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POPIS OZNAKA | KRATICA

AJCC - engl. American Joint Committee on Cancer

antiEGFR — protutijela za receptor epidermalnog faktora rasta (engl. antibody -

Epidermal growth factor receptor)
ASCO - engl. American Society of Clinical Oncology

BRAF — serin/treonin-specifiCna protein kinaza (engl. v-raf murine sarcoma viral

oncogene homolog B)

CEA — karcinoembrionalni antigen

CRC - kolorektalni karcinom (engl. colorectal cancer)

CRM - cirkumferentni resekcijski rub (engl. Circumferential Resection Margin)
DNA — deoksiribonukleinska kiselina (engl. Deoxyribonucleic acid)

ESMO - engl. European Society for Medical Oncology

HE — hemalaun eozin

HNPCC — nasljedni nepolipozni kolorektalni karcinom (engl. hereditary nonpolyposis

colorectal carcinoma)

HPF — polje visokog povecanja (engl. high power field)

IHC — imunohistokemija (engl. immunohistochemistry)

KM — Kaplan-Meier

KRAS — gen signalnog puta (engl. Kirsten RAt Sarcoma virus oncogen)
LVI — limfovaskularna invazija (engl. lymphovascular invasion)

MLH1 — monoklonalno protutijelo (engl. MutL Protein Homolog 1)
MSH2 — monoklonalno protutijelo (engl. MutS Protein Homolog 2)
MSH6 — monoklonalno protutijelo (engl. MutS Protein Homolog 6)

MSS — mikrosatelitna stabilnost (engl. microsatellite stability)

MSI — mikrosatelitna nestabilnost (engl. microsatellite instability)



MSI-H — visoki stupanj mikrosatelitne nestabilnosti (engl. high-lewel microsatellite

instability)

MSI-L — niski stupanj mikrosatelitne nestabilnosti (engl. low-lewel microsatellite

instability)

NCCN — engl. National Comprehensive Cancer Network

NGS - sekvencioniranje sljedece generacije (engl. next generation sequencing)
NRAS — gen signalnog puta (engl. N-Ras proto-oncogen)

PCR - lan€ana reakcija polimerizacije (lanCana reakcija polimerizacije)

PMS2 — monoklonalno protutijelo (engl. Postmeiotic Segregation Increased)
PNI — perineuralna invazija

smMIP — test mutacije jednom molekulom (engl. single molecule molecular inversion

probes)

SSRs — jednostavne ponavljajuce sekvence (engl. Simple Sequence Repeat SSRs)
RP — rekurzivno particioniranje

SD - standardna devijacija

TNM — T (tumor), N (limfni Evorovi), M (metastaze), (engl. tumor, lymph nodes,

metastasis)

UICC — engl. Union for International Cancer Control

WHO - Svjetska zdravstvena organizacija (engl. World Health Organisation)
Q1 — prva kvartila (Q1)

Q3 — tre¢a kvartila

X — aritmeticka sredina



1. UVOD

1.1. Kolorektalni karcinom

Kolorektalni karcinom (engl. colorectal cancer CRC) je jedan od naj¢eScih solidnih
tumora probavnog sustava. Nastaje malignom alteracijom epitela debelog crijeva i
rektuma. lako spada u bolesti koje je moguce prevenirati, i dalje svojom pojavnosti
dovodi do znacCajnog morbiditeta i mortaliteta. S boljim shvacanjem biologije
kolorektalnog karcinoma (sporadi¢nog i nasljednog oblika), usavrSavanjem metoda
probira i lijeCenja biljezimo napredak u ishodu lijeCenja bolesnika s kolorektalnim

karcinomom.

1.1.1. Epidemiologija

Kolorektalni karcinom predstavlja veliki javnozdravstveni izazov kako u svijetu tako i u
Hrvatskoj. Rizik nastanka kolorektalnog karcinoma tijekom zivota je 4,6 % za
muskarce te 4,2 % za zene (1). Stope incidencije u svijetu variraju i za dvadeset puta.
NajniZa stopa incidencije je u Indiji dok je najviSa u Japanu. Incidencija kolorektalnog
karcinoma raste znaCajno s dobi. Karcinom kolona se priblizno jednako javlja u Zzena
i musSkaraca, dok karcinom rektuma u muskaraca moze biti i dva puta ¢eS¢i nego u

Zena (2).

Po podacima GLOBALCAN za 2018. godinu kolorektalni karcinom je na trecem mjestu
po smrtnosti, a na Cetvrtom mjestu po u€estalosti od svih karcinoma. Od kolorektalnog
karcinoma 2018. godine u svijetu umrlo je milijun bolesnika, dok je 1,8 milijuna
novooboljelih (3).

Prema procjenama u 27 zemalja EU za 2020. godinu na kolorektalni karcinom otpada
12,7 % svih dijagnosticiranih karcinoma te 12,4 % svih smrti uzrokovanih karcinomom.
To ga Cini drugim najceS¢im karcinomom (nakon karcinoma dojke) te drugim

najceS¢im uzrokom smrti od karcinoma (nakon karcinoma pluca) (4).

Procjene iz 2020. godine govore da ¢e naj¢esS¢e dijagnosticiran rak u Hrvatskoj biti
kolorektalni karcinom (3706 oboljenja) iza raka pluc¢a (3235) i dojke (2894). Takoder
se procjenjuje da ¢e vodeci uzrok smrti biti rak plu¢a, potom kolorektalni karcinom te
karcinom dojke (5).



U 2019. godini od karcinoma kolona i rektuma u Hrvatskoj umrlo je 2095 bolesnika,

Sto ga svrstava medu deset naj¢eScih uzroka smrti u nasoj zemlji (6).

Podaci za Hrvatsku govore da je 2017. godine u Hrvatskoj od kolorektalnog karcinoma
oboljelo 3659 bolesnika, 2143 muskarca (16 % svih karcinoma kod muskaraca), te
1516 zena (14 % svih karcinoma kod zena) (7).

Vec¢ duze vrijeme primjetan je pad incidencije kolorektalnog karcinoma u razvijenim
zemljama, dok u zemljama u razvoju koje su prihvatile zapadnjacki nacin zivota i dalje
imamo blagi rast incidencije. Pretilost, sjedilacki nacin zivota, konzumiranje crvenog
mesa, alkohola i duhana predstavlja glavne faktore koji se dovode u vezu s
povec¢anom incidencijom kolorektalnog karcinoma (8, 9). Osnovni razlog zbog kojeg
razvijene zemlje duze vrijeme imaju pad u incidenciji i mortalitetu je kvalitetan sustav

probira te raznovrsni modaliteti lijeCenja kolorektalnog karcinoma.

1.1.2. Cimbenici rizika
Danas je poznato viSe Cimbenika koji utjeCu na nastanak kolorektalnog karcinoma. Uz
poznate genetske nasljedne sindrome koji u svom fenotipu imaju kolorektalni

karcinom, identificirani su i okoliSni faktori na koje je moguce utjecati.

Obiteljska anamneza kolorektalnog karcinoma ili adenoma van poznatih nasljednih
sindroma moze se naci do u 1/3 bolesnika s kolorektalnim karcinomom. Pozitivha
anamneza kolorektalnog karcinoma ili adenoma u bliskog rodaka ili viSe njih uz dob
oboljenja ispod 50 godina nosi za duplo veci rizik nastanka kolorektalnog karcinoma
(10, 11).

Bolesnice u kojih je dijagnosticiran karcinom dojke imaju povecan rizik od nastanka
adenoma ili karcinoma kolorektuma (12). U bolesnika s karcinomom prostate takoder
je povecana ucestalost kolorektalnog karcinoma koja nastaje kao posljedica lijeCenja,

odnosno androgene deprivacije i lokalnog zracenja u zdjelici (13, 14).

Nekoliko okolisnih ¢imbenika kao Sto su pretilost i sjedilacki nain zivota Cvrsto su
uzroCno-posljedi€no povezani s nastankom kolorektalnog karcinoma, neovisno o
spolu (15, 16). Za razliku od pretilosti i smanjene tjelesne aktivnosti za koje postoji
jasna povezanost s nastankom kolorektalnog karcinoma, utjecaj pojedinih obrazaca

prehrane kao Sto je poveCan unos crvenog mesa, smanjen unos namirnica bogatih



vlaknima te smanjen unos kalcija predstavlja vazan ¢imbenik u nastanku kolorektalnog

karcinoma, ali bez toliko jasne povezanosti (17).

Pojedini komorbiditeti povecavaju rizik nastanka kolorektalnog karcinoma. Medu
najznadajnije ubrajamo $eéernu bolest i upalne bolesti crijeva. Sec¢erna bolest, tip |I
povecava ucestalost karcinoma kolona i rektuma, viSe kod muskaraca nego zena (18).
Upalne bolesti crijeva, ulcerozni kolitis i Crohnova bolest predstavljaju povecani rizik
nastanka kolorektalnog karcinoma. Bolesnici s ulceroznim kolitisom imaju Sest puta
vecdi rizik nastanka karcinoma kolona i rektuma, dok bolesnici s Crohnkolitisom imaju
2,5 puta veci rizik nastanka kolorektalnog karcinoma (19-21). Rizik nastanka
kolorektalnog karcinoma u bolesnika s ulceroznim kolitisom raste kumulativho u

odnosu na trajanje bolesti (22).

1.2. Prognosticki €¢imbenici u kolorektalnom karcinomu

U eri multidisciplinarnog lijeCenja i individualnog pristupa svakom bolesniku s
kolorektalnim karcinomom patohistoloski prognosti¢ki Cimbenici imaju presudnu ulogu
u procjeni bolesnika s kolorektalnim karcinomom uz molekularno-patoloSke te kliniCke
prognosticke Cimbenike (23) (Tablica 1.).

Tablica 1. Prognosticki ¢imbenici u kolorektalnom karcinomu.

PATOHISTOLOSKI CIMBENICI MOLEKULARNI CIMBENICI
Kategorija tumora MSS/MSI status

Histoloski tip karcinoma KRAS i NRAS status

Nadin rasta karcinoma BRAF status

Tip invazivnog ruba karcinoma
Cirkumferencijski rub

Udaljenost resekcijskog ruba karcinoma
Vaskularna invazija

Perineuralna invazija

Upalna reakcija na karcinom

Odgovor tumora na terapijski postupak




1.2.1. TNM

Uloga patohistoloSke klasifikacije nije samo u procjeni tumorske invazije, resekcijskih
rubova, statusa limfnih ¢vorova i udaljenih metastaza, vec i u tome Sto pomaze u odluci
o primjeni neoadjuvantnog lijeCenja. Patologija takoder ima znacajnu ulogu i u procjeni
same kvalitete kirurSkih resekcija. NajceSCe koriSten sustav odredivanja stadija
kolorektalnog karcinoma je sustav prema AJCC-u (engl. American Join Comitee on
Cancer) i UICC-u (engl. Union for International Cancer Control) (24, 25). Sam sustav
zasniva se na odredivanju TNM (engl. tumore, nodes, metastasis) kategorija, odnosno
dubine tumorske invazije, zahvacenosti limfnih €vorova i udaljenih metastaza

kolorektalnog karcinoma (Tablica 2.).



Tablica 2. TNM kategorije za kolorektalni karcinom

PRIMARNI TUMOR (T)

TX: primarni tumor se ne mozZe procijeniti
TO: bez dokaza primarnog tumora

Tis: karcinom in situ, intramukozni karcinom (zahvacenost lamine proprije bez Sirenja kroz
muskularis mukozu)

T1: tumor zahvac¢a submukozu (kroz muskularis mukozu, ali ne u muskularis propriju)
T2: tumor zahvac¢a muskularis propriju
T3: tumor prodire kroz muskularis propriju u perikolorektalno tkivo

T4a: tumor prodire kroz visceralni peritoneum (uklju€uju¢i makroskopski vidljivu perforaciju crijeva
kroz tumor i kontinuiranu invaziju tumora kroz podrucje upale do povrSine visceralnog peritoneuma)

T4b: tumor direktno zahvaca druge susjedne organe ili strukture

REGIONALNI LIMFNI CVOROVI (N)

NX: regionalni limfni Evorovi ne mogu se odrediti
NO: bez metastaza u regionalnim limfnim évorovima

N1: jedan do tri pozitivna regionalna limfna ¢vora ili prisustvo tumorskih depozita uz negative limfne
¢vorove

N1a: jedan regionalni limfni ¢vor pozitivan
N1b: dva ili tri regionalna limfna ¢vora

N1c: nema pozitivnih regionalnih limfnih ¢vorova, ali su prisutni tumorski depoziti u subserozi,
mezenteriju, ili neperitonealiziranim perikoli€nim ili perirektalnim i mezorektalnim tkivima

N2: Cetiri ili viSe pozitivnih regionalnih limfnih ¢vorova
N2a: Cetiri do Sest pozitivnih regionalnih limfnih évorova
N2b: sedam ili viSe pozitivnih regionalnih limfnih &vorova

UDALJENE METASTAZE (M)

MO: slikovnim pretragama bez udaljenih metastaza; bez dokaza tumora na drugim mijestima ili
organima (ovu kategoriju ne odreduje patolog)

M1: metastaze u jednom ili viSe udaljenih mjesta ili organa

M1a: metastaze na jednom mijestu ili organu, bez peritonealnih metastaza
M1b: metastaze na dva ili viSe mjesta ili organa, bez peritonealnih metastaza
M1c: metastaze samo peritonealne povrsine, ili i drugih mjesta ili organa

Na osnovi kombinacije klini¢kih i patoloskih podataka, kombinacijom TNM kategorija

formira se konacni stadij bolesti koji korelira s ukupnom prognozom (Tablica 3.).




Tablica 3. Kilinicki stadiji kolorektalnog karcinoma

Kliniéki stadij T N M
Stadij 0 Tis NO MO
Stadij | T1-T2 NO MO
Stadij lIA T3 NO MO
Stadij IIB T4a NO MO
Stadij IIC T4b NO MO
Stadij IIIA T1-T2 N1/N1c MO
T1 N2a MO
Stadij IlIB T3-T4a |N1/Nf1c MO
T2-T3 N2a MO
T1-T2 N2b MO
Stadij llIC T4a N2a MO
T3-T4a |N2b MO
T4b N1 - N2 MO
Stadij IVA sviT svi N M1a
Stadij IV B sviT svi N M1b
Stadij IVC sviT svi N M1c

1.2.2. Ostali prognosticki ¢imbenici

Uz osnovne Cimbenike rizika prepoznati su i drugi €imbenici koji su znacajni za
prognozu kao Sto su razli€iti podtipovi adenokarcinoma kolona i rektuma, invazija
karcinoma u limfne i krvne Zile, perineuralna invazija, zahvacenost cirkumferencijskog
ruba tumorom, regresija tumora nakon onkoloskog lijeCenja, razina
karcinoembrionalnog antigena, KRAS i NRAS geni signalnog puta, BRAF mutacija te
mikrosatelitna nestabilnost.

1.2.2.1. Podtipovi adenokarcinoma kolorektuma

Vecina karcinoma kolona i rektuma (viSe od 90 %) su adenokarcinomi. Osim
dominantnog oblika adenokarcinoma postoje i drugi histopatoloski tipovi koje mozemo
susresti (Tablica 4.) (26-28).



Tablica 4. HistoloSka klasifikacija kolorektalnog karcinoma po WHO-u

Adenokarcinom

Adenokarcinom in situ

Mucinozni (koloidni) adenokarcinom (viSe od 50 % mucina)
Karcinom sa stanicama prstena pecatnjaka (vise od 50 %
stanica prstena pecatnjaka)

Mikropapilarni adenokarcinom

Kribiformni komedo tip adenokarcinoma

Seratni (nazubljeni) adenokarcinom

Karcinom plocastih stanica

Medularni adenokarcinom

Adenoskvamozni karcinom

Karcinom vretenastih stanica

Neuroendokrini karcinom

Neuroendokrini karcinom velikih stanica

Neuroendokrini karcinom malih stanica

MijeSani adenoneuroendokrini karcinom
Nediferencirani karcinom

Karcinom koji nije drugadije specificiran, NOS

Mucinozni adenokarcinom je tip karcinoma u kojem nalazimo vise od 50 %
ekstracelularne sluzi. Obi¢no se unutar sluzi nalaze slobodne maligne stanice ili se
iste nalaze oko samih otocCi¢a sluzi. Mucinozni adenokarcinomi €esto imaju visoko
izrazenu mikrosatelitnu nestabilnost (MSI-H). NajceSCe se dijagnosticiraju u
uznapredovalom stadiju te su opc¢enito veci u promjeru kao i povezani s pozitivnim
lokoregionalnim limfnim ¢vorovima i karcinozom peritoneuma (29). MSI-H mucinozni
adenokarcinomi su obi¢no niskog gradusa dok mucinozni adenokarcinomi bez
izrazene mikrosatelitne nestabilnosti (MSS) kao i oni s niskom mikrosatelithom
nestabilnosti (MSI-L) imaju agresivni tijek (30-32). Mucinozni karcinomi ¢eS¢e su
lokalizirani u desnom kolonu, ne razlikuju se u prognozi u odnosu na klasicni
kolorektalni karcinom, mada postoji loSije prezivljenje mucinoznog karcinoma rektuma

u odnosu na mucinozni karcinom kolona (33).

Cesto se u tumorima nalaze mucinozna podruégja koja zahvaéaju manje od 50 %
mucinozne komponente Sto ih ne svrstava u mucinozne adenokarcinome, ali ih je

potrebno opisati u standardnom patohistolo§kom nalazu.

Karcinom prstena pecCatnjaka okarakteriziran je s viSe od 50 % stanica s
prominentnom intracitoplazmatskom vakuolom ispunjenom mucinom koja utjeCe na
polozaj i konfiguraciju jezgre. Ovaj tip karcinoma moze se pojaviti kao difuzno

infiltrirajuci tip, sli€no kao linitis plastica u adenokarcinomu Zeluca sa slabo izrazenim



kohezivnim elementima izmedu tumorskih stanica i s relativho slabom reakcijom
okolnog tkiva. Kao i u mucinoznom adenokarcinomu status mikrosatelitne
nestabilnosti povezan je s bioloskim karakteristikama tumora (34). Ce$ée je lokaliziran
u desnom dijelu kolona, javlja se u mladih ljudi, nesto ¢eS¢e u Zena te je uglavhom u

trenutku dijagnoze u uznapredovalom stadiju s loSom prognozom (35).

Medularni karcinom ima omota¢ od velikih tumorskih stanica koje imaju velike,
vezikularne jezgre s izrazenim nukleolima i obilnim eozinofilnim citoplazmama, Cesto
s malo ili bez Zljezdanih formacija. ZnaCajna karakteristika kod medularnog
adenokarcinoma je dosta izrazena infiltracija tumora limfocitima, Sto predstavlja
imunoloski odgovor domacina na ovaj tip tumora koji gotovo uvijek ima izrazenu
mikrosatelitnu nestabilnost (MSI-H) (36). Na medularni karcinom otpada 2,2 % od
ukupnog broja kolorektalnih karcinoma, ¢eSc¢i je u Zena te na ovaj tip karcinoma otpada
20 % svih slabodiferenciranih karcinoma debelog crijeva (37).

Seratni (nazubljeni) karcinom ima nazubljenu konfiguraciju malignih Zlijezda. Ovaj tip
karcinoma Cesto ima MSI-H, BRAF mutaciju i CpG otoke hipermetilacije. Pretpostavlja
se da predstavlja poseban entitet u odnosu na konvencionalni kolorektalni karcinom,
te da je krajnja toCka seratnog obrasca (38). ldentificira se na osnovi rezidualne
seratne komponente ili na osnovi karakteristicnih histoloSkih obiljezja kad nisu prisutne
prekursorne promjene. Na seratni adenokarcinom otpada 5,8 — 12 % karcinoma, koji
su u 17 % slu€ajeva proksimalne lokacije (39, 40).

Mikropapilarni karcinomi imaju male nakupine malignih stanica unutar strome Sto
ponekad sliCe na vaskularne strukture. Ovaj tip karcinoma povezan je s loSom
prognozom te se Cesto dijagnosticira u stadiju s pozitivnim limfnim ¢vorovima i

metastazama (41).

Kribiformni komedo karcinomi imaju arhitekturu dosta slicnu komedo karcinomima
dojke s karakteristicnom arhitekturom ,rimskog mosta“, trakasto postavljenim
malignim stanicama preko lumena Zlijezda. Ovi tumori imaju visoku povezanost s CpG
otocima metilacije. Velinom se dijagnosticira u uznapredovalom stadiju s
limfovaskularnom invazijom i pozitivnim limfnim ¢vorovima. Bolesnici s ovim tipom
karcinoma imaju krace prezivljenje, i ujedno je prediktivni faktor za metastaze u limfne

¢vorove (43).



Adenoskvamozni karcinom kao Sto mu ime samo kaze ima podrucja Zljezdanih i
plogastih tumorskih stanica. Cisto skvamozni karcinom kolona i rektuma je iznimno
rijedak. Javlja se rijetko, 0,1 — 0,5 % kolorektalnih karcinoma, prvenstveno u pacijenata
s ulceroznim kolitisom i kroni€nim kolokutanim fistulama (44). Povezan je s

paraneoplasticnom hiperkalcijemijom (45).

1.2.2.2. Invazija u limfne i krvne zile

Limfovaskularna invazija (engl. lymphovascular invasion ili LVI) je nalaz stanica
karcinoma unutar endotelom obloZenim limfati¢kih ili venskih struktura (46). Invazija u
limfne i krvne Zile predstavlja negativni prognosticki znak te je susrecemo u 10 % — 85

% kolorektalnih karcinoma, ovisno o stadiju (47).

1.2.2.3. Perineuralna invazija

Perineuralna invazija (engl. perineural invasion ili PNI) definira se kao infiltracija
tumorskim stanicama unutar, oko i duz ziv€anih struktura koje zahvacaju bar 33 %
ziv€ane cirkumferencije ili prisutnost tumorskih stanica unutar jednog od tri sloja
ziv€ane ovojnice (48). Perineuralna invazija prisutna je u oko 17 % bolesnika s
operabilnim karcinomom kolona i u 25 % slucajeva operabilnog karcinoma rektuma te
je povezana s viSim stadijem tumora, loSijom diferencijacijom, u€estalim metastazama
u trenutku dijagnoze, prisutnosti venske i limfaticne invazije te kao takva negativno
utjeCe na prezivljenje (49). Povezanost perineuralne invazije s drugim histopatoloSkim
Cimbenicima koji su karakteristiCni za Sirenje tumora kao Sto su venska i invazija
limfnih Zila pokazuje kako je perineuralna invazija samo jedan kotaci¢ u procesu

diseminacije tumora (50).

1.2.2.4. Cirkumferentni resekcijski rub

Cirkumferentni resekcijski rub (engl. circumferential resection margin ili CRM) je
udaljenost u milimetrima od resekcijskog ruba u retroperitoneumu ili mezenteriju do
najdublje toCke invazije primarnog tumora. Navedeni termin se ne odnosi na
peritonizirani dio debelog crijeva ili rektuma. Ako je udaljenost tumora od resekcijskog
ruba 1 cm i veca, Sansa za lokalni recidiv je zna€ajno smanjena, a preZzivljenje
povecano (51). Margina ve¢a od 1 mm smatra se negativhom, ako je margina manja
od 1 mm smatra se pozitivnom (Tablica 5.) (562). Pozitivan resekcijski rub znatno
povecava rizik od lokalnog recidiva (52).



Tablica 5. Rezidualni tumor i cirkumferentni resekcijski rub

Status Nalaz R klasifikacija
CRM+ Direktna zahvac¢enost CRM R1
CRM+ Minimalna udaljenost tumor/CRM < 1 mm, ali > 0 mm RO
CRM- Minimalna udaljenost tumor/CRM > 1 mm RO

1.2.2.5. Regresija tumora poslije onkoloskog lije€enja

Odgovor na preoperativhu radioterapiju (karcinom rektuma), kemoradioterapiju
(karcinom rektuma) i kemoterapiju (karcinom rektuma i kolona) predstavlja znacajan
prognosticki Cimbenik (53). Radovi su pokazali da regresija primarnog tumora u
cijelosti ili djelomi¢no kao i neutralizacija pozitivni limfnih Cvorova predstavlja znacajan

pozitivan prognosticki Cimbenik u karcinomu rektuma (Tablica 6.) (53, 54, 55).

Tablica 6. Ljestvica regresije tumora nakon neoadjuvantnog lijeCenja

Opis Regresija tumora
(bodovi)
Bez zivih karcinomskih stanica (kompletni odgovor) 0
Pojedinadne tumorske stanice ili rijetke grupe malog broja stanica 1
(gotovo kompletni odgovor)
Ostatni tumor s vidljivom regresijom, uz prisutan veci broj tumorskih 2
stanica ili grupa istih (djelomiéni odgovor)
IzdaSan ostatni tumor bez vidljivih znakova regresije tumora 3
(slab ili nikakav odgovor)

1.2.2.6. Karcinoembrionalni antigen — CEA

CEA je glikoprotein koji proizvode stanice epitela probavnog sustava, a primarno je
ukljucen u medustanitlne mehanizme adhezije. Proizvode ga gotovo svi
adenokarcinomi neovisno o sijelu te mnogi planocelularni karcinomi pluca i drugih
sijela. PoviSenu vrijednost mozemo zabiljeziti i kod benignih stanja kao Sto su upala
gusteracCe i upalne bolesti crijeva (56). CEA nije dovoljno specifican ili osjetljiv kao
metoda probira kolorektalnog karcinoma (57). Medutim, predstavlja vazan alat u
pracenju bolesnika s kolorektalnim karcinomom nakon kirurSke resekcije jer je Cesto
prvi indikator lokalnog recidiva ili udaljene metastaze karcinoma (58). Bolesnici koji
imaju vrijednost CEA > 5 ng/mL imaju slabiju prognozu u odnosu na bolesnike s
manjom vrijednosti CEA istog stadija. Medutim, do danas nemamo dovoljno dokaza
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prema kojima bi poviSena vrijednost CEA bila apsolutni indikator za onkolosko
lijeCenje (59-61). PoviSena vrijednost CEA koja se ne normalizira nakon kirurskog
zahvata upucuje na prisustvo karcinoma kao Sto i povecanje CEA-e nakon kirurske
resekcije upucuje na recidiv bolesti (59).

1.2.2.7. KRAS i NRAS - geni signalnog puta

KRAS i NRAS su znacajni posrednici u obrascu rada signalnih receptora koji
kontroliraju proliferaciju i Zivot same stanice. Njihova mutacija dogada se tijekom
karcinogeneze kolorektalnog karcinoma, Sto dovodi do stalne stimulacije rasta stanica
i spreCavanja programirane smrti stanica. Somatska mutacija KRAS-a prisutna je u 40
% kolorektalnih karcinoma dok je mutacija NRAS-a prisutna u oko 7 % mutacija (62).
Aktivacija bilo kojeg od RAS gena predstavlja loS prognostic¢ki znak u stadiju Il i IV
karcinoma kolona i rektuma te znak loSeg odgovora anti-EGFR protutijela (63).

1.2.2.8. BRAF

BRAF onkoprotein je kinaza koja prenosi signale rasta s KRAS-a ili NRAS-a na druge
enzime, Sto dovodi do proliferacije i rasta stanica. Mutacija BRAF V600E alela prisutna
je u oko 10 % kolorektalnih karcinoma (64). Rezultati CRYSTAL studije pokazuju da
je BRAF mutacija loS prognosticki marker (65). Prisustvo BRAF V600E mutacije kod
kolorektalnog karcinoma stadija IV blokira uCinak anti-EGFR protutijela (66). lako je
BRAF mutacija negativni prognosticki ¢cimbenik u kombinaciji s MSI-H, dolazi do
atenuacije negativnog u€inka BRAF mutacije (67).

1.3. Mikrosatelitna nestabilnost

Mikrosatelitna nestabilnost (engl. microsatellite instability ili MSI) predstavlja koncept
fenotipske ekspresije uocene u bolesnika sa sporadi¢nim kolorektalnim karcinomom
kao i u bolesnika s Lynchovim sindromom, koja nastaje kao posljedica
nefunkcionalnosti MMR (engl. Mismatch Repair) sustava koji je zaduzen za korekcije
na mikrosatelitima. Mikrosateliti (engl. microsatelitte ili MS) ili jednostavne
ponavljajuce sekvence (engl. Simple Sequence Repeat ili SSR) sastoje se od
ponavljajucih sekvenci od 1 do 6 nukleotida koje susre¢emo u cijelom ljudskom
genomu. MS-i se uglavnhom nalaze u podrucju kodirajuceg dijela DNA, ali se mogu
susresti i u drugim podrucjima kao $to su introni ili nekodiraju¢a podrucja. Svaki

mikrosatelit sastoji se od srediSnjeg dijela ili jezgre i boc¢nih dijelova. Specificnost

11



mikrosatelita proizlazi iz promjene u srediSnjem dijelu mikrosatelita (68). MS-i su
polimorfne strukture, bilo da je rije€ o veli€ini ili broju ponavljanja. Broj ponavljanja
varira od 10 do 50 (69). S obzirom na ponavljajucu prirodu mikrosatelita, oni su skloni
nestabilnosti prvenstveno radi poremecCaja DNA polimeraza kompleksa tijekom
replikacije same DNA kao i nemogucnosti da se greSke u DNA isprave s MMR
sustavom, Sto dovodi do skracenja ili produzavanja mikrosatelita (70). S obzirom na
ekspresiju mikrosatelitne nestabilnosti (MSI) u kolorektalnom karcinomu razlikujemo
tri tipa: mikrosatelitna nestabilnost visokog stupnja (engl. High Microsatellite Instability
ili MSI-H), mikrosatelitna nestabilnost niskog stupnja (engl. Low Microsatellite
Instability ili MSI-L) i mikrosatelitno stabilni tumori (engl. Microsatelitte stable ili MSS)
(71). Tijekom vremena profiliralo se viSe razliCitih metoda detekcije mikrosatelitne
nestabilnosti koje su prikazane u Tablici 7. (71-75).

Tablica 7. Metode detekcije mikrosatelitne nestabilnosti

Metoda detekcije Nacin testiranja Toénost
NGS - sekvencioniranje | Oko 100 MS 92 %
sljedeée generacije

PCR i CE - lan¢ana |5 MS mjesta: BAT-26, NR-21, | 100 %

reakcija polimerizacije i | BAT-25, MONO-27 i NR-24 zlatni standard
kapilarna elektroforeza
IHC — imunohistokemija MMR proteini: hMLH1, | 89 — 95 %
hPMS2, hMSH2, hMSH6
smMIP — molekularne | DNA tumorskog tkiva 95,8 %

inverzijske probe jedne

molekule

*MMR — mismatch repair; **MS — microsatellite
1.3.1. Klini¢ki zna€aj mikrosatelitne nestabilnosti

MSI osim Sto je zastitni znak nasljednog nepolipoznog kolorektalnog karcinoma
(HNPCC — engl. Hereditary nonpolyposis colorectal carcinoma) odnosno Lynchova
sindroma, srecemo i u 15 % bolesnika sa sporadi¢nim kolorektalnim karcinomom. U
vecine sporadicnih kolorektalninh karcinoma nalazimo epigenetsku mutaciju MLH1
gena, dok u ostalih karcinoma, dominantno Lynchova sindroma, imamo druge

mutacije MMR gena. (76, 77) S obzirom na povezanost MSI i Lynchova sindroma
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preporuka je da se svi bolesnici s kolorektalnim karcinomom koji su MSI trebaju
testirati na Lynchov sindrom (78). MSI-H je pozitivni prognosticki ¢imbenik u svim
stadijima I-IV kolorektalnog karcinoma u odnosu na MSI-L i MSS, Sto moZe utjecati na
sam izbor terapije osobito u stadiju Il kolorektalnog karcinoma (79). MSI-H nije samo
pozitivni prognosticki faktor nego i predvida los odgovor na 5-fluorouracil terapiju (80).
Medutim, dodatkom oksaliplatine u protokol lijeCenja (FOLFOX protokol) taj se
negativni ucCinak ponistava (81). Bolesnici koji su MSI-H i imaju BRAF mutaciju imaju
prezivljenje slicno bolesnicima koji su MSI-H, ali bez BRAF mutacije za razliku od
bolesnika koji su MSS ili MSI-L te imaju BRAF mutaciju, njihova prognoza je znatno
loSija (82-84).

1.4 Tumorsko pupanje

Tumorsko pupanje predstavlja histopatoloski entitet koji susrecemo u viSe vrsta
karcinoma.

Za njega su karakteristicni prstasti izdanci ili pupoljci u neposrednoj blizini invazivne
fronte karcinoma kao i odvojene nakupine malignih stanica u samoj stromi karcinoma
(85-87).

Prve radove koji spominju tumorsko pupanje objavio je Imai, 1949. godine u Japanu,
prouCavajuci karcinom Zeluca, dok se tumorsko pupanje u kontekstu kolorektalnog
karcinoma prvi put pojavljuje 80-ih godina (88, 89).

Tumorsko pupanje kod bolesnika s kolorektalnim karcinomom po UICC (engl. Union
for International Cancer Control) predstavlja dodatni prognosticki faktor, te potencijalni
prognosticki faktor u ranom karcinomu po smjernicama ESMO (engl. European
Society for Medical Oncology) (90). Takoder, sve je jasniji stav da se u malignim
polipima koji imaju izraZzeno tumorsko pupanje treba uciniti standardna resekcija (91).

Unato€ jasnoj vrijednosti koju ima tumorsko pupanje kao prognosticki faktor, ono ni
danas nije sastavni dio patoloSkog nalaza u bolesnika s kolorektalnim karcinomom.
Uzrok tomu je viSe razloga kao $to su nepostojanje konsenzusa oko same definicije
Sto je tumorsko pupanje, heterogenost u metodologiji odredivanja tumorskog pupanja
kao i kvantifikacije samog tumorskog pupanja.

Sukladno tome postoji viSe definicija samog tumorskog pupanja. Jedna od ranih
studija koju je objavio Mordomi tumorsko pupanje definira kao izolirane
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nediferencirane maligne stanice ili njihove nakupine koje imaju = 5 karcinomskih
stanica koje formiraju mikrotubularne karcinomske Zljezdane strukture te su rastrkane
u stromi na invazivnom rubu kolorektalnog karcinoma (89). Za razliku od Mordomija,
Ueno definira tumorsko pupanje kao nakupine izoliranih malignih stanica ili njihovih
nakupina koje imaju < 4 karcinomske stanice u stromi s trabekularnom ili
mikrotubularnom arhitekturom, u podrucju invazivnog rasta karcinoma (92). U zadnje
vrijeme prisutan je trend da se tumorskim pupanjem ne smatraju pojedinacne

karcinomske stanice vec¢ nakupine koje imaju < 5 stanica (93-95).

Sto se ti¢e same metodologije tumorskog pupanja, prijepori se javljaju oko nekoliko
osnovnih postavki kao Sto su nacCin bojanja (hemalaun eozin vs. pan-citokeratin
imuhohistokemija), diskriminacija tumorskih pupova od struktura koje su slicne
tumorskim pupovima, odredivanje podrucja interesa (procjena cijelog preparata ili
samo invazivnog ruba), primjena razliCitih poveéanja koji ovise o promatracu i opremi,
kvantifikacija intenziteta tumorskog pupanja (primjena semikvantitativnih ili
kvantitativnih metoda) te na kraju interpretacija intenziteta tumorskog pupanja u

bolesnika s kolorektalnim karcinomom.
Danas se najcesce koristi pet metoda odredivanja tumorskog pupanja:

1.) Metoda po Haseu zasniva se na subjektivnoj procjeni, podrucje procjene
tumorskog pupanja je cijeli tumor te se tumorsko pupanje procjenjuje na
negativno, umjereno te blago i jako izrazeno (96).

2.) Uenova metoda koja se zasniva na brojanju tumorski pupova, podrucje
procjene je s najveCim brojem tumorskih pupova; povecanje 250x%, polje
povrsine 0,385 mm?; tumorsko pupanje se klasificira kao niskog stupnja (< 10
tumorskih pupova) i visokog stupnja (> 10 tumorskih pupova) (97).

3.) Modificirana metoda Uena zasniva se na brojanju tumorskih pupova, podrucje
procjene je high power field (1HPF) koje pokazuje najveci broj tumorskih
pupova, povecanje 250x%, polje povrsine 0,785 mm?, klasificira se kao negativno
(< 5 tumorski pupoljaka) i pozitivho (>/ 5 tumorski pupoljaka).

4.) Metoda po Nakamuri zasniva se na semikvantitativhoj procjeni, tj. postotku
zahvacenosti tumorskim pupovima, podrucje procjene je cijeli invazivni rub,

klasificira se kao niskog stupnja (negativan ili umjereno tumorsko pupanje u
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podru€ju < 1/3 Sirine invazivnog ruba) i visokog stupnja (umjereno ili jako
izrazeno tumorsko pupanje 1/3-2/3 i > 2/3 Sirine invazivnog ruba) (98).
5.) Konvencionalni Wang, zasniva se na brojanju pupoljaka, podrucje procjene je
5 HPF u podrucju s najvecim brojem tumorskih pupova koji se vide inicijalnim
skeniranjem, povecanje 200x, polje povrsine 0,94985 mm?, klasificira se visoki
stupanj tumorskog pupanja ako je sredniji rezultat = 1 i niski stupanj tumorskog
pupanja ako je srednji rezultat = 0 (99).
Unatoc razlicitosti pojedinih metoda ostaje Cinjenica da je tumorsko pupanje znacajan
prognosticki Cimbenik neovisno kojom metodom se detektira. Uvidaju¢i prednosti
tumorskog pupanja danas se nastoji na standardiziran nacin procijeniti i prikazati

tumorsko pupanje u kolorektalnom karcinomu (100).
1.4.1. Klini¢ki zna€aj tumorskog pupanja

KliniCki znaCaj tumorskog pupanja u bolesnika s kolorektalnim karcinomom moze se
sagledati u nekoliko scenarija: u bolesnika s ranim stadijem (T1 kategorija), u
bolesnika s uznapredovalim stadijem kolorektalnog karcinoma kao i detekciji

tumorskog pupanja na malim biopsijama.

ProsSirenost kolonoskopije dovela je do toga da je sve veéi broj otkrivenih ranih
karcinoma kolona i rektuma. Sukladno tome postavlja se terapijska dvojba je li
dovoljno samo odstranjenje karcinoma koji je zahvatio submukozu ili je ipak potrebno
uciniti resekciju crijeva s pripadaju¢om limfnom drenazom, uzimajuci rizik nastanka
metastaza u limfnim ¢vorovima koji ovisno o radu iznosi 3 — 15 % kod T1 karcinoma
(101). Vecina studija o tumorskom pupanju i T1 karcinomima zasniva se na korelaciji
tumorskog pupanja, limfovaskularne invazije i metastaza u limfnim ¢vorovima (102).
Studije su pokazale da je tumorsko pupanje korisnije u predvidanju nastanka
metastaza u limfnim ¢vorovima u slu€ajevima ranog karcinoma kolona i rektuma u
odnosu na tri histoloSka kriterija: vaskularne invazije, dubine submukozne invazije i
diferenciranosti samog tumora (103). Okoyuma je u svom radu pokazao da
kombinacija limfovaskularne invazije i tumorskog pupanja predvida metastaze u
limfnim &vorovima u bolesnika s T1 1 T2 s puno veéom to¢noscu od limfovaskularne
invazije samostalno (104). Pokazano je da tumori koji imaju tumorsko pupanje imaju
zahvacenost limfnih ¢vorova 24 — 41 % u odnosu na one koji nemaju tumorsko

pupanje gdje je zahvacenost limfnih Evorova 0 — 7 % (104).
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ViSe studija pokazalo je da je tumorsko pupanje neovisni prediktor recidiva i
prezivljenja bolesnika s kolorektalnim karcinomom stadija Il, s prezivljenjem sli¢nim

kao u bolesnika s kolorektalnim karcinomom stadija 11l (105-109).

Na osnovi dostupnih dokaza razvidno je da je prognostiCka vaznost tumorskog
pupanja u kolorektalnom karcinomu u najmanju ruku vrijedna kao i drugi prognosticki
faktori poput vaskularne invazije, stupanja diferencijacije i perineuralne invazije, Sto
upucuje da tumorsko pupanje treba postati sastavni dio patohistoloSkog nalaza uz sve
druge sastavnice koje koristimo u procjeni rizika (100).

S obzirom na promjenu u pristupu onkoloSkog lijeCenja bolesnika s kolorektalnim
karcinomom gdje se sve viSe naglasak stavlja na neoadjuvantno lije€enje, pogotovo u
karcinomu rektuma, javila se potreba za procjenom parametara rizika pa tako i
tumorskog pupanja u tumorskom tkivu dobivenom biopsijom. U tom slu€aju ne
govorimo o ,standardnom® peritumorskom pupanju koje susre¢emo na invazivhom
rubu, nego o intratumorskom pupanju koje nalazimo u samom tumoru. 1989. godine
objavljen je prvi rad o intratumorskom pupanju koje pokazuje povezanost tumorskog
pupanja i metastaza u limfne ¢vorove na biopsijama karcinoma rektuma (89). Kasniji
radovi potvrdili su povezanost intratumorskog pupanja u preoperativnim bioptatima s
peritumorskim pupanjem u resektatu nakon operacije i s metastazama u limfnim
¢vorovima, ali joS bez dovoljno dokaza da bi tumorsko pupanje postalo dio
standardnog histopatoloskog nalaza (110-112).

1.5. Kolorektalni karcinom stadija Il

Adenokarcinomi kolona i rektuma stadija Il gledaju¢i po TNM kategorizaciji
AJCC/UICC nisu toliko heterogena skupina (pT3/4, pNO, pMO) u odnosu na druge
stadije, ali svejedno postoji velika razlika u petogodiSnjem preZivljenju izmedu
podgrupa lIA, IIB i lIC stadija Il, te oni imaju slabije 5-godiSnje preZivljenje u odnosu
na IllIA stadij. Prema podacima SEERS 5-godiSnje prezivljenje bolesnika stadija Il
varira od 66 % u stadiju IIA do 37 % u stadiju IIC, Sto je znatno manje od stadija IlIA u
kojem imamo pozitivne limfne ¢vorove, a 5-godiSnje prezivljenje iznosi 73,1 % (113).
Zaklju€ak koji se namece na osnovi prije navedenog je da karcinomi stadija Il imaju
heterogenu biologiju koja utjeCe na veliku razliku u prezivljenju, koju nismo u

mogucnosti kategorizirati i razumjeti samo na osnovi TNM kategorija. Na osnovi
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podataka o prezivljenju ASCO i NCCN objavili su smjernice o bolesnicima stadija Il s
,viskom rizikom“ (Tablica 8.) (114, 115).

Tablica 8. Stadij Il, riziCni bolesnici

ASCO smijernice

Manje od 13 pregledanih limfnih Evorova

T4 tumori

Mehanicka opstrukcija u klini¢koj slici ili perforacija tumora

Nepovoljan histoloski tip tumora

Losa diferencijacija tumora

Limfovaskularna invazija

Upitan resekcijski rub

NCCN smjernice

Manje od 12 pregledanih limfnih &vorova

Mehanicka opstrukcija u klini¢koj slici ili perforacija tumora

Perineuralna invazija

Pozitivan ili upitan resekcijski rub

Unato€ jasnim podacima o slabijem prezivljenju pogotovo bolesnika stadija IIC (T4b,
NO) kemoterapija joS nije postala standard kod bolesnika stadija Il. Jedan od osnovnih
razloga tomu je MOSAIC studija koja spada u najviSe citirane studije glede adjuvantne
terapije u kolorektalnom karcinomu. Navedena studija nije pokazala bolje prezivljenje
s adjuvantnom terapijom oksalplatinom uz 5-fluorouracil, mada je pokazala
poboljSanje u DFS u 5 godina (116). Kao kontrast Mosaic studiji studija QUASAR
pokazala je bolje prezivljenje bolesnika stadija |l koji su dobili onkolosko lijeCenje
(117). Na osnovi dostupnih studija pregledni rad u Cochranu je zakljucio da adjuvantna
5-fluorouracil terapija stadija Il karcinoma kolona dovodi do boljeg DFS u bolesnika
stadija Il, ali ne do boljeg ukupnog prezivljenja te ne preporu€aju adjuvantnu terapiju
(118).

1.6. Svrha rada

Sporadicni karcinomi kolona i rektuma stadija Il predstavljaju izrazito heterogenu

skupinu Sto se tiCe same biologije tumora s dosta rasprSenom stopom prezivljenja.

Tumorsko pupanje i mikrosatelithna nestabilnost predstavljaju nove prognosticke
parametre koji imaju tendenciju biti sastavni dio patoloskog nalaza.
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Svrha ovog rada je pomocu tumorskog pupanja i mikrosatelitne nestabilnosti kao novih
prognostickih parametara pokusati dodatno grupirati bolesnike unutar stadija Il s ciljem
prepoznavanja one podskupine koja bi imala benefit od onkoloskog lijeCenja s ciliem
poboljSanja prezivljenja.

18



2. HIPOTEZA

Tumorsko pupanje i mikrosatelitna nestabilnost predstavljaju neovisne prognosticke

c¢imbenike u bolesnika sa sporadicnim karcinomom kolona i rektuma stadija .
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3. CILJEVI RADA

U skladu s hipotezom postavljaju se sljedeci ciljevi rada:

1. Utvrditi utjecaj tumorskog pupanja na prezivljenje bolesnika sa sporadicnim
adenokarcinomom debelog crijeva i rektuma stadija Il.

2. Utvrditi utjecaj mikrosatelitne nestabilnosti na prezivljenje bolesnika sa
sporadi¢nim adenokarcinomom debelog crijeva i rektuma stadija II.

3. Utvrditi postojanje podskupina bolesnika stadija |l na osnovi standardnog
patoloSkog nalaza nadopunjenog nalazom mikrosatelitne nestabilnosti i

tumorskog pupanja.
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4. MATERIJAL | METODE

4.1. Bolesnici

Arhiva Klinickog zavoda za patologiju i citologiju Klinicke bolnice Dubrava Zagreb
analizirana je za razdoblje od 1. sijeCnja 2011. godine do 31. prosinca 2015. godine.
Izdvojeni su podaci bolesnika operiranih zbog sporadicnog kolorektalnog karcinoma
stadija II. Bolesnici operirani kao hitni bolesnici te bolesnici s Lynchovim sindromom
nisu uzimani u analizu. Nakon izdvajanja odgovarajucih bolesnika provjereno je koji
od njih imaju i endoskopsku biopsiju kolorektalnog karcinoma dobivenu
kolonoskopijom. Tako je odredena skupina od 89 reseciranih operativnih materijala
sporadicnog kolorektalnog karcinoma stadija Il s njihovim pripadaju¢im endoskopskim

biopsijama, s tim da je zadnji datum pretrage arhive bio 31. prosinca 2015. godine.

4.2. Odabir i priprema patohistoloskih uzoraka

Nakon definiranja skupine, svi rutinski histoloSki preparati resektata kolorektalnog
karcinoma te endoskopske biopsije bojeni hemalaun-eozinom (HE) uzeti su iz arhive
KB Dubrava. Za svakog bolesnika je, izmedu histoloSkih preparata s tumorom,
odabran onaj u kojemu tumor najdublje prodire kroz stijenku crijeva, tj. preparat s
invazivnhom tumorskom frontom. U primjeru endoskopske biopsije naj¢esS¢e smo imali
samo jedan preparat. U primjeru kad ih je bilo viSe odabran je onaj s najve¢im udjelom
tumorskog tkiva. Nakon probira najpogodnijih histolosSkih preparata iz arhive su uzete
odgovarajuce parafinske kocke, po bolesniku jedna parafinska kocka reseciranog

materijala te jedna endoskopske biopsije s tumorskim tkivom.

4.3. Odredivanje stupnja tumorskog pupanja po Nakamuri i Lugliju

Na rutinskim HE preparatima odreden je stupanj peritumorskog i intratumorskog
pupanja. U primjeru peritumorskog pupanja (tumorska invazivna fronta) (Slika 1.),
stupnjevanje po Nakamuri bilo je na sljedeci nacin (119):

e Stupanj 1: tumorsko pupanje zahvac¢a do 1/3 invazivne fronte.

e Stupanj 2: tumorsko pupanje zahvaca 1/3 — 2/3 invazivne fronte.

e Stupanj 3: tumorsko pupanje zahvaca viSe od 2/3 invazivne fronte.
U primjeru intratumorskog pupanja (endoskopska biopsija), stupnjevanje po
Nakamuri/Gigeru izvrSeno je na sljedeci nacin (119, 120):

e Stupanj 0: nema tumorskih pupova na povecanju 4x niti na povecanju 10x.
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e Stupanj 1: nema tumorskih pupova na povecaniju 4x, vidljivi tumorski pupovi na

povecanju 10x (Slika 2.)

Slika 2. Endoskopska biopsija, tumorsko pupanje po Nakamuri 1, povec¢anje 10x, HE
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Slika 3. Endoskopska biopsija, tumorsko pupanje po Nakamuri 2, povec¢anje 4x, HE
Metodom po Lugliju odreden je stupanj pupanja kako slijedi (121):

e Stupanj 0: u vidnom polju ima 0 — 4 tumorska pupa.

e Stupanj 1: u vidnom polju ima 5 — 9 tumorskih pupova.

e Stupanj 2: u vidnom polju ima 10 i viSe tumorskih pupova.
lako je navedena metoda po Lugliju preporucena za peritumorsko pupanje, a u
zaklju€cima preporuka spominje se intratumorsko pupanje, metoda za intratumorsko
pupanje nije standardizirana. U ovom doktoratu dostupno vidno polje s tumorskim
tkivom u endoskopskoj biopsiji koriSteno je za odredivanje intratumorskog pupanja
prema Lugliju. Ograni€enje primjene preporu¢ene metode je u tome $to je koli€ina
materijala u endoskopskoj biopsiji ograni¢ena pa se stupanj odreduje naj¢eSce u

jedinom dostupnom vidnom polju s tumorskim tkivom.

4.4. Odredivanje mikrosatelitne nestabilnosti

Materijal je izrezan na preparate standardne debljine 4 pum te obojen
imunohistokemijskom metodom, koja se radi na potpuno automatiziranom uredaju
Ventana BenchMark ULTRA platform na Klinickom zavodu za patologiju i citologiju,
KB Dubrava, Zagreb. Mikrosatelitna nestabilnost se odredivala upotrebom sljedecih
protutijela (Ventana, Roche):
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MMR IHC panel:
1. MLH1 (engl. MutL Protein Homolog 1, Mouse monoclonal antibody), klon M1.

2. MSH2 (engl. MutS Protein Homolog 2, Mouse monoclonal antibody), klon
G219-1129.

3. MSH6 (engl. MutS Protein Homolog 6, Rabbit monoclonal antibody), klon
SP93.

4. PMS2 (engl. Postmeiotic Segregation Increased, Mouse monoclonal antibody)
klon A16-4.

Panel s 4 primarna protutijela ima razliCite protokole bojanja, prema uputama
proizvodaca. Cijeli postupak je automatiziran te se deparafinizacija odvija koriStenjem
tekucina EZ prep i CC1, a imunohistokemijska reakcija se odvija u kombinaciji s
detekcijskim kitovima Optiview DAB IHC detekcijskim kitom i dodatnim reagensima
Hematoxyllin 1l i Bluing Reagent. Za protutijelo PMS2 potreban je dodatak OptiView
DAB amplification kit za poboljSanje vidljivosti signala.

Vizualizacija se odvija upotrebom hidrogen peroksidaze uz DAB Kkit.

Mikrosatelitna nestabilnost odredivana je imunohistokemijski na operativnom
materijalu i pripadajucoj endoskopskoj biopsiji.

Imunohistokemijski su se mikrosatelitno nestabilnim karcinomima smatrali tumori kod
kojih je doslo do gubitka ekspresije barem jednog od Cetiri koristena markera (MLH1,
MSH2, MSH6 i PMS2) (Slika 4.). Gubitkom ekspresije smatran je negativitet svih
tumorskih jezgara uz pozitivnu unutarnju kontrolu (pozitivne jezgre stromalnih, upalnih

ili netumorskih epitelnih stanica) (122, 123).
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Slika 4b. Pozitivan MLH1, povecéanje 200x
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4.5. Varijable koriStene u studiji

U ovoj studiji koriSteno je 18 varijabli (Tablica 9.).

Tablica 9. Varijable koriStene u studiji

No Varijabla Vrijednost
1 Dob Godine
2 Spol Musko, zensko
3 Lokalizacija Desni kolon, lijevi kolon, rektum
4 T-stadij T3, T4a, T4b
5 Iv3r0j pronadenih limfnih | <12, 212
¢vorova
6 Klinicki stadij tumora Stadij 1A, Stadij IIB, Stadij l1IC
Histoloski tip po WHO-u Adenokarcinom, NOS
7 Mucinozni karcinom
Karcinom sa stanicama tipa prstena pec€atnjaka
8 HistoloSki gradus G1, G2, G3, G4
9 Perineuralna invazija Pozitivha, negativna
10 Limfno-vaskularna invazija Pozitivha, negativna
11 Karcinoembrionalni antigen ng/ml
Tumorsko pupanje | Endoskopska biopsija
(Nakamura) Gradus 0, Gradus 1, Gradus 2
12 Resektat
Gradus 1, Gradus 2, Gradus 3
13 Tumorsko pupanje (Lugli) Gradus 1, Gradus 2, Gradus 3
14 Broj pupova Broj
Mikrosatelitna nestabilnost Endoskopska biopsija
MSS, MSI
15
Resektat
MSS, MSI
16 Adjuvantna terapija Nije pro.vedenalll, kemoterapija, radioterapija,
kemoradioterapija
17 Povrat bolesti Bez povrata, . Iokglpi . reqidiv, udaljene
metastaze, lokalni recidiv i udaljene metastaze
18 Prezivljenje Dani
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4.6. Metodologija analize podataka u prognosti¢kim studijama

Analiza dozivljenja (engl. survival analysis) je zbirni naziv statistickih tehnika u kojima
se modelira vrijeme od pocCetka studije (start) do nastupa odredenog dogadaja od
interesa (124).

Podaci su analizirani koriStenjem R softvera, verzija 3.5 (124, 125). Kontinuirani
podaci prikazani su kao srednje vrijednosti, standardne devijacije (SD) i medijani.
|zbrojani podaci i rezultati prikazani su kao brojevi i postoci (125).

Prognosticke podskupine identificirane su koriStenjem rekurzivnhog particioniranja,
implementiranog kao rpart modul (akronim za Recursive PARTitioning) u R softveru
(126). Ovaj modul konstruira stablo prezivljavanja, vizualnu metodu koja identificira
prognosticke podskupine (126, 127). Metoda zapocinje analizu sa svim pacijentima
uklju€enim u studiju i dijeli ih korak po korak u prognosti¢ke podskupine. Konacni
rezultat se izrazava kao stablo prezZivljavanja, sastavljeno od ¢vorova odluke i
terminalnih Cvorova (liS¢a) (126, 127). Svaki ¢vor odluCivanja koristi varijablu za
podjelu pacijenata u dvije podskupine s maksimalnom razlikom u omjerima opasnosti
(HR). Ovaj se postupak ponavlja sve dok daljnje poboljSanje u podrazdjeli nije
moguce. Na taj se nacin dolazi do terminalnih ¢vorova. Pacijenti u prvom ¢voru odluke
imaju omjer opasnosti od 1. Omjer opasnosti za pacijente u svakom ¢voru izrazava se
u usporedbi s ovom vrijednoS¢u. Prednost rekurzivhog particioniranja je jasno
uspostavljena hijerarhija varijabli po vaznosti, odnosno ova metoda navodi varijable
prema njihovom informacijskom sadrzaju povezanom s prognozom (128, 129, 130).
Razlika u prezivljavanju izmedu bolesnika u terminalnim Cvorovima analizirana je
Gehan-Wilcoxonovim testom i prikazana kao krivulje prezivljavanja (procjena
prezivljavanja temeljena na Kaplan-Meierovoj metodi) (125). Ovaj dio analize temeljio
se na modulu prezivljavanja u programskom jeziku R (125). Podaci su smatrani

statistiCki znaCajnim ako je P-vrijednost Gehan-Wilcoxonovog testa bila < 0,05 (125).
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5. REZULTATI

Istrazivanje je provedeno na 89 bolesnika za koje su bili dostupni svi trazeni podaci,

uklju€ujuci i histoloSke preparate te parafinske kocke tumora.

5.1. Deskriptivna statistika

5.1.1. Spol bolesnika
U istrazivanje su bili uklju¢eni 61 muskarac (69 %) te 28 Zena (31 %) (Tablica 10.).

Tablica 10. Raspodjela bolesnika po spolu

Spol Broj bolesnika | Postotak
Musko | 61 69
Zensko |28 31

5.1.2. Dob bolesnika
Prosje€na dob bolesnika je bila 70,4 godine. Najmladi bolesnik je imao 42 godine, a

najstariji 90 godina (Tablica 11.).

Tablica 11. Dob bolesnika (godine)

Skupina | Broj X Medijan | Minimum | Maksimum | Q1* | Q3** | SD
bolesnika

Musko | 61 704 |72 42 90 64 |80 10.9

Zensko |28 70,5 |68 59 85 64 |80 7,92

Ukupno | 89 70.43 | 71 42 90 64 |80 10,01

X srednja vrijednost, * Prva kvartila, ** Tre¢a kvartila, SD — standardna devijacija

5.1.3. Duljina pracéenja

Prema podacima Registra za rak Hrvatskog zavoda za javno zdravstvo, zakljuéno sa
1. svibnja 2021. godine, bolesnici su praceni prosjecno 2108,6 dana, s medijanom
2190,00 dana. Najkrace pracenje je bilo 20, a najdulje 3718 dana (Tablica 12.).
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Tablica 12. Duljina pracenja bolesnika (dani)

Broj X Medijan | Minimum | Maksimum | Q1 Q3** | SD
bolesnika
89 2108,60 |2190.00 |20 3718 1810 | 2591 | 787

X srednja vrijednost, * Prva kvartila, ** Tre¢a kvartila, SD — standardna devijacija

Kumulativna proporcija
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Slika 6. Pracenje ispitanika uklju€enih u studiju prikazano metodom po Kaplan-Meieru

(n = 89)

Od 89 bolesnika uklju€enih u istrazivanje, 60 (67,42 %) je na 1. svibnja 2021. godine

bilo Zivo, dok je 29 (32,58 %) umrlo za vrijeme pracenja (Tablica 13) (Slika 6.).

Tablica 13. Postotak kompletno i cenzurirano pracenih bolesnika

Praéenje Broj bolesnika Postotak
Kompletno 60 67,42
Cenzurirani 29 32,58
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5.1.4. Lokalizacija tumora

U desnom kolonu (cekum, uzlazno i popre¢no debelo crijevo) bila su smjestena 33 (37
%) tumora, u lijevom kolonu (silazno debelo crijevo i rektosigmoid) 30 (33,7 %), dok je
u rektumu bilo smjesSteno 26 (29,2 %) tumora (Tablica 14.). Iz ovih podataka je vidljivo

da su u analizu bile u slicnim omjerima uklju€ene sve regije kolorektuma.

Tablica 14. Lokalizacija tumora

Lokalizacija | Broj bolesnika Postotak
Desni kolon | 33 37,0
Lijevi kolon | 30 33,7
Rektum 26 29,2

5.1.5. Raspodjela bolesnika prema histoloSkom tipu i stupnju diferencijacije tumora

U istrazivanju najveci dio su Cinili adenokarcinomi, bez drugih oznaka (88,8 %)
(Tablica 15.).

Tablica 15. Raspodjela ispitanika prema histoloSkom tipu karcinoma

Histoloski tip Broj bolesnika Postotak
Adenokarcinom, NOS 79 88,8
Mucinozni adenokarcinom 10 11,2

Prema stupnju diferencijacije, najviSe je tumora gradusa 2, odnosno umjereno
diferenciranih karcinoma (83,2 %). U skupini ,ostalo” nalaze se mucinozni
adenokarcinomi, koji se prema definiciji smatraju slabo diferenciranim karcinomima,

ali se ne vrsi njihovo graduiranje (Tablica 16.).
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Tablica 16. Raspodjela ispitanika prema histoloSkom gradusu karcinoma

Histoloski gradus Broj bolesnika Postotak
1 (dobro diferencirani) 3 3.4

2 (umjereno diferencirani) | 74 83,2

3 (slabo diferencirani) 2 2,3

4 (nediferencirani) 0 0

Ostalo 10 11,1

5.1.6. Raspodjela bolesnika prema T-stadiju

U istrazivanoj skupini najviSe je bilo zastupljeno T3 kategorija tumora (78, odnosno

87,6 %), dok je najmanje bilo tumora kategorije T4a (5, odnosno 5,6 %) (Tablica 17.).

Tablica 17. Raspodjela bolesnika prema T-stadiju

T-stadij Broj bolesnika Postotak
3 78 87,6

4a 5 5,6

4b 6 6,7

5.1.7. Broj pregledanih limfnih évorova

Kod 52 bolesnika u resektatu je pregledano = 12 limfnih ¢vorova, dok je u 37 bolesnika

pregledano < 12 limfnih ¢vorova (Tablica 18.).

Tablica 18. Broj pregledanih limfnih ¢vorova u odnosu na preporuke (12 ¢vorova po

uzorku)

Prosjecan broj limfnih ¢vorova bio je 14,7 (Tablica 19.), najmaniji 3, a najveci 38.

Broj limfnih évorova | Broj bolesnika Postotak
>12 52 58,4
<12 37 41,6
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Tablica 19. Ukupan broj izoliranih limfnih ¢vorova iz resektata

X Medijan

Broj bolesnika

Minimum

Maksimum

Q1*

Q3**

SD

89 14,7 | 14,0

3 38

10,0

17,0

7,94

X srednja vrijednost, * Prva kvartila, ** Tre¢a kvartila, SD — standardna devijacija

5.1.8. Raspodjela bolesnika prema klinickom stadiju bolesti
U ispitivanoj skupini najviSe je bilo bolesnika stadija I1A (78; 87,6 %) te 1IC (6; 6,7 %)

(Tablica 20.).

Tablica 20. Raspodjela bolesnika prema klinickom stadiju bolesti

Klinicki stadij Broj bolesnika Postotak
A 78 87,6

1B 5 5,6

lc 6 6,7

5.1.9. Perineuralna invazija

U 7 (7,9 %) reseciranih tumora nadena je perineuralna invazija (Tablica 21.).

Tablica 21. Raspodjela bolesnika prema nalazu perineuralne invazije

Perineuralna invazija Broj bolesnika Postotak
Pozitivha 7 7.9
Negativna 82 92,1

5.1.10. Invazija limfnih i krvnih zila

Invazija limfnih Zila i vena nadena je u 31 resektatu (34,8 %) (Tablica 22.).

Tablica 22. Raspodjela bolesnika prema invaziji limfnih i krvnih zila

Limfovaskularna invazija Broj bolesnika | Postotak
Pozitivha 31 34,8
Negativna 58 65,2
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5.1.11. Karcinoembrionalni antigen

U 61 bolesnika (68,5 %) bila je poznata prijeoperacijska vrijednost
karcinoembrionalnoga antigena (CEA) koja je bila u rasponu od 0,3 do 225,6 (Tablica
23.).

Tablica 23. Prijeoperacijska vrijednost CEA

Broj bolesnika Medijan | Minimum | Maksimum | Q1* | Q3** | SD

X

61 8,917 0,3 225,6 0,8 29 |299

X srednja vrijednost, * Prva kvartila, ** Tre¢a kvartila, SD — standardna devijacija

5.1.12. Adjuvantna terapija
Adjuvantnu terapiju proslo je 14 bolesnika (15,7 %) (Tablica 24.).

Tablica 24. Adjuvantno lijeCenje

Adjuvantna terapija Broj bolesnika Postotak
Nije provedena 75 84,3
Kemoterapija 12 13,5
Radioterapija 1 1,12
Kemoradioterapija 1 1,12

5.1.13. Povrat bolesti
Od ukupnog broja bolesnika uklju¢enih u rad 10 bolesnika (11,2 %) razvilo je lokalni
recidiv ili udaljene metastaze (Tablica 25.).
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Tablica 25. Povrat bolesti

Povrat bolesti Broj bolesnika Postotak
Nije prisutan 79 88,8
Lokalni recidiv 2 2,2
Udaljene metastaze 5 5,6
Lokalni recidiv i udaljene metastaze | 3 3,4

5.2. Stupanj tumorskog pupanja po Nakamuri

5.2.1.Tumorsko pupanje po Nakamuri u endoskopskoj biopsiji

Primjenom metode po Nakamuri/Gigeru, intratumorsko pupanje u endoskopskoj
biopsiji stupnja 1 nadeno je u 57,3 %, a stupnja 2 u 5,7 % bolesnika. Intratumorsko
pupanje u endoskopskoj biopsiji nije nadeno u 37,1 % bolesnika (Tablica 26.).

Tablica 26. Stupanj intratumorskog pupanja po Nakamuri

Intratumorsko pupanje po Nakamuri Broj bolesnika Postotak
0 33 37,1

1 51 57,3

2 5 57

5.2.2. Stupanj tumorskog pupanja po Nakamuri u resektatu

Stupanj peritumorskog pupanja po Nakamuri u resektatu je u 6,7 % bolesnika stupnja
3 i 15,7 % stupnja 2 (Tablica 27.), odnosno 22,4 % ih je u skupni peritumorskog
pupanja visokog stupnja (zajedno stupanj 2 i 3) (Tablica 28.).
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Tablica 27. Stupanj peritumorskog pupanja po Nakamuri

Peritumorsko pupanje po Nakamuri Broj bolesnika | Postotak
0 29 32,6

1 40 45,0

2 14 15,7

3 6 6,7

Tablica 28. Stupanj peritumorskog pupanja po Nakamuri — grupirano

Peritumorsko pupanje Broj Postotak
po Nakamuri (grupirano) bolesnika

0i 1 — niskog stupnja 69 77,5

2 i 3 — visokog stupnja 20 22,5

5.3. Stupanj tumorskog pupanja po Lugliju

5.3.1. Stupanj tumorskog pupanja po Lugliju u endoskopskoj biopsiji

Primjenom metode po Lugliju na endoskopsku biopsiju (intratumorsko pupanje),

preparatima bojenim HE, 76 bolesnika (85,4 %) je u skupini 1, 10 bolesnika (11,2 %)
je u skupini 2 dok su 3 bolesnika (3,4 %) u skupini 3. (Tablica 29.)

Tablica 29. Stupanj intratumorskog pupanja po Lugliju (HE)

Prosje€an broj pupova u endoskopskoj biopsiji bio je 5 (Tablica 30.).

Intratumorsko pupanje | Broj bolesnika | Postotak
po Lugliju (HE)

1 (0-4 pupa) 76 85,4

2 (5-9 pupova) 10 11,2

3 (10 i vise pupova) 3 3.4
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Tablica 30. Raspodjela broja pupova u endoskopskoj biopsiji (bojenje HE)

X | Medijan | Minimum | Maksimum | Q1* | Q3** | SD

Broj bolesnika

89 50120 0 50 0,0 (75 |7,15

X srednja vrijednost, * Prva kvartila, ** Tre¢a kvartila, SD — standardna devijacija

5.3.2. Stupanj tumorskog pupanja po Lugliju u resektatu

Na rutinskim HE preparatima primjenom metode po Lugliju peritumorsko pupanje
nadeno je u 6 (6,7 %) tumora koji u invazivhom rubu imaju stupanj pupanja 3 (Tablica
31.).

Prosje€an broj tumorskih pupova dobivenih metodom po Lugliju na HE preparatima
bio je 10,9 (Tablica 32.).

Tablica 31. Stupanj peritumorskog pupanja metodom po Lugliju (bojenje HE)

Peritumorsko pupanje po Lugliju (HE) | Broj bolesnika | Postotak

1 (0 — 4 pupa) 67 75,3
2 (5 -9 pupova) 16 18,0
3 (10 i vise pupova) 6 6,7

Tablica 32. Raspodjela broja pupova odredenih na HE preparatima u resektatu

Metoda | Broj x Medijan | Minimum | Maksimum | Q1* | Q3** | SD

bojenja | bolesnika

HE 89 10,9 1 10,0 1 25 6,0 | 15,0 | 5,99

X srednja vrijednost, * Prva kvartila, ** Tre¢a kvartila, SD — standardna devijacija

5.4. Mikrosatelitna nestabilnost

5.4.1. Mikrosatelitna nestabilnost u resektatu

Primjenom imunohistokemijske tehnike nadeno je 14 wuzoraka (15,7 %) s
mikrosatelitnom nestabilnosti (MSI) dok je 75 uzoraka pokazalo mikrosatelitnu
stabilnost (MSS) (Tablica 33.).
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Tablica 33. Mikrosatelitha nestabilnost u resektatu

Mikrosatelitna nestabilnost Broj bolesnika Postotak
MSS 75 84,3
MSI 14 15,7

U svih bolesnika s mikrosatelitnom nestabilnoScu resektata prisutna je mutacija MLH1

i PMS2 MMR gena (Tablica 34.).

Tablica 34. Mutacije MMR gena u resektatu

Mutacija MMR gena | Broj bolesnika
MLH1 14

PMS2 14

MSH2 0

MSH6 0

5.4.2. Mikrosatelitna nestabilnost u maloj biopsiji

Primjenom imunohistokemijske tehnike na maloj biopsiji nadeno je 11 uzoraka (5,6 %)

s mikrosatelitne nestabilnosti (Tablica 35.).

Tablica 35. Mikrosatelitna nestabilnost u biopsiji

Mikrosatelitna nestabilnost | Broj bolesnika | Postotak
MSS 78 87,6
MSI 11 12,3

U svim biopsijskim uzorcima s mikrosatelithom nestabilno$¢u prisutna je mutacija
PMS2 MMR gena, dok je u 5 biopsija prisutna i mutacija MLH1 (Tablica 36.).
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Tablica 36. Mutacije MMR gena u biopsiji

Mutacija MMR gena Broj bolesnika
MLH1 5

PMS2 11

MSH2 0

MSH6 0

5.5. Analiza dozivljenja

Analiza dozivljenja napravljena je uporabom rpart algoritma koji rezultate prikazuje
kao stablo odluke u kojem su identificirane rizicne podskupine. AJCC preporuca
uporabu ovoga algoritma u prognostickim studijama, ne samo zbog njegove
multivarijatne prirode, vec i zbog toga Sto se rezultat lako interpretira. Rpart se zasniva
na algoritamskoj teoriji informacija (Thorton), koja kaze da se informacijski sadrzaj
nekoga skupa podataka najbolje moze iskazati pomoc¢u najmanjeg algoritma koji
dovoljno dobro opisuje taj skup po odredenome kriteriju. Rpart rastavlja polazni skup
ispitanika u podskupine koje su unutar sebe Sto je viSe mogu¢e homogene, a medu
sobom maksimalno razliCite. Kriterij koji se koristi za rastavljanje je omjer hazarda
(engl. hazard ratio ili HR), to jest dobivene podskupine imaju maksimalnu razliku u
HR-u. Interno, kriterij po kojem se provjerava razlika u HR-u je takozvani Gini indeks

(Cleophas).

Polazni ¢vor (Evor 0) koji obuhvaca sve ispitanike ima HR u iznosu 1. HR u ostalim
dijelovima stabla odluke izrazen je u odnosu na tu vrijednost. Prilikom interpretacije

rezultata treba uzeti u obzir dvije Cinjenice:

1. Stablo odluke zasniva se na informacijskom kriteriju, a ne na patofiziologiji.
Zbog toga treba biti vrlo oprezan u tumacenju bioloSke prirode dobivenih

rezultata.

2. Dobiveno stablo odluke predstavlja cjelinu, a pojedinacne vrijednosti u stablu

odluke za jedan parametar ne mogu se koristiti samostalno.
Napravljene su dvije analize uporabom rpart algoritma:

1. Analiza preoperativnih biopsijskih podataka.
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2. Analiza postoperacijskog resekcijskog materijala.

5.5.1 Preoperacijski biopsijski podaci

Varijable koriStene u analizi i vaznost pojedinacnih varijabli prikazani su na Slici 7. 1z
slike je uocljivo da, pojedinacno gledano, dob ispitanika i vaskularna invazija imaju
najvecu vaznost u odredivanju prognoze. Sve ostale varijable imaju daleko manju
vaznost u odredivanju dozivljenja. Medutim, to nas ne smije zavarati jer rpart
kombinira varijable (multivarijatni pristup) i konstruira algoritam koji opisuje doZzivljenje
ispitanika, kao Sto je prikazano na Slici 8. Algoritam je na prvo mjesto stavio
vaskularnu invaziju, a tek potom dob ispitanika.
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Slika 7. Vaznost pojedinacnih varijabli koristenih za analizu doZivljenja uporabom rpart

algoritma
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Slika 8. Rezultati analize preoperativnih biopsijskin podataka uporabom rpart

algoritma

Rpart algoritam objaSnjava prognozu na osnovi biopsijskih podataka pomocu tri

varijable, tri cvora odluke i Cetiri zavrSna Cvora ili lista.
Cvorovi odluke su:

Cvor 0 — vaskularna invazija.

Cvor 1 —dob ispitanika (godine).

Cvor 2 — pupanje po Nakamuri (ljestvica 0 — 2).

Cvor 0 obuhvaéa sve ispitanike (n = 89), &iji je HR 1. Od tog &vora vode dvije grane:
ljeva grana, koja obuhvaca ispitanike s negativnom vaskularnom imvizijom (n = 58),
te desna grana, koja obuhvaca ispitanike s pozitivnom vaskularnom invazijom (n =
31). HR za ispitanike u lijevoj grani je 0,817, dok je HR za ispitanike u desnoj grani
2,031.

Lijeva grana ¢vora 0 vodi do ¢vora 1 (31 ispitanik) u kojem se daljnje razdvajanje vrsi
po dobi ispitanika. Iz ¢vora 1 vode dvije grane do zavrSnih Cvorova (listova). Lijeva
grana obuhvaca ispitanike koji imaju negativnu vaskularnu invaziju i dob manju od
65,5 godina. Ovih ispitanika ima 18 i njihov HR je 0,574. Dakle, ovaj ¢vor obuhvaca
nisko rizicne bolesnike. Desna grana ¢vora 1 obuhvaca bolesnike koji imaju negativnu
vaskularnu invaziju i dob = 65,5 godina. Njih ima 40 i njihov HR iznosi 1,084. To su
prosje¢no rizicni ispitanici.
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Desna grana ¢vora 0 (bolesnici s pozitivnom vaskularnom invazijom) vodi do ¢vora 2
gdje se razdvajaju na osnovi pupanja po Nakamuri. Iz ¢vora 2 vode dvije grane do
zavrSnih ¢vorova (listova). Lijeva grana obuhvaca ispitanike koji imaju pozitivhu
vaskularnu invaziju i pupanje po Nakamuri 0. Njih ima 8 i njihov je HR 1,250. To su
ispitanici Ciji je rizik lagano iznad prosjeka. Desna grana Cvora 2 obuhvaca ispitanike
koji imaju pozitivnhu vaskularnu invaziju i koji imaju pupanje po Nakamuri 1 ili 2. Njih

ima 23, a njihov HR iznosi 2,735. To su izrazito visoko rizicni ispitanici.

|z navedenih podataka jasno je da rpart na osnovi preoperativnih biopsijskih podataka
uspjeSno razdvaja ispitanike u tri rizicne podskupine, Sto je odlika uspjesSnog

prognostickog sustava.

Razlike izmedu lijeve i desne grane Corova odluke na Slici 8. prikazane su takoder

uporabom procjene po Kaplan-Meieru i Gehan-Wilcoxonovu testu (slike 9., 10., 11.).

O Kompletno pracenje + Cenzurirano pracenje

1.0 — negativna vaskularna invazija

---- pozitivna vaskularna invazija

09l LR Gehan-Wilcoxon test
P = 0.043

Kumulativna proporcija

086

0 500 1000 1500 2000 2500 2000 3500 4000 4500

Vrijeme (dani)

Slika 9. Opis lijeve i desne grane ¢vora 0 pomoc¢u Kaplan-Meierove procjene i Gehan-
Wilcohonova testa
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Slika 10. Opis lijeve i desne grane Cvora 1 pomocu Kaplan-Meierove procjene i

Gehan-Wilcohonova testa
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Slika 11. Opis lijeve i desne grane ¢vora 2 pomocu Kaplan-Meierove procjene i

Gehan-Wilcohonova testa
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5.5.2. Postoperativni resekcijski podaci

Varijable koriStene u analizi postoperacijskog resekcijskog materijala i njihova vaznost
prikazane su na Slici 12. Pojedinacno gledano, Cetiri najvaznije varijable su broj
pregledanih ¢vorova, dob ispitanika (godine), karcino-embrionalni antigen (CEA) i broj

pupova po Lugliju. Ostale varijable imaju znatno manju vaznost.

10+

VazZnost varijable

Slika 12. Varijable koriStene za analizu postoperacijskih resekcijskih podataka i

njihova vaznost

Rpart algoritam izgradio je stablo odluke uporabom tri varijable (Slika 13.), pri Cemu

stablo ima tri Cvora odluke i Cetiri zavrSna Cvora (lista).

Cvorovi odluke su sljedeéi:

Cvor 0 — broj pregledanih limfnih évorova.

Cvor 1 — intratumorsko pupanje odredeno metodom po Lugliju.
Cvor 2 — vaskularna invazija.

Stablo odluke polazi od svih ispitanika (n = 89), i njihov je HR 1. U ¢voru 0 ispitanici
se rastavljaju u dvije podskupine. U lijevoj grani se nalaze ispitanici (n = 75) kojima je
pregledano = 7,5 limfnih ¢vorova. Oni imaju HR od 0,78, izraZzeno u odnosu na sve

ispitanike. Desna grana vodi do zavrSnog ¢vora (lista) u kojem se nalaze ispitanici (n
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= 14) kojima je pregledano < 7,5 limfnih ¢vorova, i Ciji HR iznosi 2,53. Ispitanici
predstavljaju najrizi€niju podskupinu u cijeloj studiji.

broj pregledanih
cvorova

HR = 2,530
n=14

negativna \pozitivna

HR = 0,406 HR =1.,075
n=42 n=22

Slika 13. Stablo odluke izgradeno uporabom rpart algoritma za postoperacijski
resekcijski materijal

Ispitanici lijeve grane polaznog €vora (n = 75) mogu se uporabom intratumorskoga
pupanja odredenog metodom po Lugliju (Evor 1) podijeliti na dvije grane: lijevu granu,
koja predstavlja bolesnike kojima je pregledano = 7,5 limfnih ¢vorova i kojima pupanje
iznosi < 5,5, te desnu granu, kojima je takoder pregledano = 7,5 limfnih ¢vorova, a
pupanje im je = 5,5. U lijevoj grani ¢vora 1 nalazi se 64 ispitanika, a njihov je HR 0,59.
U desnoj grani, koja je ujedno i zavrsni list, nalazi se 11 ispitanika, i njihov je HR 1,83.

Ovaj zavrsni ¢vor takoder predstavlja visoko rizicne ispitanike.

Ispitanici lijeve grane prvoga ¢vora (n = 64) mogu se nadalje podijeliti u dvije grane
pomocu varijable vaskularna invazija. Te grane ujedno predstavljaju zavrSne listove.
Lijevu granu Cine ispitanici s = 7,5 pregledanih limfnih ¢vorova, < 5,5 pupova po Lugliju
i negativnom vaskularnom invazijom (n = 42) i €iji je HR 0,41. To su ispitanici s izrazito
niskim rizikom umiranja. Desnu granu ¢ine ispitanici slicni prethodno opisanoj lijevoj

grani, ali s pozitivnom vaskularnom invazijom (n = 22), te s HR 1,08.
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Na ovaj je nacin algoritam jasno definirao tri podskupine ispitanika po kriteriju rizika,

to jest HR-a: nisko rizi€ne (n = 42), prosjecno rizitne (n = 22) i visoko rizicne (n = 25).

Razlika izmedu lijeve i desne grane Corova odluke na Slici 13. Prikazane su takoder

uporabom procjene po Kaplan-Meieru i Gehan-Wilcoxonovu testu (slike 14., 15., 16.).
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Slika 14. Opis lijeve i desne grane ¢vora 0 pomoc¢u Kaplan-Meierove procjene i

Gehan-Wilcohonova testa

o Kompletno pracenje

+ Cenzorirano pracenje

10 — < 5,5 pupova (Lugli)
-- »>= 5.5 pupova (Lugli)
0.9 Gehan-Wilcoxon test
P=0,002

o 08 '
2 ;
2 '
@ O=-=
o 07
(=4
2
E ......
E 06
=)
e e '

05 '

S .
0.4
L R
0.3 A
0 500 1000 1500 2000 2500 2000 3500 4000 4500

Vrijeme (dani)

Slika 15. Opis lijeve i desne grane ¢vora 1 pomocu Kaplan-Meierove procjene i

Gehan-Wilcohonova testa
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Slika 16. Opis lijeve i desne grane ¢vora 2 pomocu Kaplan-Meierove procjene i
Gehan-Wilcohonova testa

5.6. Sazetak rezultata

PrognostiCki znacaj promatranih parametara analiziran je odvojeno za preoperacijski
biopsijski materijal te postoperacijski resekcijski materijal. Uporabom rpart programa
uspjelo se za obje analize izgraditi stabla odluke (Slika 8. i Slika 13.).

Stablo odluke za preoperacijski biopsijski materijal koristi tri varijable:
1. Vaskularnu invaziju.
2. Dob (godine).
3. Pupanje po Nakamuri (ljestvica 0 — 2).

Stablo odluke za postoperacijski biopsijski materijal koristi tri varijable:
1. Broj pregledanih ¢vorova.
2. Broj pupova (Lugli).
3. Vaskularna invazija.

Oba stabla odluke razvrstavaju ispitanike u tri podskupine po riziku: niskorizi¢ne,
srednjeriziCne i visokorizicne. Takva podjela u tri podskupine smatra se odlikom
kvalitetnoga prognostickoga sustava. Zbog toga se moze reci da se uporabom metoda
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strojnoga ucenja, u koje spada rpart algoritam, bolesnici stadija Il kolorektalnog
karcinoma mogu uspjesno podijeliti u prognosticke podskupine, Sto omogucava

prilagodbu terapije pojedinacnom bolesniku.
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6. RASPRAVA

Ishod lijeCenja bolesnika s kolorektalnim karcinomom ovisi o tri kljucna parametra:
biologiji tumora, karakteristikama strome te imunoloSkom sustavu bolesnika (131). Za
odredivanje prognoze i planiranje lijeCenja ovog oboljenja u svakodnevnoj praksi se

koristimo TNM kategorijama na osnovi kojih se bolesnici svrstavaju u stadije (25).

TNM stadij predstavlja ,zlatni standard“ za donoSenje informacija o prezivljenju
bolesnika s kolorektalnim karcinomom kao i putokaz za lijeCnike u odredivanju
strategije lijeCenja. Medutim, unatoC istom stadiju bolesti, bolesnici pokazuju razlicit
kliniCki ishod koji je najvjerojatnije posljedica molekularne heterogenosti kolorektalnog
karcinoma (25).

Posebno se po heterogenosti prezivljenja istiCe stadij Il koji je po svojoj definiciji dosta
kompaktan jer se sastoji od karcinoma kategorije pT3, pT4a, pT4b, pNO, pMO (Tablica
3.). Petogodisnje prezivljenje bolesnika stadija IIA (pT3NOMO) iznosi 66 % dok
prezivljenje stadija 1IC (pT4bNOMO) iznosi 37 % Sto je manje od prezivljenja stadija

[HIA (T1/T2 N1/2aMO) koji ima pozitivhe limfne ¢vorove i prezivljenje od 73 % (113).

Zbog toga onkolosko lijeCenje kolorektalnog karcinoma stadija Il predstavlja jedan od
vecCih izazova u onkologiji. lako su danas prepoznate odredene karakteristike
karcinoma stadija Il koje imaju goru prognozu u odnosu na druge, kao Sto je T4b
kategorija, te da su smjernice lije€enja dosta uniformirane za stadij II, kemoterapija i/ili
zraCenje trenutno nije standard u lijeCenju bolesnika stadija Il (132, 133).

Vecina kolorektalnih karcinoma nastaje kao posljedica kromosomske nestabilnosti
dok 12 — 15 % kolorektalnih karcinoma nastaje po obrascu mikrosatelitne nestabilnosti
kao posljedica poremecaja mehanizma DNA popravka (MMR) (31). Deficit MMR moze
nastati kao posljedica mutacije MMR gena (MLH1, MSH2, MSH6 i PMS2) zametnih
stanica $to je slu€aj u Lynchovu sindromu ili, $to je CeSce, kao posljedica epigenetske
inaktivacije MLH1 gena i fenotipa CpG metilacije (134). Sporadi¢ni karcinomi s
mikrosatelithom nestabilnoS¢u takoder nose mutaciju BRAF onkogena u viSe od
polovice oboljelih (135, 136). Studije su takoder pokazale da karcinomi s
mikrosatelithom nestabilnoS¢u imaju fenotipske karakteristike koje ukljuCuju slabiju
diferencijaciju, lokalizaciju tumora u proksimalnom dijelu kolona te izraZenu infiltraciju
tumora limfocitima te su povezani s boljim prezivljenjem u odnosu na karcinome koji

su mikrosatelitno stabilni (137).

48



U provedenoj studiji analizirani su podaci za 89 bolesnika sa stadijem Il kolorektalnoga
karcinoma, a koji su imali kompletne biopsijske i resekcijske podatke. Uz uobiCajene
demografske, kliniCke i patohistoloSke varijable analiziran je i prognostiCki znacaj
mikrosatelitne nestabilnosti te tumorskoga pupanja. Prognoza na osnovi biopsijskih i
resekcijskin podataka provedena je uporabom rekurzivhoga particioniranja koje
predstavlja najpogodniju metodu za analizu ove vrste podataka (130). Ovaj postupak
zasniva se na algoritamskoj teoriji podataka, koja kaze da se koliina podataka koju
sadrzi neki skup Cinjenica najbolje moze izraziti pomoc¢u najmanjega algoritma koji taj
skup dovoljno dobro opisuje po nekome kriteriju (130). Rekurzivno particioniranje,
primijenjeno na prognosticke studije, funkcionira po principu da rastavlja pocCetni skup
u podskupine koje se medusobno maksimalno razlikuju, a unutar sebe su maksimalno
homogene. Krajnji rezultat je takozvano stablo prezivljenja koje prikazuje podskupine
s maksimalnom razlikom u omjeru hazarda (HR). Dvije su osnovne prednosti
ovakvoga pristupa. Kao prvo, polozaj varijable u stablu ukazuje na njen informacijski
sadrzaj, to jest Sto je varijabla blize vrhu stabla, to je njen informacijski sadrzaj veci.
Drugo, algoritam prepoznaje interakciju medu varijablama i njihovo nelinearno
ponasanje, Sto je bitan kriterij prognostickih studija (129). Naime, AJCC kriteriji
zahtijevaju da se istrazi interakcija medu varijablama (138), Sto se u univarijantnim

metodama ne vidi (124).

U studiji su konstruirana dva stabla prezivljenja, jedno za biopsijske podatke, a drugo
za resekcijski materijal.

Stablo preZivljenja za biopsijske podatke izdvaja tri varijable, koje su prikazane na Slici
8.:

1. Vaskularna invazija.
2. Dob (godine).
3. Pupanje po Nakamuri (ljestvica 0 — 2).
Algoritam vrlo kvalitetno rastavlja ispitanike u tri podskupine s niskim, srednjim i

visokim rizikom, Sto je odlika uspjeSno konstruiranoga prognostickoga sustava.

Vaskularna invazija predstavlja etablirani prognosticki Cimbenik. Prisutnost vaskularne
invazije raste sa stadijem bolesti. U bolesnika stadija Il vaskularna invazija prisutna je
u 22,2 % ispitanika, dok je njena prisutnost u onih koji su prosli neoadjuvantnu terapiju
17,9 % (139). U bolesnika s kolorektalnim karcinomom stadija Il prisutnost
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ekstramuralne venske invazije predstavlja jednu od indikacija za adjuvantnu
kemoterapiju (140). Njena snazna povezanost s nastankom metastaza u jetri

opravdava primjenu adjuvantne kemoterapije (141).

Vecina bolesnika s kolorektalnim karcinomom starija je od 65 godina (142). S obzirom
na njihovu dob u studijama u kojima se analizirala ucCinkovitost onkoloske terapije,
Cesto je starija populacija iskljuCena ili reducirana Sto onemogucuje formiranje
protokola onkoloskog lijeCenja na Cvrstim dokazima te procjenu same toksi¢nosti
onkoloSke terapije ovisno o komorbiditetima (142). Radovi koji se odnose na
onkolosko lije€enju su dosta heterogeni u zaklju€cima od toga da bolesnici stadija Il i
lll stariji od 70 godina nemaju isti benefit onkoloskog lijeCenja u odnosu na mlade
bolesnike do onih koji nalaze benefit i ne vide povecanu toksi¢nost onkoloske terapije
u starijih bolesnika (143, 144).

Tumorsko pupanje predstavlja etablirani negativni prognosticki cimbenik u bolesnika
s kolorektalnim karcinomom pa tako i kod bolesnika stadija Il neovisno o lokaciji
(intratumorsko ili peritumorsko pupanje) (100). Njegov nedostatak je nepostojanje
standardizacije odredivanja. Veliki broj radova je pokazao da je potrebno kombinirati
tumorsko pupanje s Cimbenicima rizika (perforacija tumora, zahvacenost seroze,
slaba diferencijacija u bolesnika koji ispoljavaju mikrosatelitnu stabilnost, prisutna
limfovaskularna invazija, ugrozen resekcijski rub, perineuralna invazija, mali broj
pregledanih limfnih €vorova) u bolesnika stadija Il u postavljanju indikacija za
onkolosko lijeCenje (100). Samo pupanje dovoljno je odredivati na HE bojanim
preparatima, za sada nema jasnih dokaza da je imunohistokemija superiornija u
odnosu na oc€itovanje na HE osim u slu€ajevima jake peritumorske upalne reakcije
kad je tesSko razlikovati pupove od reaktivnih stromalnih stanica. Tada se preporuca
imunohistokemija pankeratinom (102). Sukladno dosadasnjim radovima i rezultatima
ovog rada, tumorsko pupanje bi trebalo biti sastavni dio protokola i smjernica lijeCenja
kolorektalnog karcinoma u istoj razini kao i venska, limfatiCna ili perineuralna invazija
(98, 101). StoviSe, rekurzivno particioniranje upuéuje da je njegov informacijski

sadrzaj veci od informacijskog sadrzaja mikrosatelitne nestabilnosti.

Uporabom rpart algoritma za resekcijski materijal izdvojene su tri varijable, prikazane
na Slici 13.:
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1. Broj pregledanih limfnih ¢vorova.
2. Pupanje po Lugliju.
3. Vaskularna invazija.
Dobiveno stablo prezivljenja uspjesno dijeli ispitanike u nisko rizi€ne, srednje rizicne i

visoko rizi¢ne.

Dugi niz godina imamo dva principa vrednovanja limfadenektomije i limfnih ¢vorova u
bolesnika s karcinomom kolorektuma. Tradicionalni Halstedov princip govori u prilog
vaznosti limfadenektomije kako za odredivanje stadija tako i preZivljenja za razliku od
principa koji drzi da je karcinom sistemska bolest te da limfadenektomija ima ulogu
samo u odredivanju stadija, a ne prezivljenja. Danas postoji niz dokaza da broj limfnih
¢vorova pregledanih od strane patologa ima vazan utjecaj na prezivljenje (145).

Vise ¢imbenika dovodi do povecanog broja pregledanih limfnih ¢vorova, u prvom redu
ekstenzivna limfadenektomija od strane kirurga kao i detaljni pregled reseciranog
tumora od strane patologa. Rad u kojem se procjenjivao utjecaj pregledanih limfnih
¢vorova u bolesnika s karcinomom kolona stadija Il, pT3 pokazao je da bolesnici
kojima je pregledano < 7 limfnih ¢vorova imaju petogodiSnje prezivljenje 62,5 % u
odnosu na bolesnike kod kojih je pregledano = 17 limfnih vorova gdje je petogodiSnje
prezivljenje 75,8 % (146). Takoder, isti zakljuCak o utjecaju broja pregledanih limfnih
¢vorova u karcinoma stadija I, ali ne samo pT3, nego i pT4, pokazuje da u bolesnika
s < 6 limfnih Evorova petogodiSnje prezivljenje iznosi 62 % u odnosu na bolesnike
kojima je pregledano = 6 limfnih Evorova gdje petogodiSnje prezivljenje iznosi 86 %
(147). Ovi podaci, kao i visok informacijski sadrzaj broja pregledanih limfnih ¢vorova
uocen u nasoj studiji ukazuje da je ovaj parametar bitan za pouzdanu procjenu stadija

bolesti i donoSenje racionalne odluke o lije€enju.

ZnacCaj druge dvije varijable, tumorskog pupanja i vaskularne invazije, objasnjen je u
dijelu o biopsiji gdje su ove varijable takoder prepoznate. Rezultati ovog rada su

viseznacni, oni nas upucuju na viSe zakljuCaka.

Oni nam govore da je u bolesnika s adenokarcinomom kolona i rektuma ranog stadija,
a osobito stadija Il kirurSka tehnika osnova uspjeSnog lijeCenja bolesnika. Sama
kvaliteta kirurSkog zahvata prvenstveno se vidi na patohistoloSkom nalazu resektata

gdje se uz primjerene rubove kvaliteta lijeCenja oCituje u broju odstranjenih limfnih
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¢vorova Sto smo pokazali u naSem radu. Sam broj odstranjenih limfnih ¢vorova ima

dvojak znacaj i to za precizniju kategorizaciju bolesnika te preZivljenje bolesnika.

lako tumorsko pupanje nije dio standardnog patohistoloskog nalaza, jasno je da ono
spada u karakteristike tumora s agresivnijom biologijom odnosno vec¢im potencijalom
metastaziranja u limfne ¢vorove i udaljene organe. U ovom radu pokazali smo da je
prisutnost tumorskog pupanja povezana s loSijim ishodom lijeCenja te da bismo ga
trebali koristiti kao dodatni parametar uz ostale patohistoloSke i molekularne
parametre kod probira bolesnika s adenokarcinomom kolona i rektuma za onkolosko
ljeCenje. U multivarijatnoj analizi koju smo ucinili tumorsko pupanje je kao varijabla s
negativnim prognostickim znacajem identificirano i u biopsijskom materijalu, $to nam
dodatno otvara moguénost boljeg planiranja lijeCenja karcinoma kolona i rektuma
ranog stadija. Treba re¢i da tumorsko pupanje odrazava potencijal karcinoma za
metastaziranje, to jest njegovu bioloSku prirodu, dok vaskularna invazija ukazuje na

stvaranje metastatskog klona.

U ovom radu analizirana je mikrosatelitna nestabilnost koja nije izdvojena kao
znacajna varijabla u multivarijatnoj analizi Sto ne znaci da ne posjeduje prognosticki

znacaj u bolesnika s kolorektalnim karcinomom stadija Il.

Ovaj rad, kao i ve€ina radova u ovom podrucju, nije kona¢an, on nam otvara puno vise
novih pitanja nego Sto nam daje odgovora. Ono Sto nam se samo namece je da bi se
trebao nadopuniti s ve¢im brojem bolesnika s karcinomom kolona i rektuma stadija |l,
ali i prosiriti i na druge stadije kolorektalnog karcinoma s ciljem spoznavanja punog
opsega znacCenja tumorskog pupanja i mikrosatelitne nestabilnosti u lijeCenju

bolesnika.
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7. ZAKLJUCCI

1. Multivarijatna analiza podataka endoskopske biopsije ukazuje da vaskularna
invazija, tumorsko pupanje i dob bolesnika predstavljaju osnovne prognosticke

c¢imbenike u bolesnika s kolorektalnim karcinomom stadija Il.

2. Rezultati podataka dobivenih multivarijatnom analizom podataka endoskopske
biopsije prepoznaju bolesnike s visokim, srednjim i niskim rizikom umiranja.

3. Znacajno povecan rizik umiranja (omjer hazarda 2,74) imaju bolesnici koji na
endoskopskoj biopsiji imaju pozitivhu vaskularnu invaziju i prisutno tumorsko
pupanje po Nakamuri (Stupanj 1 i 2). Umjereno povecan rizik umiranja (omjer
hazarda 1,25) imaju bolesnici koji na endoskopskoj biopsiji imaju pozitivhu
vaskularnu invaziju i tumorsko pupanje po Nakamuri (Stupanj 0) te bolesnici
(omjer hazarda 1,09) koji na endoskopskoj biopsiji imaju negativnu vaskularnu
invaziju, a stariji su od 66,5 godina. Nizak rizik umiranja (omjer hazarda 0,57)
imaju bolesnici koji na endoskopskoj biopsiji imaju negativhu vaskularnu
invaziju, a mladi su od 66,5 godina.

4. Multivarijatna analiza podataka ukazuje da su broj pregledanih limfnih ¢vorova,
broj tumorskih pupova po Lugliju te vaskularna invazija osnovni prognosticki
Cimbenici na osnovi pregleda resektata u bolesnika s kolorektalnim
karcinomom stadija Il.

5. Rezultati podataka dobivenih multivarijathom analizom podataka resektata
takoder prepoznaju bolesnike s visokim, srednjim i niskim rizikom umiranja.

6. Znacajno povecan rizik umiranja (omjer hazarda 2,53) imaju bolesnici koji na
resektatu imaju broj pregledanih limfnih ¢vorova manji od 7,5 kao i bolesnici s
pregledanih 7,5 i viSe limfnih ¢vorova, ali s 5,5 i viSe tumorskih pupova po
Lugliju (omjer hazarda 1,83). Srednji rizik umiranja (omjer hazarda 1,08) imaju
bolesnici koji na resektatu imaju pregledano 7,5 i viSe limfnih ¢vorova, 5,5 ili
manje tumorskih pupova po Lugliju te pozitivhu vaskularnu invaziju. Niski rizik
umiranja (omjer hazarda 0,41) imaju bolesnici koji na resektatu imaju 8 i viSe
pregledanih limfnih ¢vorova, broj tumorskih pupova manijih od 5,5 ili manje te

negativnu vaskularnu invaziju.
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7. Party algoritam nije prepoznao mikrosatelitnu nestabilnost kao prognosticki

c¢imbenik ni na endoskopskoj biopsiji ni resektatu kod bolesnika s kolorektalnim
karcinomom stadija Il.

. Uz DbioloSske karakteristike tumora osnovnu prognostiCku znacajku
kolorektalnog karcinoma stadija Il Cini kvaliteta izvedenog kirurSkog zahvata i
samog patohistoloSkog nalaza koja se o ituje prvenstveno u broju pregledanih
limfnih Evorova.

. Odredivanje tumorskog pupanja ne zahtijeva dodatnu opremu osim one koja
se rutinski koristi u patohistoloSkom laboratoriju te bi trebalo biti sastavni dio

patohistoloSkoga nalaza kolorektalnog karcinoma stadija Il.
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8. SAZETAK
Josip Bakovi¢, Zagreb 2024.

Bolesnici s kolorektalnim karcinomom stadija |l predstavljaju skup bioloski dosta
razliCitih tumora razliitog prezivljenja unato¢ homogenosti klasifikacije stadija Il.
Razvojem molekularne biologije i histopatologije javlja se potreba bolje kategorizacije

s ciliem prepoznavanja karcinoma s vecim rizikom diseminacije.

U provedenoj studiji retrospektivno je analizirano 89 bolesnika s kolorektalnim
karcinomom stadija Il gdje su uz standardne sastavnice patohistoloSkog nalaza za
kolorektalni karcinom odredivani mikrosatelitha nestabilnost i tumorsko pupanje na
standardnim hemalaun-eozinskim preparatima. Dobiveni podaci koriSteni su za
analizu prezivljenja, i to odvojeno za endoskopske biopsije i resektate, uporabom

algoritma rekurzivnoga particioniranja zvanog rpart.

|z podataka endoskopske biopsije, rpart algoritam smatra da najveci informacijski
znacaj imaju tumorsko pupanje, vaskularna invazija te dob bolesnika. Rpart algoritam
iz podataka resektata odreduje da najveci informacijski zna€aj imaju broj pregledanih
limfnih ¢vorova, tumorsko pupanje te vaskularna invazija. U ovom radu rpart algoritam
nije prepoznao mikrosatelitnu nestabilnost kao prognosticki Cimbenik na endoskopskoj
biopsiji ni resektatu.

Vazno je istaci da uz bioloSke karakteristike tumora osnovnu prognosticku znacajku
kolorektalnog karcinoma stadija Il €ini kvaliteta izvedenog kirur§kog zahvata te samog
patohistoloSkog nalaza koja se oCituje prvenstveno u broju pregledanih limfnih
¢vorova. Rezultati ovog rada upucuju na to da uz mikrosatelitnu nestabilnost tumorsko

pupanje treba postati sastavni dio patohistoloskog nalaza kolorektalnog karcinoma.

Kljune rijeci: kolorektalni karcinom stadij Il, mikrosatelitna stabilnost/nestabilnost,

tumorsko pupanje, limfni €vorovi, vaskularna invazija.
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9. SUMMARY

Josip Bakovic, Zagreb 2024.

Tumor budding and microsatellite instability in patients with sporadic colon and
rectal cancer stage Il

Colorectal cancer stage |l represent a set of biologically quite different tumors with

different survival despite the homogeneity of the stage Il classification.

The study retrospectively analyzed 89 patients with colorectal cancer stage Il, where
in addition to the standard components of the pathohistological findings for colorectal
cancer, MSI and tumor budding were determined. The data obtained were used for
survival analysis, for endoscopic biopsies and resects.

From endoscopic biopsy data, the rpart algorithm considers that tumor budding,
vascular invasion, and age of patients are of the greatest informational importance.
The rpart algorithm from the resect data determines that the number of examined
lymph nodes, tumor budding and vascular invasion are of the greatest informational
importance. In this paper, the rpart algorithm did not recognize microsatellite instability

as a prognostic factor.

It is important to point out that in addition to the biological characteristics of the tumor,
the basic prognostic feature of stage Il colorectal cancer is the quality of the performed
surgery and the pathohistological findings, manifested primarily in the number of
examined lymph nodes. The results suggest that in addition to microsatellite instability,
tumor budding should become an integral part of the pathohistological findings of

colorectal cancer.

Key words: colorectal cancer stage Il, microsatellite stability/instability, tumor budding,

lymph nodes, vascular invasion.
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