSe od

7 limfnih ¢vorova izrazena ekspresija VEGF se povecala na 100% slucajeva.

Unutarcelijskauloga VEGF kao faktora prezivljavanja ¢elijaje pokazanau eksperimentuu ¢elijskim
linijama kolorektalnog karcinoma kod kojih je gen VEGF izbrisan. Takode u ¢elijama raka debelog creva
kod ljudi, iscrpljivanje VEGF posredovano RNA smanjilo je prezivljavanje ¢elija i povecalo osetljivost
na hemoterapiju. Naknadni eksperimenti validacije pokazali su da je oslabljeno prezivljavanje celija
posledica poremecene signalizacije AKT 1 ERK1/2 (MAPK3/1) signalnog puta. (416)

Pod udaljenim metastazama podrazumeva se Sirenje tumora izvan debelog creva i regionalnih
limfnih ¢vorova, odnosno podrazumevaju se tumorski depoziti u bilo koji neregionalni limfni ¢vor ili
bilo koji organ, zatim Sirenje tumora u peritoneum i pozitivan citoloski nalaz u peritonealnoj te¢nosti
(32,247). Procenjeno je da oko 20% pacijenata sa karcinomom kolona ima prisutne metastaze u vreme

dijagnoze (247). U naSoj ispitivanoj seriji smo udaljene metastaze identifikovali u 11.1% ispitanika.

Korelativna analiza, u naSoj studiji, je pokazala da su udaljene metastaze visoko signifikantno,
sa visokim 1 dobrim koeficijentima korelacije povezane sa invazijom krvnih sudova, perineuralnom
invazijom i Astler-Coller stadijumom tumora (r=0.710; 0.638 1 0.503), a zatim sledi nesto slabija ali

znaajna povezanost udaljenih metastaza sa invazijom limfnih sudova (r=0.325).

U nasoj studiji su visok proliferativni indeks/Ki67, visok nivo ekspresije Stathminl, visok nivo
ekspresije VEGF, visok indeks mikrovaskularne gustine i odsustvo ekspresije E-cadherina povezani
u po 100% slucajeva sa udaljenim metastazama. Ove veze su definisane znacajnim relativno dobrim
koeficijentima korelacije (r=0.354,0.310,0.282;0.384 1 -0.315).

Povezanost indeksa proliferacije sa udaljenim metastazama je saopstena i od strane drugih autora
(400). O vezi izmedu ekpresije Stathminl sa udaljenim metastazama u kolorektalnom karcinomu
gotovo da nema podataka u literaturi, ali je u sporadi¢noj studiji Zhang i sar. 2016. identifikovana

znacajna povezanost Stathminl sa udaljenim metastazama (5).

Za razliku od nasSih rezultata i rezultata Dass 1 sar. 2015. o povezanosti aberantne ekspresije
E-cadherina sa udaljenim metastazama (408), Kim i sar. 2016. u svojoj studiji nisu identifikovali vezu

izmedu ova dva parametra (352).

Nasi rezultati koji se ti¢u povezanosti ekspresije VEGF 1 indeksa mikrovaskularne gustine sa
udaljenim metastazama u saglasnostl su sa drugim autorima (212,406,417 418). Mi smo znacajno
visoku ekspresija VEGF identifikovali u 100% slucajeva metastatskih kolorektalnih karcinoma, $to ide
u prilog shvatanja da se udeo ekspresije VEGF povecava sa progresijom kolorektalne karcinogeneze

u zavisnosti od dubine invazije, prisustva metastaza u limfnim ¢vorovima i udaljenih metastaza (418).
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6.3.6. Ekspresija ispitivanih markera u odnosu na

Astler-Coller stadijum tumora

Odredivanje stadijuma bolesti predstavlja kombinaciju dva ili viSe faktora, pre svega dubinu
infiltracije tumora (pTstatus) i broj zahvacenih limfnih ¢vorova (pN status), a zatim odredivanje
udaljenih metastaza (pMstatus) (280). Novije TNM Kklasifikacije odreduju i limfovaskularnu invaziju
a u najnovijem 8. izdanju TNM Kklasifikacije se ukljucuju bioloski i molekularni markeri, pri ¢emu
je istaknut znacaj prognosti¢kih informacija i personalizovan pristup koji omogucuje odredivanje

terapije na individualnom nivou. (214,247,280)

Po Astler-Coller sistemu klasifikacije (250), koji se rutinski koristi u KCCG, u naSoj
ispitivanoj grupi kolorektalni karcinom se najceS¢e dijagnostikuje u C, stadijumu bolesti (40.7%
slucajeva) u kome su klasifikovani slucajevi kod kojih je primarni tumor probio misiéni sloj zida
creva 1 postoje metastatski depoziti u vise od 4 limfna ¢vora. Zatim po ucestalosti slede slucajevi u
B, stadijumu (29.2%). Za razliku od nas, u studiji Sulzyc-Bielicka i sar. 2018., kolorektalni karcinom
se najceSce dijagnostikuje u B, stadijumu (419). Astler Coller stadijum bolesti je visoko znaCajnim
koeficijentima korelacije povezan sa invazijom limfnih sudova (r=0.756), metastazama u limfnim
¢vorovima (r=0.726), pT statusom (r=0.638), udaljenim metastazama (r=0.503, invazijom krvnih

sudova (r=0.468) 1 perineuralnom invazijom (r=0.437).

Nasi rezultati ukazuju da ekspresija svih ispitivanih markera (prolDX/Ki67, Stathminl,
E-cadherin, VEGF i mvdIDX/CD105) zna¢ajno zavise od Astler-Coller stadijuma tumora.

Zapazili smo da je nizak proliferativni indeks/Ki67 u znacajno visokom broju slucajeva
(90.9% 1 100%) prisutan u kolorektalnih karcinoma u B, i u B, stadijumu, dok je visok prolDX/
Ki67 u znacajno visokom broju sluc¢ajeva (90.0% i 100%) zabeleZen kod tumora u C, i D stadijumu.
Korelaciona analiza je pokazala da su prolDX/Ki67 ekspresija i Astler-Coller stadijum kolorektalnog

karcinoma povezani visoko zna¢ajnim i visokim pozitivnim koeficijentom korelacije (r=0.818).

U saglasnosti sa nasim rezultatima Lou 1 sar. 2019. su u opseznoj meta analizi takode zapazili
znacajnu povezanost ekspresije Ki67/prolDX sa stadijumom tumora i istakli da visoka ekspresija Ki67
znacajno predvida loSe opste prezivljavanje 1 prezivljavanje bez bolesti, uz sugestiju da visoka ekspresija
Ki-67 moze posluziti kao vredan prediktivni biomarker za loSu prognozu kod pacijenata sa kolorektalnim
karcinomom (347). Lin 1 sar. 2008. i Badulescu i sar. 2016. su takode pokazali znaajnu povezanost
ekspresije Ki67 sa stopom prezivljavanja pacijenata sa kolorektalnim karcinomom. (400,407) Potpuno
suprotna zapazanja nalazimo u studiji Melling 1 sar. 2016. koji su saopstili povezanost visoke ekspresije

Ki67 sa niskim stadijumima kolorektalnog carcinoma (391).

Obzirom da je, osim u kolorektalnom karcinomu, povezanost visoke ekspresije Ki67 sa loSim
ishodom bolesti pokazana i u karcinomu endometrijuma, dojke, Zzeluca i u drugim karcinomima
(32,346,402), postoji misljenje da gen koji kodira protein Ki67 ima sli¢nu funkciju u svim tumorima
(403)

U naSoj studiji visoka ekspresija Stathminl je u znacajno visokom broju slucajeva (90.0%

152



1 100%) povezana sa C,i D stadijumom kolorektalnog karcinoma. Ova veza je definisana visoko
zna¢ajnim pozitivnim i jednim od najvisih koeficijenata korelacije u ovoj studiji (r=0.865), Sto govori
u prilog jacine ove veze. U skladu sa nasim rezultatima Zhang i sar. 2016. su takode verifikovali
povezanost ekspresije Stathminl sa stadijumom tumorske bolesti. Pored toga isti autori su ispitujuci
petogodisnje prezivljavanje pacijenata sa karcinomom kolona zapazili da srednje vreme prezivljavanja
kod Stathmin1 pozitivnih pacijenata iznosi 37.5 meseci, dok je srednje vreme preZivljavanja Stathmin1
negativnih pacijenata signifikantno duze i iznosi 57.1 mesec. Autori su univarijantnom analizom

pokazali da je Stathminl nezavistan prediktor prezivljavanja za karcinom kolona (5).

Poredenje ekspresije Stathminl izmedu rane i napredne faze solidnih karcinoma, u jednoj meta
analizi koja je obuhvatila 18 studija, je pokazalo da je ekspresija Stathminl bila znacajno veca u
pacijenata sa uznapredovanim stadijumom (III 1 IV, po TMN Kklasifikaciji) nego u pacijena sa ranim
stadijumima (I 1 II stadijum) (328)

Znacajna povezanost ekspresije Stathminl sa stadijumom tumora je pokazana i u difuznom
karcinomu Zeluca (338). Pokazano je da ekspresija Stathminl korelira sa loSom prognozom i kra¢im
prezivljavanjem u mnogim tumorima poput difuznog karcinoma zeluca, dojke, urotela, jajnika, grlica

materice, melanoma I dr (6,324).

Mi smo takode konstatovali i znacajnu povezanost ekspresije E-cadherina sa Astler-Coller
stadijumom tumora i to tako da je odsustvo ekspresije E-cadherina zabelezeno u po 100% slucajeva
u C,i D stadijumu, dok je pri nizim stadijumima (B, i B)) u visokom broju slucajeva (81.8% i
90.5%) prisutna umerena ekspresije ovog markera. Korelativnom analizom smo pokazali da izmedu
ekspresije E-cadherina i Astler-Coller stadijuma postoji odlicna povezanost definisana visoko
zna¢ajnim 1 najvisim, u ovoj studiji, ali inverznim koeficijentom korelacije (r=-0.875). Nikami 1 sar.
2020. su takode, u skladu sa nasim rezultatima, saopstili inverznu povezanost ekspresije E-cadherina
sa stadijumom kolorektalnog karcinoma (210). Dobro je poznato da je bitan moment koji predhodi
nastanku metastatskog fenotipa smanjenje adhezivnosti izmedu malignih ¢elija ¢ime je omoguceno

njihovo odvajanje od malignih tumora (3,11,352,357).

Christouisar. 2017., su zapazili da je ekspresija E-cadherina u korelaciji sa ukupnim vremenom
prezivljavanja pacijenata sa kolorektalnim karcinomom. Interesantno je 1 njihovo zapazanje da je
ekspresija E-cadherina povecana kod pacijenata koji dobijaju kalcijum i vitamin D, pa sugeriSu
mogucnost koriS¢enja kalcijuma 1 vitamina D kao hemopreventivnih agenasa protiv kolorektalnog
karcinoma (349).

U naSoj ispitivanoj grupi su umerena ekspresija VEGF u B, i visok nivo ekspresije u C, i
D stadijumu signifikantno povezani sa Astler-Coller stadijumom tumora. Koeficijent korelacije
koji povezuje ekspresiju VEGF sa navedenim stadijumima je visoko znacajan i visok (r=0.782).
Poput nas i Gao i sar. 2016. su uocili povezanost ekspresije VEGF sa stadijumom tumorske bolesti
(408). Medutim od strane drugih autora nije identifikovana veza ekspresije VEGF sa UICC TNM
stadijumom kolorektalnog carcinoma (420). Zanimljivo da Bendardraf i sar. u studiji iz 2017 god.

nisu evidentirali povezanost ekspresije VEGF ni sa TNM statusom ni sa stadijumom tumorske bolesti
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po Dukes klasifikaciji (212). Medutim isti autori su u svojoj predhodnoj studiji iz 2008. god. izvestili
0 povezanosti ekspresije ovog markera sa uznapredovanim stadijumom kolorektalnog karcinoma
1 o signifikantno inverznoj korelaciji izmedu VEGF ekspresije 1 desetogodiSnjeg prezivljavanja

pacijenata sa ovim tumorom (362).

Indeks mikrovaskularne gustine (mvdIDX/CD105), u nasoj studiji, takode je u znacajnoj
vezi sa stadijumom tumora po Astler-Coller klasifikaciji. U signifikantno visokom broju slucajeva
registrovan je nizak mvdIDX/CD105 ekspresija u stadijumima B, i B,, dok je visok mvdIDX/
CD105 u znacajno visokom broju sluCajeva registrovan u stadijumima C, i1 D (70% 1 100%).
Ova veza je visoko znacajna (p=0.000) i1 definisana pozitivnim, dobrim koeficijentom korelacije
(r=0.630). Mikrovaskularna gustina je takode povezana i sa ekspresijom VEGF visoko znajnim
pozitivnim koeficijentom korelacije (r=0.646). Saad i sar. su multivarijantnom analizom pokazali
da mikrovaskularna gustina, ali ne i VEGF ekspresija, ima prognosticku vrednost kod kolorektalnog

karcinoma. Takode su pokazali da VEGF ekspresija nije bila nezavisni prognosticki faktor (396).

Nasi rezultati idu u prilog shvatanju da normalne ¢éelije koje su transformisane u neoplasti¢ne
obi¢no nisu angiogene na pocetku karcinogeneze. Eksperimentalne studije su pokazale da je angiogeni
prekidac diskretan dogadaj koji nastaje tokom progresivnih faza karcinogeneze kod miseva. Tumori
kod ljudi se pojavljuju bez angiogene aktivnosti, dugo opstaju u “in situ” fazi (mesecima i/ili godinama)
pa se prebacuju na angogeni fenotip i zato se angiogeni fenotip kod mnogih tumora javlja tek posle
malignog fenotipa. Ovaj angiogeni prekida¢ zavisi od ravnoteze izmedu pozitivnih i negativnih
angiogenih faktora u tumoru. Pozitivni regulatori angiogeneze su VEGF, FGF, angiotenzinl,
interleukin 8 i1 dr. Najpoznatiji negativni regulatori angiogeneze su angiostatin, endostatin, interferon
alfa, genistein idr. VEGF sekretuje veliki broj ¢elija ukljucujuci i tumorske ¢elije. Osim §to je mitogen
za endotelne ¢elije on indukuje i fenestraciju krvnih sudova i time poveéava njihovu permeabilnost
(421).

Kod nekih agresivnih tumora tumorske celije formiraju mikrocirkulatorne kanale, koji su
izgradeni od ekstracelularnog matriksa i samih tumorskih ¢elija. Ovo formiranje kanala nije vaskularni
dogadaj i nosi naziv “vaskularna mimikrija”. Vaskularna mimikrija takode moze odigrati klju¢nu
ulogu kao alternativni put za snabdevanje krvlju kada je angiogeneza inhibirana. Fenomen vaskularne
mimikrije se javlja u brojnim vrstama agresivnih tumora (melanoma, karcinoma dojke, jajnika i dr.),
ukljucujuci i kolorektalni karcinom, a takode je ukljuc¢en u i u sticanje svojstava CSC (cancer stem

cells) indukovanjem epitelne u mezenhimalnu tranziciju (EMT) (422).

Ispitivanja vaskularne mimikrije u ¢elijskim linijama (SW480) humanog karcinoma kolona
ukazuju da su hipoksija, VEGF, matriks metaloproteinaza (MMP), CSC (cancer stem cells) i epitelno-
mezenhimna tranzicija (EMT) vazni medijatori koji reguliSu formiranje vaskularne mimikrije u
kolorektalnom karcinomu (423,424).

U kontekstu ciljane terapije tumora neophodno je imati na umu da u tumorskom tkivu krvni
sudovi postoje u dva oblika: jedan je vaskularna struktura okruzena endotelnim celijama, a drugi

je struktura lumena okruzena tumorskim ¢elijama (vaskularna mimikrija). Prijavljeno je da anti-
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angiogeni lek Bevacizumab nema inhibitorni efekat na vaskularnu mimikriju, $to dovodi do promocije

tumorskih metastaza (424).

6.4. Uzajamni odnosi ispitivanih varijabli

Analizom ekspresije biomarkera Ki67, Stathminl, E-cadherin, VEGF, CD105, klinickih 1
patoloskih parametara u kolorektalnom karcinomu zapazili smo zna¢ajne medusobne veze u pojedinim
uzajamnim odnosima. Da bi odredili meru njihove povezanosti uradili smo korelacionu analizu u kojoj

se znacajnost veze utvrduje znacajnoscu koeficijenta korelacije, a jac¢ina veze njegovom veli¢inom.

ROC (receiver operating characteristics) analiza je koriS¢ena za uporedivanje sposobnosti
razli¢itih biomarkera da identifikuju rizik za progresiju kolorektalnog karcinoma, a visestrukom
regresijom su identifikovani prediktori tranzicije kolorektalnog karcinoma iz nizih u vise stadijume
bolesti.

6.4.1. Medusobna povezanost koriS¢enih biomarkera i
klini¢ko-patoloskih parametara

Korelaciona analiza je pokazala da najjaca korelativna veza u ovoj studiji postoji izmedu
ekspresije E-cadherina 1 Astler Coller stadijuma tumora. Ona je definisana visoko znac¢ajnim visokim
1 negativnim koeficijentom korelacije (r=-0.875). Negativan predznak korelacije oznacava da visSim
Astler Coller stadijumima odgovaraju nize ekspresije E-cadherina. Znacajna korelativna veza
izmedu niskog nivoa 1/ili odsustva ekspresije E-cadherina sa uznapredovanim, viSim stadijumima

kolorektalnog karcinoma je zapazena i od strane drugih autora (210,405).

Po jacini zatim sledi povezanost ekspresije Stathminl sa Astler Coller stadijumom. I ova
veza je definisana visoko znacajnim, nesto nizim, ali pozitivnim koeficijentom korelacije (r=0.865).
Znacajna korelativna veza Stathmin1 sa uznapredovanim stadijumima tumora je osim u kolorektalnom
karcinomu (5), saopstena i u difuznom karcinomu Zeluca (338), u duktalnom karcinomu pankreasa, u

ezofagealnom karcinomu (328) i u karcinomu mokra¢ne besike (340).

Odli¢na korelativna, visoko znacajna pozitivna veza postoji 1 izmedu proliferativnog indeksa/
Ki67ekspresije i Astler Coller stadijuma (r=0.818) i1 nesto slabija ali visoko znacajna povezanost je
zapazena 1 izmedu ekspresije VEGF i Astler Coller stadijuma (r=0.782). Ove korelativne veze ukazuju
da viSim Astler Coler stadijumima odgovaraju visoki nivoi prolDX/Ki67-ekspresije, ekspresije
Stathminl i VEGF. Korelativna veza proliferativnog indeksa/Ki67ekspresije i VEGF ekspresije sa
stadijumom tumorske bolesti su zapaZene i u drugim tumorima poput karcinoma dojke, Zzeluca,
endometrijuma i dr. (13,14,32,346,402).

Visoko znaCajna veza sa dobrim pozitivnim koeficijentom korelacije postoji izmedu

proliferativnog indeksa/Ki67-ekspresije 1 metastaza u limfnim ¢vorovima (r=0766), zatim izmedu
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ekspresije Stathminl 1 metastaza u limfnim ¢vorovima (r=0.725) Visoko znacajna, ali slabija
po jacini je veza izmedu ekspresije VEGF i limfonodalnih metastaza (r=0.612). Odli¢na i takode
visoko znacajna povezanost, definisana dobrim ali negativnim koeficijentom korelacije postoji
izmedu ekspresije E-cadherina i metastaza u limfnim ¢vorovima (r=-0.729). Ekspresija E-cadherina i
Stathminl su takode u vezi i sa invazijom limfnih sudova. Ove veze su definisane visoko zna¢ajnim

1 dobrim koeficijentima korelacije (r=-0.726 1 r=0.713)

U literaturi postoji mnostvo studija i meta-analiza u kojima je identifikovana veza izmedu

ekspresije Ki67, E-cadherina i VEGF sa klinickim 1 patoloSkim parametrima progresije malignih

odnose na ekspresiju Stathminl 1 njegove veze sa parametrima progresije tumora vrlo oskudne, a
uz to 1 kontradiktorne (5,338). Druge znaCajne veze ispitivanih biomarkera sa klinicko-partoloskim

karakteristikama kolorektalnog karcinoma su ve¢ razmatrane u prethodnom poglavlju.

U medusobnoj korelaciji biomarkera koris¢enih u ovoj studiji dominira negativna, visoko
signifikantna korelacija izmedu E-cadherina i Stathminl (r=-0.829). Po jacini povezanosti sledi
visoko znacajna korelacija izmedu E-cadherina i proliferativnog indeksa/Ki67eksoresije (r=-0.794) i
povezanost E-cadherina sa VEGF (r= -0.768). Umerena, ali znacajna veza postoji izmedu ekspresije

E-caherina i mikrovaskularne gustine/ekspresije CD105 (r=-0.578).

Tian 1 sar. 2015. su u zena tokom trudnoce, zapazili povezanost ekspresije Stathminl sa
ekspresijom E-cadherina. Naime, Western blot analizom su pokazali da smanjeni nivoi Stathminl
povecavaju ekspresiju E-cadherina u ¢elijama trofoblasta, pa sugeriSu da STMN1 reguliSe migraciju i
invaziju trofoblasta u endometrijum putem E-kadherin/Bcatenina (327). Ke i sar. 2019. su identifikovali
negativnu korelaciju izmedu Stathminl i E-cadherina, kroz EMT (epitelno-mezenhimnu tranziciju)

u karcinomu Zeluca (7).

U studiji Hu i sar. 2017. je Spesrmanovom korelacionom analizom utvrdena visoko znac¢ajna
negativna korelacija (r= - 0.741) indeksa proliferacije 1 ekspresije E-cadherina u karcinomu zeluca. U
ovoj studiji je indeks proliferacije odreden na osnovu ekspresije PCNA, a senzitivnost i specificnost
negativne ekspresije E-cadherina, u predvidanju trogodiSnje stope prezivljavanja su procenjeni sa
93.33% 1 38.9% (354).

Gao i sar. 2016. su u metastatskom kolorektalnom karinomu i u ¢elijskim linijama karcinoma
kolona konstatovali negativnu povezanost ekspresije VEGF sa ekspresijom E-cadherina (408).
Negativna i znacajna povezanost sa dobrim koeficijentom korelacije (r=-0.684) izmedu ekspresije
E-cadherina i1 ekspresije VEGF je saopStena i u oralnom skvamocelularnom karcinomu. Autori
su znakljucili da E-cadherin i VEGF u kombinaciji mogu biti dobri prediktori rizika od maligne

transformacije oralih lezija (425).

Proliferativni indeks (prolDX/Ki67) je osim sa ekspresijom E-cadherina, visoko znacajnim,
dobrim 1 pozitivnim koeficijentima korelacije povezan sa ekspresijom Stathminl(r=0.794) i1 sa
ekspresijom VEGF (r=0.667), dok je prolDX/Ki67 u umerenoj korelaciji samvdIDX/CD105 (r=0.585).
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Znacajna povezanost proliferativnog indeksa sa Stathmin1 je zapaZena, osim u kolorektalnom
karcinomu, i u drugim solidnim karcinomima poput karcinoma mokrac¢ne besike, Zeluca, ezofagusa,
pluéa, prostate i dr. (324,338,340,426). U nedavno publikovanoj studiji Zhang i sar. 2021. su
izvestili o signifikantnoj povezanosti indeksa proliferacije sa ekspresijom VEGF u rekurentnom
hepatocelularnom karcinomu kod pacijenata koji su bili podvrgnuti ortotopijskoj transplantaciji
jetre (OLT). Autori su istakli da je samo ekspresija VEGF nezavistan prediktor koji predvida recidiv
hepatocelularnog karcinoma nakon OLT (427).

Ekspresija Stathminl je povezana sa ekspresijom VEGF 1 ta veza je definisana visoko
signifikantnim, dobrim koeficijentom korelacije (r=0.768). Nizim, ali takode znacajnim koeficijentom
korelacije (r=0.566) je ekspresija Stathminl povezana sa mvdIDX/CD105-ekspresijom. Ekspresija
VEGEF je povezana sa mikrovaskularnom gustinom umerenim, ali visoko znacajnim koeficijentom
korelacije (r=0.646).

U “basal-like” karcinomu dojke su Askeland i sar. 2020., identifikovali pozitivnu korelaciju
ekspresije Statminl sa ekspresijom VEGF i1 mikrovaskularnom gustinom (MVD). Autori smatraju
da bi Stathminl mogao biti uklju¢en u regulaciju tumorske angiogeneze i to preko HIF-1a i VEGF.
Naime, utvrdeno je da prekomerna akumulacija Stathminl preko PI3K/Akt/mTOR signalnog puta
povecava ekspresiju HIF-1a, koji regulise sekreciju VEGF (326).

6.4.2. ROC analiza (dijagnosticka validnost ekspresije
Stathminl, Ki67 i CD105)

Sa znafajnim porastom indeksa ekspresije Stathminl, proliferativnog indeksa (proIDX/
Ki67) i indeksa mikrovaskularne gustine (mvdIDX/CD105) tokom rasta, diferencijacije i progresije
kolorektalnog karcinoma, stvoreni su uslovi za odredivanje grani¢nih vrednosti Stathminl, Ki67
1 CD105 preko kojih se, sa visokom pouzdano$¢u moze konstatovati da je odredeni onkoprotein

pouzdan marker progresije kolorektalnog karcinoma.

Dijagnosticka validnost svakog od posmatranih markera odredivana je pomoc¢u ROC
(receiver operating characteristics) analize. Granicne, “cut off” vrednosti su dobijene analizom
vrednosti ekspresije ovih proteina u tkivu kolorektalnog karcinoma i u susednom ne tumorskom
tkivu. ”Cut off” vrednost za Stathminl iznosi 1891.50, za proliferativni Ki67 antigen iznosi 2902.68,
aza CD105 565.97.

Vrednost povrsine ispod ROC krive za Stathminl je bila 0,982 (0.951-1.013) sa visokom
znacajno§éu (p<0.0001), za proliferativni antigen Ki67 0,956 (0.951-1.011), takode sa visokom
znacajnoséu (p<0.0001) i za CDI105 iznosi 0.860 (0.775-0.944), isto sa visokom znacajno$cu
(p<0.0001). Senzitivnost za Stathminl i za proliferativni nuklearni antigen Ki67 je iznosila 97.4%,

a specifi¢nost je takode bila identi¢na i za jedan i za drugi marker (91.4%). CD105 pokazuje nesto
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slabiju senzitivnost (73.7%) 1 specificnost (74.3%) u odnosu na prethodna dva markera.

Podaci o senzitivnosti i specificnosti Stathminl u kolorektalnom karcinomu su veoma
oskudni. U meta-analizi u kojoj je ispitivana senzitivnost i specificnost Stathminlu solidnim tumorima
dojke, pankreasa, pluca, zeluca, urotela, ukljucujuci i kolorektalni karcinom, Biaouxe i sar. 2016. su,
registrovali senzitivnost Stathminl za solidne tumore od 73% (70-76%), a specificnost od 77% (73-
81%) (328). Luo 1 sar. 2019. su u karcinomu jednjaka za Statminl zabeleZili senzitivnost od 76.14%
a specificnost od 92% (426), dok je u leiomiosarkomu prijavljena senzitivnost za Stathminl 100%, a
specificnost svega 55% (428)

Li i sar. 2016., su u kolorektalnom karcinomu, za proliferativni Ki67 antigen registrovali
senzitivnost od 86.5%, 1 specificnost od 82.9% (429). Analiziraju¢i dijagnosticke performance
razlic¢itih markera za otkrivanje CIN2+ lezije u grli¢u materice Onyango i sar. 2020., su u ogromnoj
studiji preseka za Ki67 prijavili senzitivnost u rangu od 50-100%, a specificnost u rangu od 39-
90.4%. (430).

Primena ROC analize, u ovoj studiji, za odredivanje grani¢nih vrednosti Stathminl, Ki67 i
CD105 je imala za cilj da odredimo standardni test ¢ija bi ta¢nost bila prihvatljiva u proceni progresije
kolorektalne karcinogeneze. Grani¢na vrednost (“cut off””) je vrednost testa-(upotreba markera) od
kojih pocinje otkrice pozitivnih slucajeva, odnosno u slucaju kolorektalnog karcinoma, od kojih
bolest ulazi u uznapredovani stadijum pracen metastazama. Dijagnosticke karakteristike testa se
ogledaju u sposobnosti testa da identifikuje bolesnike koji se stvarno nalaze u uznapredovanoj fazi
bolesti (senzitivnost testa), kao i sposobnosti testa da isklju¢i postojanje progresije karcinoma sa
metastazama gde ih stvarno nema (specifi¢nost testa). U odredivanju optimalne “cut off” vrednosti
tezi se ka tome da se smanji broj lazno pozitivnih i1 laZzno negativnih rezultata (optimalna senzitivnost
1 specifi¢nost). Povrsina ispod ROC krive (AUC) moze posluziti kao sveukupna mera dijagnosticke

tacnosti testa. Takode veli¢ina AUC moze posluziti za poredenje dva razliCita testa (markera) (431).

Visoko signifikantne vrednosti ispod AUC krive, u ovoj studiji, ukazuju da su dobijene “cut
off” vrednosti, uz visoku senzitivnost i specificnost pouzdani dijagnosticki markeri progresije
kolorektalnog karcinoma. Uporedenjem AUC za naSe ispitivane markere moze se zakljuciti da
Stathminl kao marker za identifikaciju progresije kolorektalnog karcinoma ima bolje performance
(AUC=0.982 prema 0.956 1 0.869) od proliferativnog antigena Ki67 i od CD105, ali treba naglasiti da
su sva tri indeksa kao markeri progresije bolesti visoko signifikantni i pouzdani uz visoku senzitivnost
1 specificnost. Medutim po performansama najveci predikcioni potencijal u progresiji karcinogeneze

kolorektalnog karcinoma ima Stathmin1, zatim proliferativni antigenKi67 i na kraju CD105.

6.4.3. Regresiona multivarijantna stepwise analiza

Regresionu analizu smo u ovoj studiji, koristili sa ciljem da utvrdimo model koji ¢e
predstavljati vezu zavisne promenljive (Astler-Coller stadijum) i svih nezavisnih promenljivih

varijabli, razmatranih u ovoj studiji. Da bismo prevazisli problem multikolinearnosti i nezavisne
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varijable sa malim zna¢ajem, obzirom na veliki broj varijabli, koristili smo stepwise regeresioni model
koji je omogucio eliminaciju varijabli koje se preklapaju sa drugim 1 zbog toga malo ili uopste ne
doprinose tacnosti u predvidanju modela. Na taj nac¢in smo dobili model sa manjim brojem nezavisnih

varijabli, ali koji je isto dobar koliko i model u kome se nalaze sve nezavisne varijable. (432)

U finalnom modelu (korak br. 5) su se kao varijable sa najve¢im, udruzenim uticajem na
razvoj kolorektalnog karcinoma izdvojili: E-cadherin, Stathminl, udaljene metastaze, pT status i

Ki67poroliferativni antigen.

Indeks determinacije pokazuje koliki je procenat varijabiliteta zavisne promenljive (Astler-
Coller stadijum u nasem slucaju) objasnjen varijabilitetom nezavisnih promenljivih, odnosno koliki
je kvalitet regresije (pozeljna je veli¢ina 70% 1 vise) (432). Visok R Square = 0.912, u nasoj studiji,
ukazuje da je koeficijent determinacije oko 91% varijabilitezan. To znaci da se sa tacnos¢u od 91%
moze tvrditi da ovih pet varijabli imaju veci uticaj na razvoj bolesti od svih ostalih varijabli, pa zbog
toga mogu biti podobne za predvidanje tranzicije bolesti iz nizeg u visi Astler-Coller stadijum.

U saglasnosti sa naSim rezultatima, prediktivni znacaj redukovane i/ili odsustva ekspresije
E-cadherina u progresiji kolorektalnog karcinoma su nedavno ustanovili i Niknami i sar. 2020 god.
(210). Ziaram i sar. 2020., su izvestili o prediktivhom znacaju ekspresije E-cadherina i ekspresije Ki67
upTaipT, karcinomu mokracne beSike (356). O prediktivnom znacaju E-cadherina i proliferativnog
indeksa/Ki67 ekspresije u progresiji tumora razliite geneze i lokalizacije postoje brojna saopstenja
u literaturi (346,347,361,389-391,400-403,405). Nasuprot ovome, prediktivni znacaj Stathminl je
nesto manje istrazivan, ali je sporadi¢no ipak identifikovan kao nezavistan prediktor prezivljavanja
pacijenata sa kolorektalnim karcinomom (5) i sa difuznim karcinomom Zeluca (338). Stathminl je
identifikovan kao prediktor prezivljavanja, nakon operacije i u skvamocelularnom karcinomu jednjaka
(6), a Allem 1 sar. 2015. su pokazali prediktorni znacaj Stathminl za dijagnozu leiomiosarkoma
materice (428).

Za sada se jos uvek, na molekularnom nivou, relativno malo zna o nacinu na koji Stathminl
reguliSe proliferaciju, migraciju i pojavu metastaza, ali se smatra da je abnormalna ekspresija
Stathminl pruzila jasnu moguénost za razvoj molekularne dijagnoze i ciljane terapije koja zavisi od
Stathminl (338).

U vremenu kada je molekularna medicina imperativ za iznalazenje pouzdanih modela
predvidanja, progresije i ishoda kolorektalnog karcinoma i kada je stvaranje modela zasnovanih
na demografskim karakteristikama pacijenata, klinickim uslovima, molekularnim karakteristikama
tumora, specificnosti 1 senzitivnosti biomarkera, klju¢no za prevenciju, ranu dijagnozu i ciljanu
terapiju, mi smo, u skladu sa postavljenim ciljevima, u ovoj studiji, ispitivali znacaj ekspresije
Stathminl, E-cadherina, Ki67, VEGF 1 CD105 u razli¢itim stadijumima razvoja kolorektalnog
adenokarcinoma.
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Nasi rezultati ukazuju da najbolje dijagnosticke performance ima Stathminl 1 da tri
identifikovana biomarkera (E-cadherin, Stathminl i Ki67) u kombinaciji sa pT statusom tumora i
udaljenim metastazama mogu biti prakti¢ni pokazatelji za predvidanje agresivnog klinickog ponaSanja

kolorektalnog karcinoma.

Sagledavanje genetskih i1 proteinskih markera proliferacije, neovaskularizacije, athezije,
oksidativnog stresa i apoptoze u resekovanom tumorskom tkivu doprinosi pronalazenju biomarkera
koji bi omogu¢ili brzu 1 lakSu procenu tezine bolesti, a nedavni napredak u imunoterapiji tumora
namece potrebu za iznalazenjem biomarkera koji bi predvideli odgovor na imunoloske kontrolne

tacke 1 selektovali nove antigene za personalizovan pristup terapiji kolorektalnog karcnoma.

Obzirom da izvestaji o abnormalnoj akumulaciji razli¢itih proteina u tumoru svakim danom
postaju sve brojniji, to je identifikacija tumorskih markera prihvacena kao korisna strategija koja ¢e

pomoci u boljem sagledavanju karcinogeneze.

Na kraju, prevashodni zadatak nase i drugih srodnih studija je bio da pomognu u identifikaciji
pacijenta sa tumorima koji imaju potencijalno losiju prognozu i da identifikuju klini¢ke modalitete u
kojima ciljanu terapiju treba kombinovati sa tradicionalnim agensima, a sve sa ciljem izleenja veceg

broja pacijenata sa kolorektalnim karcinomom.
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7. ZAKLJUCAK

Na osnovu dobijenih rezultata mogu se izvesti slede¢i zakljucci:

1. a) Kolorektalni karcinom se ¢es¢e javlja u muskoj populaciji. Najucestalija lokalizacija ovog

tumora je rektum, a najcesce se prezentuje kao ulcero-infiltrativna promena.

b) Najveli broj kolorektalnih adenokarcinoma se dijagnostikuje kao umereno diferentovan tip,
u pT, stadijumu. U viSe od polovine pacijenata su nadene metastaze u limfnim ¢vorovima koje su
visoko znacajno povezane sa invazijom limfnih sudova. Udaljene metastaze su nadene kod svakog
desetog ispitanika i1 visoko znaajno su povezane sa invazijom krvnih sudova. U najve¢em broju

slucajeva kolorektalni adenokarcinom je dijagnostikovan u C, Astler- Coller stadijumu.

2. Ni jedan od ispitivanih biomarkera (Ki67, Stathminl, E-cadherin, VEGF 1 Cd105) ne zavisi od
pola, starosne dobi pacijenata i ne uti¢e znacajno na lokalizaciju tumora u kolonu, nacin rasta i na

stepen diferencijacije tumora.

3. a) Nizak nivo ekspresije Ki67 je u znacajnoj korelacijisa pT, i pT, statusom, sa odsustvom metastaza

u limfnim Cvorovima i sa B, 1 B, Astler-Coller stadijumom.

b) Povisena ekspresija Ki67 zna¢ajno utice na limfo-vaskularnu i perineuralnu invaziju, na prisustvo

metastaza u limfnim ¢vorovima, na prisustvo udaljenih metastaza i na C,i D Astler-Coller stadijum.

¢) U slucaju poviSene ekspresije Ki67 postoji i linearno povecanje imunoekspresije Stathminl,

VEGF 1 CD105, ali 1 snizenje 1/ili odsustvo imunoekspresije E-cadherina.

4. a) Nizak nivo ekspresije Stathminl je u znaCajnoj vezi sa pT, statusom i sa B, Astler-Coller

stadijumom tumora.

b) Visok nivo ekspresije Stathminl zna¢ajno uti¢e na limfo-vaskularni i perineuralnu invaziju, na
prisustvo metastaza u limfnim ¢vorovima, na prisustvo udaljenih metastaza i na C,i D Astler-Coller

stadijum.

¢) Visok nivo imunoekspresije Stathminl je u znacajnoj pozitivnoj korelaciji sa imunoekspresijom
Ki67, VEGF 1 CD105 1 u inverznoj korelaciji sa E-cadherinom.

161



5. a) Izostanak ekspresije E-cadherina znacajno utiCe na pT, i pT, status tumora, na limfo-vaskularnu
1 perineuralnu invaziju, na metastaze u limfnim ¢vorovima, udaljene metastaze i C,1 D Astler-Coller

stadijum.

b) Umerena ekspresija E-cadherina znacajno utiCe na pT, status tumora i na B, 1 B, Astler-Coller

stadijum kolorektalnog karcinoma.
¢) Sa povecanjem ekspresije E-cadherin-a opada nivo ekspresije Sthatminl, Ki67, VEGF, CD105

6.a) Umerena ekspresija VEGF znaCajno utice na pT, status i B, Astler-Coller stadijum kolorektalnog

karcinoma

b) Visok nivo ekspresije VEGF znacajno uti¢e na pT, i pT, status tumora, na limfo-vaskularnu i
perineuralnu invaziju, na metastaze u limfnim ¢vorovima, udaljene metastaze 1 C,1 D Astler-Coller

stadijum

¢) Sa povecanjem nivoa ekspresije VEGF znacajno se povecava imunoekspresija Stathminl, Ki67

1 CD105, a opada imunoekspresija E-cadherina.

7. a) Nizak indeks ekspresije CD105 je u znacajnoj vezi sa pT ipT,statusom i sa B i B, Astler-Coller

stadijumom kolorektalnog karcinoma.

b) Visok nivo ekspresije CD105 znacajno uti¢e na pT, i1 pT, status tumora, na limfo-vaskularnu i
perineuralnu invaziju, na metastaze u limfnim ¢vorovima, udaljene metastaze 1 C,1 D Astler-Coller

stadijum

¢) Mikrovaskularna gustina odnosno ekspresija CD105 u znacajnoj je pozitivnoj korelaciji sa

ekspresijom Stathminl, Ki67, VEGF i negativnoj sa ekspresijom E-cadherina.

8. Multivarijantnom regresionom stepwise analizom je potvrdeno da su E-cadherin, Stathminl, Ki67,

pT status i udaljene metastaze prediktivni faktori za progresiju kolorektalnog adenokarcinoma.

9. ROC analizom je utvrdeno da najvecu dijagnostiCku validnost u progresiji kolorektalnog

adenokarcinoma ima imunoekspresija Stathminl, zatim Ki67 1 na kraju imnuoekspresija CD105.
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8. OPSTI ZAKLJUCAK

® U ovoj studiji je utvrdeno da su, E-cadherin, Stathminl 1 Ki67 u kombinaciji sa pT statusom 1

udaljenim metastazama, prediktori progresije kolorektalnog adenokarcinoma.
® Najbolje dijagnosticke performanse sa visokom senzitivnos$cu i specificnos¢u ima Stathminl.

¢ Danas, kada u klini¢koj praksi i nau¢noj javnosti postoji snazna podrska personalizovanom le¢enju
kolorektalnog karcinoma Stathmin1, sa svojim zna¢ajnim uticajem na proliferaciju, neoangiogenezu i

metastaziranje predstavlja ozbiljnog kandidata za atraktivnu terapijsku metu.
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M3jasa 1.
M3JABA O AYTOPCTBY

MajaBpyjem ga je nOKTOpCKa AucepTauMia, nog HaCnoBOM:
Knusnukn 3sayaj ekcnpecuje atxeamoHux monekyna, Stathminal m
HeOBaCKynapusauuje y KONOpPEeKTaHOM ail€HOKapUMHOMY

koja je oabpareHa Ha MeguUUHCKOM darynTeTy YHusep3utera y Huly:

* PE3YANTAT CONCTBEHOI UCTPAXKMBAUKOF Pasa;
Lia OBy AWCEpTaLM]y, HA ¥ UENMHU, HUTK Y AEN0BUME, HUCAM NPUjaB/LMBAO/na Ha
ApyruM akynTeTUMa, HUTU YHUBEP3UTETUMA;

@ HUCaM NOBPaaVo/ fa ayTOPCKa NpPasa, HATYW 3N0YNOTPetno/na NHTENEKTYaANHY

CBCjUHY APYrUX anua.

Jo3zeopaeam ga ce objaBe MOjM AWYHM NOJauM, KOjM Cy y BE3WM CAa ayTOPCTBOM M
LoOujarkeM aKaneMCcKor 3Barba AOKTOPA HAYKa, Kao LTD CY UME M APE3UME, MAUMHE M MECTO
pohera u gaTym oabpaHe paga, M TO y katanory bubnuoTteke, AMrMTanHoM penosuTopujyMy

YHusepauTeTa y Huy, Kao n y nybnukauuwjama YHusepsuteta y Huwy.

Y Huury,

MoTnuc ayTopa auceprauuje:

. [ ] ! F_-
Janko T. Zyjosuh
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Hszjasa 2,

H3JABA O NCTOBETHOCTHU ENEKTPOHCKOI U LUITAMNAHOI OBJTUKA [JOKTOPCKE
AWNCEPTALINIE

Hacnos guceprauuje:

Knunnuukn 3Hauaj ekcnpecuje atxesmoHux monekyna, Stathminal n
HeoBacCKynapM3auMje y KONOPEKTAIHOM afAeHOKapLUHOMY.

MzjaBreyjeM pa je enekTPOHCKKW ©OAMK MOje [OKTOpPCKEe anceprauuje, Kojy cam
npeasas/na 3a yHouewe y flurmrtanHv penosuTopmjym Yausepaurera y Huuwy, UCToBeTaH
WTaMNaHoMm obanKy.

Y Huwy,

Mornuc aytopa auceptauuje:
ﬂ—-

Jauko T. )I{yjoanh
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Mzjaea 3:

M3JABA O KOPHWRHEHDY

Oenawhyjem YHupep3uTeTcky Oubnuoteky ,Huxkona Tecna®™ aa y  Ourutanuu
peno3uTopuiyM Yuneepsuteta y Huwy yHece Mojy A0OKTOPCKY AMCepTaumiy, nog HacnoBoMm:

KnuHunukm 3Havaj ekcnpecuje arxeanoHnx Mmonekyna, Stathminal un
HeOBAaCKynapM3aumje y KoOAopeKTaNnHOM afA€HOKAPLUNHOMY.

JAuceprauniy ca CBMM Npuao3KMa NPeac/na CcaMm y eneKTPOHCKOM 06AKKY, NOTOAMOM
3a TPAjHO apXUBMpaH:E.

Mojy nokTopcky awcepTtaumjy, yHery y AdurutanHu penosutopujym YHusepauTeta vy
Huwy, MOry KOpuCTUTH CBM xOju nowTyjy oapenbe cagpwaHe y ogabpaHoMm Tvny nuUUEHLe
KpeatneHe 3ajeaHunue {Creative Cormmons), 3a Kojy cam ce ognyuno/na.

1. Aytopcreo (CC BY)

2. AyTopcTBo — Hekomepuujanuo (CC BY-NC)

3. AyTOpCTBO — HeKomMepuwjanko — 6es npepape (CC BY-NC-ND)

4. AyTOPCTBO — HEKOMEpLMjanHoO — AeauTi nof ucrum yonosuma (CC BY-NC-SA)
5. AytopcTeo - 6e3 npepage (CC BY-ND)

6. AYTOpPCTBO — AeRnTH Noa nctum ycnoeuma (CC BY-SA)?

Y Huuiy,

Mornue ayTopa auceprauyuje:

JaHko T. Xyjoswh

1ll\erop ancepTtauwje oGaBezad je na naabepe 1 03Haun (3A0KPYHM) CaMo jefHy 04 LIeCT noHyheHux
SIMLERUM; ONMUC NLEHLM 48T je Y HacTaBKy TekcTa.
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