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1. UVOD

1.1. Anatomija i fiziologija debelog crijeva

Debelo crijevo (lat. intestinum crassum) je zavrsni dio probavnog sustava i proteze se od
spoja s tankim crijevom (ilocekalnog us¢a) do analnog otvora (Slika 1). Sastoji se od tri
anatomska dijela: slijepo crijevo (lat. intestinum caecum) s crvuljkom (lat. apendix), ,,pravo*
debelo crijevo (lat. intestinum colon) 1 zavr$ni dio ravno crijevo (lat. intestinum rectum) koje
zavrSava analnim otvorom. Debelo crijevo je znatno krace od tankog, oblika obrnutoga slova
U, prosjecne duljine 150 do 180 centimetara (1). Pravo debelo crijevo ili intestinum colon
anatomski se dijeli na uzlazni (lat. colon ascendens), poprecni (lat. colon transversum),
silazni (lat. colon descendens) i zavijeni kolon (lat. colon sigmoideum). Debelo crijevo
zapocinje slijepim crijevom u desnom donjem dijelu trbusne Supljine koji se kao proSirena
vrecica ispod ileocekalnog uSca nastavlja na tanko crijevo. Nabori slijepog crijeva pasivno
sprje¢avaju povrataka (refluks) crijevnoga sadrzaja u tanko crijevo. U dnu slijepog crijeva
nalazi se crvuljak. Slijepo crijevo prema gore prelazi u uzlazni kolon koji dopire do jetre, a
potom u podrucju desne fleksure zakrece u lijevo i seze do pod osit kao poprecni kolon te se
u podrucju lijeve fleksure spusta dolje lijevom stranom trbuha kao silazni kolon. Uz uzlazni
1 silazni kolon postrani¢no se nalaze plitki zatoni (lat. suici paracolici). Prije ulaska u malu
zdjelicu crijevo zavija (sigmoidni dio) i potom zavrSava ravnim dijelom (rektum) s
prosirenjem (lat. ampulla recti) i otvorom na kraju (anus) (Slika 1). S vanjske strane se na
crijevu nalaze brojne izbocCine (lat. haustra coli), masni privjesci (lat. appendices epiploicae)
i tri zadebljanja uzduznih misi¢a (lat. faenia libera, taenia mesocolica i taenia omentalis).
Glavne uloge debelog crijeva su apsorpcija vode, oblikovanje fekalne mase i proizvodnja

sluzi. Gradom je dobro prilagodeno tim ulogama. Sluznica debelog crijeva je kao i sluznica



tankog crijeva obloZena Lieberkithnovim kriptama, ali bez resica. Takoder, epitelne stanice

debelog crijeva preko kojih se odvija apsorbcija gotovo uopce ne sadrze enzime, nego su

ve¢inom prekrivene vréastim stanicama koje izlucuju sluz. Sluz sadrzi bikarbonate koji

svojim luznatim pH Sstiti sluznicu od kiselog fecesa i bakterija koji se nalaze u lumenu

crijeva. Sluznica proksimalnog dijela debelog crijeva apsorbira najveci dio vode i elektrolita

iz fecesa. Distalni dio debelog crijeva uglavnom ima funkciju formiranja fekalne mase.

Debelo crijevo sadrzi koliformne bakterije koje pomazu u probavi crijevnoga sadrzaja.

Ujedno razgraduju dio celuloze i pomazu u stvaranju vitamina K, B12, tijamina, riboflavina,

te plinova kao nusprodukata razgradnje (1).

Slika

Transverzalni kolon

Uzlazni _ )
Silazni

kolon
kolon
Cekum
Sigmoidni
kolon
Rektum
1. Anatomija debelog crijeva. Preuzeto i modificirano:

https://zdravlje.eu/2010/01/24/caecum/



1.1.1. Histoloska grada stijenke debelog crijeva

Debelo crijevo je Suplji organ ¢iji je lumen okruzen stijenkom koja je gradena od tri
funkcionalno razli¢ita dijela nazvanim ,,tunica“ i dva medusloja nazvanim ,tela“. Unutrasnji
sloj prema lumenu crijeva ¢ini mukoza (lat. tunica mucosa) s tubularnim zlijezdama
(Lieberkiihnove kripte) gradenim od jednoslojnog cilindricnog epitela (lat. lamina
epithelialis) s enterocitima, izmedu kojih se nalaze vrcaste stanice. Mukoza je uklopljena u
laminu propriu gradenu od rahlog vezivnog tkiva s brojnim kapilarama i limfocitima, a
tankim miSiénim slojem (lat. lamina muscularis mucosae) je odvojena od submukoze (lat.
tela submucosa). Submukozu ¢ini rahlo vezivo s gustom mrezom krvnih i limfnih Zila,
limfati¢nih folikula te zivaca. Ispod submukoze nalazi se vanjski glatkomisiéni sloj (lat.
tunica muscularis externa) (Slika 2) kojega sloj vezivnog tkiva (lat. tela subserosa) odvaja

od vanjskog sloja adventicije odnosno peritoneuma (lat. tunica serosa).

Slika 2. Histoloski prikaz stijenke debelog crijeva, HEx100; 1-sluznica (Zlijezde unutar

lamine proprije), 2- miSi¢ni dio sluznice; 3- dosluznica; 4- misi¢na stijenka.



Epitel sluznice debelog crijeva graden je od razli€itih vrsta stanica. Vecinu ¢ine enterociti,
zatim vréaste/mucinozne stanice, neuroendokrine stanice, kemosenzitivne tuft i M-stanice
koje sudjeluju u imuno-odgovoru, Panethove stanice koje proizvode antimikrobne proteine
te maticne stanice. Svaka od navedenih vrsta stanica ima potencijal za malignu
transformaciju. Duz cijelog probavnog trakta epitelne stanice obavljaju apsorpciju,
smjestene su duboko u Lieberkiihnovim kriptama i neprekidno se dijele. Novonastale stanice
putuju duz bazalne membrane prema vrScima kripte i crijevnih resica gdje se odljuste u
crijevni sadrzaj, a zivotni ciklus jedne epitelne stanice traje oko pet dana (1).

Absorbcijski enterociti koji oblazu Zlijezde polarno su orijentirani, tako da im se jezgra
nalazi pri bazi, a citoplazma je smjeStena vr$no prema lumenu Zlijezde (Slika 3). Izmedu
enterocita su smjestene vréaste stanice. Na bazi enterocita 1 oko Zlijezde u lamini propriji
nalaze se mezenhimalne stromalne stanice. Prema novijim istrazivanjima stromalne stanice
direktno podlijezu enterocitima i imaju veliku ulogu u njihovoj diferencijaciji kao 1
odrzavanju homeostaze. Tijekom upale stromalne stanice takoder prolaze kroz fenotipsku
modulaciju, te vjerojatno izlucuju razne faktore rasta i kemokine te aktiviraju imunoloske

stanice (2, 3).

Tubularna Zlijezda

Jezgra enterocita

Lumen kripte

Citoplazma enterocita

Stroma

Slika 3. Grada tubularne Zlijezde. Preuzeto i modificirano:
https://www.semanticscholar.org/paper/Automated-segmentation-of-colon-gland-using-

images-Banwari-Sengar/70d8a76cd28addcb1b4a7e7325874a40aafe8b18/figure/0



1.2. Kolorektalni karcinom

1.2.1. Etiologija karcinoma kolona

Bolesti debelog crijeva obuhvacaju brojne dobro¢udne promjene od kojih potencijalno
najznacajniju patolosku opasnost predstavljaju adenomi (polipi) - naime isti se postupnim
promjenama unutar adenoma (displasti¢ni polipi) mogu razviti u karcinom. Karcinom
debelog crijeva je najCe$¢i malignitet gastrointestinalnog trakta s multifaktorijalnom
etiologijom koja ukljucuje: genetske ¢imbenike, ¢imbenike okolisa i zivotnih navika kao i

upalna stanja u probavnom traktu.

1.2.1.1.  Etioloski i rizi¢ni ¢imbenici kolorektalnog karcinoma

Bolest se sporadi¢no (bez prethodne obiteljske anamneze) javlja u oko 70% slucajeva i

primarno se povezuje uz nezdrave osobne Zivotne navike.

Utvrdeni rizi¢ni ¢imbenici za razvoj kolorektalnog karcinoma su (4):

dob (90% slucajeva se javlja nakon 50. godine zivota)

- spol (muski, posebice vezano za karcinome rektuma)

- etnicka pripadnost/rasa (afroamerikanci)

- obiteljska anamneza sporadi¢nog kolorektalnog karcinoma 1i/ili velikih (>1 cm)
adenomatoznih polipa,

- nasljedni genetski poremecaji (obiteljska adenomatozna polipoza - FAP, MUTYH-

vezana polipoza - MAP, Peutz-Jeghers sindrom, Lynch sindrom - HNPCC, juvenilna

polipoza),

- kroni¢ne upalne bolesti crijeva (ulcerozni kolitis, Crohnova bolest)



- stanje iza radioterapije u podru¢ju abdomena (posebice u djecjoj dobi ili nakon
lijecenja karcinoma prostate)

- inzulinska rezistencija/dijabetes melitus

- puSenje (povezano uz poticanje i ubrzavanje rasta adenomatoznih polipa te pojavu
kolorektalnog karcinoma u mladoj zivotnoj dobi od uobicajene)

- konzumacija alkohola (umjereno: 2-3 alkoholna pi¢a dnevno i tesko: >4 alkoholna
pi¢a dnevno, posebice u kombinaciji s puSenjem)

- povecana konzumacija crvenog i procesiranog mesa uz smanjen unos biljnih vlakana

te omega-3 masnih kiselina, deficit kalcija i vitamina D te E.

U oko 25% slucajeva postoji pozitivna obiteljska anamneza kolorektalnog karcinoma u
Clana uze obitelji (prva generacija) koji boluje ili je bolovao od adenoma ili karcinoma
debeloga crijeva. Rizik od razvoja kolorektalnog karcinoma raste za 1,7 puta u sluc¢aju da je
bliski srodnik bio mladi od 60 godina tijekom postavljanja dijagnoze, odnosno ukoliko je
oboljelo vise bliskih srodnika neovisno o njihovoj dobi (4). U manje od 10% slucajeva
utvrdena je jasna nasljedna (genska) sklonost razvoja kolorektalnog karcinoma (polipozni i

ne-polipozni sindromi).

1.2.1.2.  Molekularna patogeneza kolorektalnog karcinoma

Vecina kolorektalnih karcinoma javlja se sporadicno (70-80%), kao posljedica brojnih
genetskih mutacija koje se akumuliraju u somatskim stanicama sluznice tijekom promjena
od hiperplazije do razvoja karcinoma. Uglavnom su poznate stupnjevite mutacije somatskih
stanica u adenom-karcinom modelu koje dovode do sporadi¢nog karcinoma (Slika 4).
Takoder su poznate specifi¢ne genske mutacije zametnih stanica vezane uz razvoj nasljednih

sindroma (FAP, Lynch) koje dovode do kolorektalnog karcinoma u 5-10% slucajeva.



Nazalost, genske mutacije odgovorne za razvoj ,,obiteljskog* kolorektalnog karcinoma su za
sada nedovoljno poznate. Veéina se (sporadi¢nih i obiteljskih) kolorektalnih karcinoma
razvija iz displasticnih adenomatoznih polipa, kroz razdoblje od 10-15 godina. Slika 4.
prikazuje najceS¢e 1 najznacajnije mutacije te njihov tijek pojavljivanja tijekom razvoja

kolorektalih karcinoma.
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Slika 4. Shematski prikaz postupne onkogene transformacije kolorektalnog karcinoma iz
adenoma/polipa. Preuzeto i modificirano iz: Colorectal Cancer. Basic medical Key.

https://basicmedicalkey.com/colorectal-cancer-2/ (5).

Danas su opisana cetiri konsenzusom dogovorena razli¢ita imunofenotipa kolorektalnog
karcinoma (engl. consensus molecular subtype, CMS) nastali molekularnom analizom
najcescih promjena gena u pojedinoj skupini (genetski potpisi; Slika 5) (6, 7).

CMS1 skupinu (imuno skupina; 14%) predstavljaju karcinomi s hipermetilacijskim

fenotipom hiperplasticnog/nazubljenog polipa (karakteriziran hipermetilacijom CpG otoka/



engl. CpG Island hyperMethylation Phenotype [CIMP-positive]) koji su cesto
mikrosatelitski nestabilni (engl. microsatelite instability, MSI) s visokim stupnjem
hipermutacija, BRAF mutacijama te jakim infiltracijama imunostanica (imunofenotip),
posebice aktiviranih CD4 i1 CD8 T limfocita. Ova skupina karcinoma povezana je uz losije
prezivljenje (8, 9).

CMS2 skupini (kanonski; 37%) pripadaju karcinomi s izrazenom aktivacijom signalnih

puteva zbog visokog stupnja promjena u broju kopija pojedinih gena nastalih kao posljedica
kromosomske nestabilnosti (engl. chromosomal instability pathway, CIN). Karakterizira ih
slaba infiltracija uglavnom ,,naivnih* imuno stanicama bez jat¢e HLA imunosti. Vecina
mutiranih ili amplificiranih gena su onkogeni ukljuc¢eni u regulaciju stani¢nog ciklusa.
Prema dosadas$njim spoznajama radi se o abnormalnostima aktivacije/mutacije onkogena
(RAS, SRC, C-MYC 1 C-ERBB2 ,HER2/neu*), mutaciji/inaktivaciji/supresiji/brisanju
tumor supresora gena (APC, DCC, SMAD2, SMADA4, p53), mikrosatelitskoj nestabilnosti
nastaloj zbog mutacija u genima enzima popravka pogreSaka u sparivanju baza (engl.
mismatch repair — MMR); hMLH1, hMLH3, hMSH2, hMSH3, hMSH6, hPMS1 i hPMS2 i
drugim mutacijama na razini zametnih stanica (MUTYH) te epigenetskim promjenama kao
Sto su DNA hiper/hipometilacija i histonska modifikacija.

Unutar CMS3 skupine (metabolicka; 13%) karcinomi ¢esto imaju mutacije u KRAS genu,

pokazuju mjeSoviti MSI status i Cesto nizak stupanj CIMP i1 CIN, a takoder ih karakterizira
slaba infiltracija uglavnom ,,naivnih* imuno stanicama, ali sa zadrzanom HLA imunosti.

Karcinomi CMS4 skupine (mezenhimalna; 23%) rijetko pokazuju MSI, a ¢eSce izrazavaju

biljege epitelno-mezenhimalne tranzicije s jakom stromalnom aktivno$¢u, angiogenezom 1i
jakom upalnom imuno-okolinom koju karakteriziraju TGF-B, VEGF 1 infiltracija

imunosupresivnih stanica (Tregs, M2 makrofagi, mijeloidne stanice) koje izrazavaju visoki



stupanj HLA imunosti. Ova skupina tumora takoder pokazuju lose prezivljenje i brzu

progresiju (6, 8).
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Slika 5. Prikaz razlicitih genetskih modifikacija (genetskih potpisa) koji kolorektalne
karcinome svrstavaju u Cetiri konsensusom dogovorena molekularna imunofenotipa

(CMS). Preuzeto 1 modificirano iz Picard i sur. (7)

Takoder, postoji niz gena koji se povezuju uz razvoj kolorektalnog karcinoma, iako im uloga
1 mehanizmi nisu do sada jasno utvrdeni kao sto su COX-2 i PPAR.

Identifikacija specificnih genskih mutacija moze imati direktan utjecaj na skrb i lijeCenje
bolesnika s kolorektalnim karcinomom — omogucéuje nam gensko testiranje i rano otkrivanje
bolesti u visoko rizi¢nih pojedinaca, a istrazuje se i koristenje istih u prognosticke kao i u

terapijske svrhe.



1.2.1.3.  Nasljedni rizik za razvoj kolorektalnog karcinoma

Obiteljska adenomatozna polipoza (FAP, engl. familial adenomatous polyposis) je
autosomno dominanto prenosiva bolest. Karakterizirana je mutacijom tumor supresorskog
gena APC na dugom kraku 5. kromosoma (5g21) u zametnim stanicama. To rezultira
razvojem stotina do tisuéa adenomatoznih promjena probavnoga sustava vec tijekom
drugog/tre¢eg zivotnog desetlje¢a s prakticno 100% malignom alteracijom 1 pojavom
kolorektalnog karcinoma u mladoj zivotnoj dobi (oko 40 godine). Uzrok je <1% od svih
slucajeva kolorektalnog karcinoma s jednakom zastupljenoS$¢u u oba spola. Takoder je
povezan s razvojem niza ekstrakoloni¢nih manifestacija bolesti kao §to su ,,fundic gland*
polipi Zeluca, adenomi Zeluca i dvanaesnika, dezmoidni tumori, lipomi, osteomi, folikularni
ili papilarni karcinom $titnjace i meduloblastomi CNS-a. Dvije su inacice FAP; Gardnerov
sindrom koji se nasljeduje autosomno dominantno dok se Turcotov sindrom nasljeduje
autosomno recesivno. NeSto blaza forma bolesti se naziva atenuiranim FAP, a
karakterizirana je kasnijom pojavom manjega broja adenomatoznih promjena kolona i
kasnijom malignom transformacijom koja ipak zahvaca preko 80% bolesnika, prosjecno iza

56. godine zivota (9).

Lynch sindrom (HNPCC, engl. hereditary nonpolyposis colorectal cancer) je najcesci

nasljedni sindrom koji znacajno povisuje rizik razvoja i uzrok je do 3% od svih slucajeva
kolorektalnog karcinoma. Autosomno dominantni je sindrom karakteriziran mutacijom
jednog ili vise gena odgovornih za popravak DNA (MMR, eng. mismatch repair)
lokaliziranih na zametnim stanicama kao S$to su MLH1, MSH2, MSH6 ili PMS2 kao 1
gubitka ekspresije MSH2 uzrokovane delecijom EPCAM gena $to u konacnici dovodi do
mikrosatelitske nestabilnosti. Bolesnici s Lynch sindromom imaju znatno poviseni rizik
razvoja kolorektalnog karcinoma (do 70%) koji se javlja u mladoj Zivotnoj dobi.

Karakteriziran je pojavom sinkronog (7-10%) ili metakronog (60%) kolorektalnog
10



karcinoma, a takoder se ceS¢e se javlja iz ravnih (engl. ,,flat*) adenomatoznih lezija u
desnome kolonu. Prisutan je i povisen rizik od ekstrakoloni¢nih manifestacija bolesti kao §to
su karcinom endometrija, jajnika, Zeluca i urogenitalnog sustava. Amsterdam II kriteriji
sluze za postavljanje sumnje na Lynch sindrom u bolesnika kod kojih je u tri rodaka bio
prisutan pridruzeni karcinom (kolon, endometrij, jajnik, prijelazni epitel urogenitalnog
sustava), od kojih je jedan rodak prve generacije ostala dva s time da su zahvacene dvije
generacije u istoj obitelji, a u jednog je bolesnika bolest otkrivena prije 50 godine Zivota (3

rodaka, 2 generacije, 1 mladi od 50 godina) (9, 10) .

Peutz-Jeghers sindrom je nasljedni sindrom koji se manifestira pigmentacijom usana, usne

sluznice, genitalija, dlanova i stopala te stvaranjem dobro¢udnih tumora fibroma
(hamartoma) u probavnom taktu. Oni naj¢es¢e nastaju u tankom crijevu te mogu dovesti do
komplikacija kao $to su krvarenja i/ili mehanicka opstrukcija crijeva. Kod osoba s mutacijom
u genu za enzim serin-treonin kinazu 11 (STK 11 gen) postoji poveca sklonost nastanku

zlo¢udnih tumora u probavnom traktu, ali i drugih sijela.

Juvenilni polipozni sindrom se manifestira pojavom anemije, rektalnog krvarenja, veceg

broja juvenilnih polipa, a nastaje najcesce zbog mutacija u SMAD4 ili BMPR1A genima.

PTEN hamartozni tumorski sindrom (Cowdenov), nastaje zbog mutacija PTEN tumor

supresor gena. Osim kolorektalnih karcinoma nastalih zbog brojnih polipa, osobe s PTEN

mutacijom imju povecani rizik za razvoj brojnih karcinoma drugih sijela.

MUTYH-povezana polipoza se javlje kod osoba s bialelnom mutacijom MYH gena koja se

nasljeduje autosomno recesivno, a karakterizirana je velikim brojem polipa i poveéanim

rizikom da razvoj gastrointestinalnih karcinoma te karcinoma $titnjace u mladoj dobi.

11



1.2.2. Epidemiologija kolorektalnog karcinoma

Rak debeloga crijeva (CRC; eng. colorectal carcinoma) nastaje steCenom 1 nasljednom
zlo¢udnom pretvorbom epitelnih stanica debeloga crijeva, prate¢i u >95% slucajeva
adenom-karcinom slijed (11). Smatra se jednim od globalnih zdravstvenih problema
danasnjice. Kolorektalni karcinom je tre¢a najceS¢a vrsta raka u muskaraca i druga u Zena
uz znacajnu razliitost incidencije 1 mortaliteta na svjetskoj razini; sveukupno kolorektalni
karcinom prema incidenciji zauzima tre¢e mjesto, a prema mortalitetu drugo mjesto s oko
700 000 bolesnika koji godiSnje u svijetu preminu od ove bolesti. U razvijenim zemljama
zapadne polutke stope incidencije su i do 3x vec¢e u odnosu na zemlje u razvoju, te se stope
incidencije 1 mortaliteta kre¢u do 25,4/100 000 i 15,1/100 000 u muskaraca odnosno
15,9/100 000 1 9,7/100 000 u zena (12). Postoje dobne, spolne i etni¢ke/rasne razlike u
pojavnosti ove bolesti. Incidencija kolorektalnog karcinoma raste s dobi bolesnika, a
medijan dobi kod koje se postavlja dijagnoza u razvijenim drzavama je oko 70 godina.
Rijetko se javlja prije 40. godine Zivota, a incidencija je 20% viSa u bolesnika afro-americke

rase u odnosu na bijelo stanovnistvo SAD-a.

U razdoblju od 1975. do 2012.g. na globalnoj razini je zabiljezen pad incidencije
kolorektalnog karcinoma (59,5-38,5/100 000 bolesnika) (13). Kao vjerojatna posljedica
sustavnih programa ranijeg otkrivanja i prevencije te s druge strane ucinkovitijih metoda
lijecenja postignuto je smanjenje smrtnosti od kolorektalnog karcinoma za 35% u drzavama
razvijenog svijeta u razdoblju od 1990. do 2007. godine. S druge strane u drzavama u razvoju
(Kina, Juzna Amerika) zabiljeZen je porast smrtnosti od gotovo 15% prosjecno svakih 5
godina. Kolorektalni karcinom bi se gotovo mogao koristiti kao marker socioekonomskoga
razvoja odredene drzave; u zemljama u tranziciji porast incidencije gotovo da prati i porast
indeksa ljudskoga razvoja. Arnold i sur. su opisali tri razli¢ita globalna uzorka vezana uz

razvoj odredene drzave: 1) porast incidencije 1 mortaliteta u zadnjoj dekadi (Balticke
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republike, Rusija, Kina, Brazil); 2) porast incidencije, no smanjenje mortaliteta (Kanada,
Velika Britanija, Danska, Singapur); 3) pad i incidencije 1 mortaliteta (SAD, Japan,

Francuska) (14).

Prema dostupnim podacima Hrvatskog zavoda za javno zdravstvo, u Hrvatskoj je 2016.
godine zabiljezeno ukupno 2040 novo-dijagnosticiranih slu¢ajeva kolorektalnog karcinoma
u muskaraca (16% od svih karcinoma) i 1535 slu¢aj u zena (14% od svih karcinoma), s
prosjecnom stopom incidencije karcinoma kolona od 52,3/100 000 (60,7 za muskarce i 44,5
za zene) odnosno za karcinom anorektuma i rektosigmoida od 33,3/100 000 (40,5 za
muskarce i 26,5 za Zene) (15). U Hrvatskoj je u razdoblju od 1990-2012. godine, kao i u
vecini zemalja isto¢ne Europe, prisutan trend porasta incidencije kolorektalnog karcinoma,
koji je izrazeniji u muskaraca (14-16). Sli¢an je trend zabiljeZen i sa smrtnos¢u (17). 2016.
godine u Republici Hrvatskoj je od karcinoma kolona i rektuma preminulo 1269 muskaraca
i 888 zena (15). Razlog visokoga mortaliteta je 1 dalje kasno otkivanje bolesti. Kod
postavljanja dijagnoze samo 20,7% bolesnika ima lokaliziranu bolest dok 39,2% bolesnika
ima prisutne metastaze u regionalne limfne ¢vorove, a udaljene metastaze ima ve¢ 13,8%
bolesnika (15). Prognoza bolesnika s kolorektalnih karcinom primarno ovisi o stadiju kada
je bolest dijagnosticirana; prisutni su trendovi postupnog poboljSanja prognoze tako da se
ukupno petogodiSnje preZivljenje bolesnika svih stadija bolesti kre¢e do 65% u drzavama

razvijenog svijeta (Australija, Kanada, SAD, europske drzave).
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1.2.3. Dijagnostika kolorektalnog karcinoma

1.2.3.1. Klinic¢ka slika

Prema procjeni britanskog zdravstvenog sustava (NHS, engl. National Health Service) u
manje od 10% ambulantnih bolesnika s klini¢ki suspektnim simptomima se postavi
dijagnoza kolorektalnog karcinoma (18). Zbog kasne prezentacije simptoma, koji su
najcesce nespecificni, slobodna je procjena kako se samo u oko 60% bolesnika bolest otkriva
,ha vrijeme* te se u trenutku postavljanja dijagnoze moze uliniti potpuna kirurSka
,kurativna® resekcija tumora. Glavni simptomi su rezultat opstruktivnog rasta tumora u
lumen probavne cijevi odnosno urastanja u okolne organe i strukture; posljedi¢ni tipicni
simptomi i znakovi kolorektalnog karcinoma su manifestno krvarenje iz probavne cijevi u
vidu hematokezije (lijevi kolon i rektum) i/ili melene (desni kolon) te okultno krvarenje u
vidu sideropeni¢ne anemije (¢eS¢e desni kolon). Bol u abdomenu moze biti posljedica
parcijalne opstrukcije ili perforacije kolona s lokaliziranim/generaliziranim peritonitisom
kao i karcinoze peritoneuma te metastaza u limfne ¢vorove ili parenhim jetre. Promjena
frekvencije, oblika i na¢ina praznjenja stolice su tipi¢niji za tumore lijevoga kolona i rektuma
te se javljaju u do 74% bolesnika (19). Za kolorektalni tumor je uobicajen i paraneoplasticki

simptom inapetencije s razvojem maligne kaheksije (20).

Tumori desnoga kolona najcesce se opisuju kao egzofiticne, polipoidne mase sa znakovima
okultnog krvarenja, dok tumore lijjevoga kolona karakterizira cirkularno zahvacanje
probavne cijevi s posljedicnim opstruktivnim simptomima. Usprkos razlikama u
makroskopskome izgledu tumori i desnoga 1 lijevoga kolona su mikroskopski prakti¢no isti
sa sliénom prognozom u slucaju lokalizirane ili lokalno prosirene (lokoregionalne) bolesti.

Ipak kod prezentacije bolesti s udaljenim presadnicama tumori desnoga kolona imaju loSiju
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prognozu (21, 22). Sinhrono pojavljivanje dva ili vise izolirana kolorektalna karcinoma je

opisano u do 3% bolesnika.

Kod uznapredovanog oblika bolesti moguée su i mucnina, povraéanje te smetnje pasaze
crijevnoga sadrzaja (ileus) kod znacajne opstrukcije probavne cijevi. Rijetke su prezentacije
razvoj fistula prema okolnim organima (primjerice enterovezikalna fistula), epizode
febrilnih stanja nejasne etiologije (intraabdominalni apsces, Streptococcus bovis
bakterijemija 1 Clostridioides septicum sepsa) kao i pojava opstruktivnog ikterusa uz
metastaze u limfne ¢vorove portalne regije odnosno u parenhim jetre. Rano otkrivena bolest
u asimptomatskih bolesnika je najcesc¢e posljedica programa probira u osoba poviSenih
¢imbenika rizika, a povremeno se bolest otkrije i u okvirima hitne medicine, najces¢e pod
klini¢kom slikom ileusa ili rjede perforacije odnosno ikterusa. Kolorektalni karcinom je u
oko 6% slucajeva uzrok metastatskog adenokarcinoma nepoznatog primarnog sijela (23).
Nazalost, simptomatski bolesnici u trenutku dijagnosticiranja bolesti imaju klinicki visi

stadij bolesti, a samim time i lo$iju prognozu.

Zbog niske specificnosti i senzitivnosti simptoma te znakova povezanih s kolorektalnim
karcinomom ¢itav niz drugih patoloSkih intraabdominalnih stanja (hemoroidalna bolest,
divertikulitis, kroni¢ne upalne bolesti crijeva, sindrom rektalnog ulkusa, drugi malignomi)
dolaze diferencijalno dijagnosticki u obzir. Ipak rektoragija u bolesnika u kojega je prisutna
palpabilna rektalna masa je visoko specificna klinicka kombinacija koja ukazuje na

kolorektalni karcinom (>95%).
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1.2.3.2.  Dijagnoza bolesti

Danas se koriste razli¢ite laboratorijske, slikovne i endoskopske metode u svrhu ranoga

probira, prevencije te otkrivanja kolorektalnog karcinoma.

Nacionalni program ranog otkrivanja raka debelog crijeva 2008. godine uveden je u
Republici Hrvatskoj, a provodi se svake dvije godine za osobe prosje¢nog rizika, bez
znakova bolesti i u dobi 50-74 godine. Svaka osoba starija od 50 godina nosi 5% rizika da
¢e do 74. godine razviti rak debelog crijeva, odnosno 2,5% rizika da ¢e umrijeti od raka
debelog crijeva. Program probira se provodi s ciljem otkrivanja raka debelog crijeva u ranoj
fazi bolesti 1 smanjenjem smrtnosti za 15% u razdoblju od 10-13 godina, a ukljucuje test

okultnog krvarenja (24).

Testovi okultnog krvarenja oslanjaju se na detekciju mikro tragova krvi u stolici koja nije
vidljiva golim okom, a otkrivaju 30-60 % neoplazmi kolona. Razvijeni su i imunoloski
osjetljivi na upotrebu lijekova ili neke namirnice. Ponavljanjem testova senzitivnost moze

porasti i do 92% (25).

Test karcinomski izmjenjene humane DNA u stolici razvija se kao neinvazivna metoda
detekcije tumora, zasnovana na dosadas$njim znanjima o kolorektalnoj karcinogenezi. DNA
test ukljucuje kvantitativno molekularno odredivanje KRAS mutacije, aberantne metilacije
promotorskih regija NDRG4 i BMP3, kao i imunohistokemijsko odredivanje humanog
hemoglobina. UsavrSavanjem metode, osjetljivost za detekciju kolorektalnog karcinoma je
dostigla preko 80 %, specificnost metode je 95 % no za sada se joS uvijek ne preporuca
rutinska upotreba u svakodnevnoj praksi (26). Naber i sur. navode kako je ,,multitarget®

testiranje stolice na DNA (mtSDNA) bolja opcija probira s potencijalom smanjenja
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incidencije 1 mortaliteta kolorektalnog kacinoma u odnosu na izostanak bilo kakvog
programa probira u osoba starijih od 65 godina dok je u odnosu na uobicajene metode probira
(test okultnog krvarenja, donja endoskopija) mtSDNA manje u¢inkovita te znatno skuplja

¢ime se ipak smatra ne-efikasnom (27).

Kombinacija slikovnih i endoskopskih metoda se rutinski koriste za detekciju
prekanceroznih promjena i utvrdivanje bolesti u ranoj fazi. Klasi¢ne radioloske kontrastne
pretrage kao Sto je irigografija se danas sve manje koriste naustrb kolonoskopije i
kompjutorske tomografije (CT). Sigmoidoskopiju je danas takoder postepeno istisnuo
endoskopski pregled debeloga crijeva u cijelosti (totalna kolonoskopija) u
dijagnostici/probiru adenoma i karcinoma debeloga crijeva (Slika 6). Razlog tomu je jasan,
jer je kolonoskopija superiornija drugim metodama i otkriva 30% malignih lezija u bolesnika
srednjeg rizika. Ona nam omogucava ,,on-site/real time* procjenu mukozne/submukozne
lokalizacije tumorske tvorbe, prisustvo sinhronih karcinomskih ili adenomskih tvorbi te
eventualne opstrukcije ili ekstramuralne kompresije probavne cijevi. Razvojem tehnologije
su nam na izbor dane razli¢ite pomoc¢ne neinvazivne (klasi¢na i virtualna kromoendoskopija,
konfokalna laserska endomikroskopija — metode potpomognute vizualizacije povrSinskoga
uzorka promjena sluznice kolona s moguénoSéu procjene malignog/infiltrativnog
potencijala) te invazivne metode dijagnostike (biopsija). Takoder konac¢na prednost
kolonoskopije su i razliCite terapijske mjere kao Sto su polipektomija, mukozektomija
odnosno submukozna disekcija adenoma i ranih neoplazmi, te palijativna dilatacija malignih

struktura (28).

Glavni nedostatci metode su invazivnost, ozbiljne komplikacije kao Sto su krvarenje iz
donjega dijela probavne cijevi, perforacija crijeva, divertikulitis ili post-polipektomijski
sindrom (0,8-2,8/1000 procedura), cijena, potreba za sedacijom bolesnika, potreba rigorozne

pripreme crijeva i tehnicka nemoguénost dosezanja cekuma u 5 do 10 % bolesnika. U slucaju

17



nemogucnosti pregleda cijelog crijeva (opstrukcija neoplazmom, nemoguénost adekvatne
pripreme crijeva) alternativu pruzaju irigografija, CT kolonografija ili ponovna
kolonoskopija nakon kirurske resekcije. CT kolonografija (,,virtualna kolonoskopija®) je
brza, neinvazivna metoda pregleda cijeloga debeloga crijeva, detekcije prekanceroznih lezija
i karcinoma debeloga crijeva za koju se doima kako pruza dobru i popularnu dijagnosticku
alternativu kolonoskopiji. Na zalost za sada ne postoje jasni literaturni podatci o korisnosti
ranoga probira i otkrivanja kolorektalnog karcinoma ovom metodom i njezinim utjecajem
na incidenciju te mortalitet istog (29). Pouzdanost metode je vise nego drugdje ovisna o
iskustvu operatera, a naravno i o tehniCkim znacajkama CT aparata. Recentnom meta-
analizom gdje je CT kolonografiji komparator bila patohistoloska analiza reseciranoga
kolorektalnog karcinoma senzitivnog i specifi¢nost kao i dijagnosticki omjer izgleda (OR,
engl. odds ratio) utvrdena je losija specificnost detekcije u ranijim stadijima bolesti, a $to je
cilj ranog otkrivanja bolesti (30). Endoskopski pregled debeloga crijeva posebno
dizajniranom video kapsulom takoder pruza neinazivnu dijagnosticku alternativu koja se
prvenstveno zbog svoje visoke cijene, dugog vremena potrebnoga za analizu rezultata,
nemogucnosti dodatne djagnosticke obrade (biopsija) do sada jos$ uvijek nije nametnula kao

rutinska dijagnosticka pretraga.

Slika 6. Endoskopski prikaz egzulceriranih cirkularnih proliferata kolona/rektuma sa

znakovima spontanog sluznickog krvarenja (slike iz arhive autora disertacije)
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Sistemna upala, malnutricija i nutritivni status imaju ulogu u prognozi bolesnika s razli¢itim
vrstama malignih bolesti. U laboratorijskim nalazima mogu se detektirati nespecifi¢ni
znakovi bolesti kao Sto su sideropenicna anemija, opstruktivni ikterus i

hipoproteinemija/hipoalbuminemija.

Serumske koncentracije hemoglobina i albumina se koriste kao uobicajeni pokazatelji za
odredivanje nutritivnog statusa bolesnika. Anemija je uobiCajena u bolesnika s raznim
solidnim karcinomima. U svakodnevnoj klinickoj praksi simptomatski, klinicki ,,tezi“oblici
anemije (vrijednosti hemoglobina <80 g/L) pra¢ene simptomatologijom kao §to su zaduha,
palpitacije, omaglice, slabost, stenokardije, hemodinamska nestabilnost) primarno pobuduju
sumnju na tumore gastrointestinalnog sustava u odnosu na anemiju kao paraneoplasticki
fenomen u drugim malignitetima (33-39). Primjerice ¢ak do 30% bolesnika s rektalnim
karcinomom ima anemiju (38). Anemija prisutna prije pocetka lijeCenja ukazuje na losiji
odgovor tumora na lijeCenje, loSiju lokoregionalnu kontrolu, period bez bolesti i ukupno
prezivljenje (39, 40). Spekulira se kako je hipoksija tkiva posljedi¢no anemiji povezana s
agresivnim ponaSanjem tumora i lo§ijom prognozom. Predlozeni patofizioloski mehanizam
je nemogucénost difuzije kisika iz krvnih zila u stanice karcinoma zbog strukturnih i
funkcijskih poremecaja u arhitetekturi, a $to dovodi do hipoksije istih — stoga se stanice
karcinoma ponaSaju agresivnije uz razvoj tumorske angiogeneze. Lokalna tumorska
hipoksija takoder oslabljuje stvaranje slobodnih radikala odnosno dovodi do rezistencije na
kemoterapijsko i imunoterapijsko lije¢enje (43-48). Khan 1 sur. (47) su na 463 bolesnika s
kolorektalnim karcinomom ustanovili kako vrijednosti hemoglobina prije lijeCenja mogu biti
biljeg morfologije rektalnog karcinoma, pokazatelj odgovora na neoadjuvantnu
kemoradijaciju i rizika od lokalnog recidiva. Bolesnici koji su imali vrijednosti hemoglobina
manje od 120 g/l i umjereno diferencirani adenokarcinom losije su reagirali na terapiju s

ces¢im lokalnim recidivom. U viSe studija bolesnika s kolorektalnim karcinomom je
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ustanovljeno kako je anemija uz trombocitozu prije lijeCenja ucestalo detektirana u bolesnika
s desnostranim karcinomom kolona, uznapredovalom primarnom bolesti i stadijem limfnih

¢vorova te visim mortalitetom (50-57).

Gohil i sur. (56) su zakljucili kako je serumska razina albumina pokazatelj tezine bolesti te

je hipoalbuminemija povezana sa sistemskim upalnim odgovorom i gubitkom tjelesne mase.

Karcinoembrionski antigen (CEA) je rutinski koriSten tumorski biljeg kolorektalnog
karcinoma. Nazalost, zbog niske osjetljivosti (46%, 95% CI 0.45-0.47) se ne moze koristiti
za primodetekciju (skrining) bolesti iako mu je specificnost oko 89% (95% CI 0.88-0.92)
(57). Citav niz drugih tumorskih (dojka, Zeludac, gusteraca, 3titnja¢a) kao i benignih bolesti
(gastritis, pepticka ulkusna bolest, divertikulitis, kroni¢na jetrena bolest, KOPB, diabetes
melitus, bilo koje akutno ili kroni¢no upalno stanje, puSenje) su karaterizirane povisenim
vrijednostima ovoga tumorskog biljega. Glavna uloga CEA je prognosticka, u planiranju
terapije, procjeni odgovora na terapiju i naknadnim postterapijskim pracenjima (58).
Bolesnici s preoperativno detektiranim vrijednostima CEA>5 ng/ml imaju sveukupno losiju
klinicku prognozu. Postoperativni izostanak normalizacije inicijalno povisenih vrijednosti

CEA implicira rezidualnu bolest, a ponovni porast pojavu recidiva bolesti.

Pored odredivanja CEA u serumu se odreduju i CA 19-9, CA-50, CA-195 biljezi, ali je
njihova osjetljivost pri dijagnostici takoder slaba; njihova potencijalna vrijednost se ogleda
prilikom pracenja uspjeha terapije i za procjenu prognoze. Ne preporuca se odredivanje ovih

biljega kod asimptomatskih bolesnika.

Postoji ¢itav niz dokaza koji pokazuju funkcionalni odnos inflamatornog indeksa kao $to je
odnos neutrofila-limfocita (NLR, engl. neutrophil-lymphocite ratio) s kolorektalnim
karcinomom, kako u eksperimentalnim tako i u klini¢kim studijama Tako je pokazano da

bolesnici s karcinomom kolona i preoperativnim vrijednostima NLR >3 imaju vecu veli¢inu
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tumora (~5 cm), uznapredovali T stadij, poviseni rizik progresije bolesti i loSije sveukupno

5-godisnje prezivljenje (HR 1.377, 95%CI 1.104-1.717, p=0.014) (59).

Bolesnici sa sistemno proSirenom boleS¢u i metastazama u jetru mogu imati patoloske
vrijednosti ,,jetrenih enzima®“ (AST, ALT, GGT, AP, bilirubin) detektibilnih standardnim
laboratorijskim testovima. Takoder se poviSenje antioksidacijskih enzima kao §to su
superoksid dismutaza (SOD), katalaza (CAT), glutatione reduktaza (GRx), arginin
metiltransferaza 1 i glutation-S-transferaze mogu koristiti kao biomarkeri kolorektalnog

karcinoma.

U novije vrijeme velike nade se polazu u analizu tekucéinske biopsije (engl. liguid biopsy).
Tom metodom se iz bilo koje tekuéine u tijelu mogu izolirati cirkuliraju¢e tumorske stanice
(CTC, eng. circulating tumour cells) ili slobodna cirkuliraju¢a tumorska DNA (ctDNA).
Razlog pojave CTC ili ctDNA u teku¢inama (krv, urin, Zuc€) je nekroza, apoptoza i sekrecija
tumorskih stanica. Stoga se oc¢ekuje da bi tekucinska biopsija mogla posluziti u pracenju
odgovora na terapiju i/ili detekciji povrata bolesti prije klinicke manifestacije, kao i u analizi
promjena pojedinih gena (analize steCenih mutacija) te signalnih puteva (drugi terapijski

modeliteti) izmedu primarnog i metastatskog karcinoma (60—64).

Primjena procjene metilacijskog statusa kao prognostickog i prediktivnog cimbenika
karcinoma kolona jo$ nije u rutinskoj upotrebi, no ve¢ postoje neki validirani testovi (CE-
IVD). Jedan od testova odreduje metilaciju promotorske regije tumor supresora SEPT9 koji
kontrolira stani¢nu diobu, a ukoliko ima metilaciju dolazi do smanjene izrazenosti proteina
Sto potice patogenezu kolorektalnog karcinoma. Takoder postoji test odredivanja metilacije

gena za vimentin za detekciju ranog kolorektalnog karcinoma iz stolice (65).
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1.2.3.3.  Patohistoloska slika i klasifikacija kolorektalnih karcinoma

Konacna dijagnoza karcinoma debelog crijeva se postavlja na temelju patohistoloske
potvrde bolesti, na osnovi uzorka tkiva tumora dobivenog biopsijom ili kirur§kim zahvatom.
Prilikom preuzimanja tumorskog tkiva patolog je duzan izmjeriti realnu veli¢inu tumora i
dubinu prodora te odrediti status rubova, odnosno udaljenost tumora od pojedinog
resekcijskog ruba te preuzeti uzorke tumora i izolirati limfne ¢vorove (ukoliko je materijal

dobiven valjanom kirur§kom resekcijom).

Osnovna klasifikacija odreduje se koriStenjem Tumor Node Metastases staging sistema
(TNM) na osnovu koje bolesnike grupiramo u prognosticke klinicke stadije I-IV (66-72).
TNM Kklasifikacija iz 2018. godine prikazana je u Tablici 1. T se odnosi na dubinu invazije
tumora u stijenku debeloga crijeva, N definira invaziju tumorskoga tkiva u regionalne limfne
¢vorove, a M se odnosni na prisustvo udaljenih metastaza (u solidne organe, peritoneum ili

udaljene skupine limfnih ¢vorova).
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Tablica 1. TNM Kklasifikacija kolorektalnog karcinoma prema WHO smjernicama (66)

Primarni tumor (T)

Tx Primarni tumor se ne moze odrediti

TO Bez znakova primarnog tumora

Tis Tumor je ograni¢en na mukozu (intraepitelijalno) ili invazija lamina propria
(tumor in situ)

Tl Tumor zahvaca submukozu kroz misSi¢ni sloj sluznice, bez zahvacanja
lamine muscularis propria

T2 Tumor zahvaca miSiéni diom stjenke (muscularis propria)

T3 Tumor prodire kroz muscularis propria u subserozu/perikolorektalno tkivo

T4 Tumor zahvaca visceralni peritone;j ili zahvaca okolne organe ili strukture

ili prianja na njih

T4a

Tumor prodire kroz visceralnog peritoneuma

T4b

Tumor prodire ili je adherentan na okolne organe/tkiva/strukture

Regionalni limfni ¢vorovi (N)

Nx Nedostupna informacija o zahvacenosti regionalnih limfnih ¢vorova
NO Bez zahvacanja regionalnih limfnih ¢vorova
N1 Tumorske metastaze su prisutne u 1-3 regionalna limfna ¢vora ili postojanje
tumorskih depozita bez zahvacenosti limfnih ¢vorova
Nla Tumorske metastaze zahvacaju 1 regionalni limfni ¢vor
N1b Tumorske metastaze zahvacaju 2-3 regionalna limfna ¢vora
Nlc Tumorski depoziti u subserozi, mezenteriju ili perikolorektalnom masnom
tkivu; bez zahvacenosti regionalnih limfnih ¢vorova
N2 Tumorske metastaze su prisutne u 4 i viSe regionalnih limfnih ¢vorova
N2a Tumorske metastaze zahvacaju 4-6 regionalna limfna ¢vora
N2b Tumorske metastaze zahvacaju 7 1 viSe regionalnih limfnih ¢vorova
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Udaljene metastaze (M)

Mx Nedostupna informacija o postojanu udaljenih metastaza
MO Bez udaljenih metastaza
Ml Udaljene metastaze u jednom ili viSe udaljenih sijela ili organa ili rasadnice

po peritoneumu

Metastaze lokalizirane u jednom organu ili jednoj skupini neregionalnih

Mla P .
limfnih ¢vorova, bez metastaza peritoneuma

Mib Metastaze u viSe od jednog udaljenog urgana ili skupini neregionalnih
limfnih ¢vorova ili peritonealne metastaze

Mlc Metastaze peritoneuma

Tumor moze biti lokaliziran na podrucje stijenke crijeva ili proSiren regionalno u lokalne
limfne ¢vorove ili s udaljenih metastazama u druga podrucja i organe. Nakon postavljanja
dijagnoze kolorektalnog karcinoma potrebno je klinicki odrediti stupanj proSirenosti bolesti
(,,staging*) koji nam sluzi prilikom odluke o daljnjim terapijskim modalitetima i za klinicku
prognozu bolesti (Tablica 2). Koristi se kombinacija patoloSkog TNM-a i klini¢kih podataka
dobivenih fizikalnim pregledom, slikovnim metodama (CT abdomena i zdjelice, slikovni
prikaz prsnoga kosa) i odredivanjem vrijednosti CEA u serumu. Kao dodatne metode koriste
se 1 MR abdomena (bolja procjena jetrenih presadnica), PET CT, a za bolest rektuma MR

zdjelice i (endoskopski) transrektalni ultrazvuk.
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Tablica 2. Klini¢ki stadij/prognosticka grupa (,,staging*) odreden prema TNM-u (AJCC)(66)

Klinicki stadij T N M
0 Tis NO MO
I T11li T2 NO MO
A T3 NO MO
11B T4a NO MO
IIC T4b NO MO

T1ili T2 NI/Nlc MO
ITA

T1 N2a MO

T3-T4a NI/Nlc MO
I111B T2-T3 N2a MO

T1-T2 N2b MO

T4a N2a MO
IIC T3-T4a N2b MO

T4b NI1-N2 MO
IVA Bilo koji T Bilo koji N Mla
IVB Bilo koji T Bilo koji N Mlb
IvC Bilo koji T Bilo koji N Milc
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Slika 7. Kaplan-Meier krivulja ukupnog desetogodiSnjeg prezivljenja bolesnika s

karcinomom kolona nakon kirur§kog zahvata prema klinickom stadiju bolesti. Preuzeto i

modificirano iz Weiser i sur. (69)

Prema objavljenim podatcima ukupno petogodiSnje prezivljenje bolesnika s kolorektalnim

karcinomom je 64% (66, 69). Medutim, iz krivulje na Slici 7 je vidljivo kako ono znatno

ovisi o klini¢kom stadiju bolesti. Tako bolesnici s lokaliziranom boles¢u imaju petogodiSnje

prezivljenje od 90%, ali se tek nesto viSe od jedne tre¢ine bolesnika dijagnosticira u tom

stadiju bolesti. Vec¢ina kolorektalnih bolesnika dijagnosticira se u kasnijim stadijima bolesti

te je kod lokalno prosirene bolesti prezivljenje 71%, a kod uznapredovanog kolorektalnog

karcinoma stadija prezivljenje je do 20% (69).
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1.2.3.4.  Patohistoloska klasifikacija

Nakon preuzimanja materijala te fiksacije u 10% formalinu i uklapanja u parafin,
patohistoloSkim pregledom materijala odreduje se histoloski tip karcinoma prema
klasifikaciji WHO stupanj diferenciranosti stanica (gradus), TNM stadij, status resekcijskih

rubova, prisutnost limfovaskularne i perineuralne invazije te infiltracija limfocitima.

Odredivanje histoloskog tipa tumora prema WHO klasifikaciji vr$i se na osnovi histoloske

slike 1 imunohistokemijskih te molekularnih biljega (66, 68, 70, 71).

Ve¢ smo napomenuli da stijenku debelog crijeva Cine razli€iti tipovi stanica od kojih svaka
ima potencijal za malignu transformaciju. Prema klasifikaciji Svjetske Zdravstvene
Organizacije (WHO, engl. World Health Organisation) histoloski tip tumora debelog crijeva

se odreduje ovisno o tipu stanica od kojeg su nastali (Tablica 3).
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1) Epitelni tumori

Tablica 3. WHO Kklasifikacija epitelnih tumora kolona i rektuma (68)

Benigni epitelni tumori i premaligne tvorbe

Serozna displazija, niski gradus

Serozna displazija, visoki gradus

Hiperplasti¢ni polip, mikrovezikularni tip

Hiperplasti¢ni polip, vrcaste stanice

Adenomatozni polip, displazija niskoga gradusa

Adenomatozni polip, displazija visokoga gradusa

Tubularni adenom, niski gradus

Tubularni adenom, visoki gradus

Vilozni adenom, niski gradus

Vilozni adenom, visoki gradus

Tubulovilozni adenom, niski gradus

Tubulovilozni adenom, visoki gradus

Uznapredovali adenom

Glandularna intraepitelna neoplazija, niski gradus

Glandularna intraepitelna neoplazija, visoki gradus

Maligni tumori epitela

Adenokarcinomi

Seratni adenokarcinom

Adenomu nalik adenokarcinom

Mikropapilarni adenokarcinom

Mucinozni adenokarcinom
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Slabo kohezivni adenokarcinom

Karcinom prstena pecatnjaka

Medularni adenokarcinom

Adenoskvamozni karcinom

Nediferencirani karcinom

Karcinom sa sarkomatoidnom komponetnom

Neuroendokrini tumori

Neuroendokrini tumor, gradus 1

Neuroendokrini tumor, gradus 2

Neuroendokrini tumor, gradus 3

Tumor L stanica

Tumori koji produciraju glukagonu nalik peptid

Tumori koji produciraju PP/PYY

Karcinoid enterokromafinih stanica

Tumori koji produciraju serotonin

Neuroendokrini karcinomi

Neuroendokrini karcinom velikih stanica

Neuroendokrini karcinom malih stanica

MijeSane neuroendokrine i ne-neuroendokrine neoplazme (MiNEN)

2) Mezenhimalni tumori

Leiomiomi, lipomi, angisarkomi, maligni gastrointestinalni stromalni tumor,
Kaposi sarkom, leiomiosarkomi, Svanomi, perineurom, ganglioneurom,

granular-cell tumor
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3) Maligni limfomi

MALT limfom, mante-cell limfom, folikularni limfom, difuzni velikostani¢ni

B-limfom, Burkitov limfom i ostali tipovi B-limfoma

Najveci postotak (preko 95%) svih tumora debelog crijeva su adenokarcinomi nastali iz
epitelnih stanica sluznice debelog crijeva, ve¢inom lokalizirani u desnom kolonu i/ili
rektumu koji se prema diferencijaciji dijele na tumore niskoga (engl. low-grade) i visokoga
gradusa (engl. high-grade). Medutim, ta skupina je vrlo heterogena i obuhvaca razlicite
podtipove koji se moZda ne razlikuju znacajno histoloski, ali pokazuju razli¢it molekularni
profil (73, 74). Medusobno ti podtipovi pokazuju razlicite karakteristike u dobi incidencije
te prognozi bolesti, kao 1 potrebi za drugacijim pristupom lijeCenju. Stoga je potrebno
istraziti molekularne karakteristike karcinoma kako bi boljim razumijevanjem biologije,
pronasli adekvatne biomarkere ili molekule za ciljanu terapiju.

Ukoliko tumorske stanice produciraju velike koli¢ine ekstracelularnog mucina (>50%
tumorske mase) onda se klasificiraju kao mucinozni karcinomi. Cine do 17% svih
kolorektalnih karcinoma uz predilekciju pojave u desnom kolon. S druge strane, ukoliko je
intracelularni mucin dominatno obiljezje tumorske stanice ti se tumori klasificiraju kao
karcinomi stanica ,,prstena pelatnjaka“ (engl. signet ring cell carcinoma). Cine <2%
kolorektalnih karcinoma uz klinic¢ki agresivnije forme tumora.

Medularni podtip karcinoma kolona je karakteriziran izostankom diferencijacije zZlijezdanog
epitela i tumorskim tkivom gradenom od velikih, eozinofilnih, poligonalnih stanica gusto
infiltriranih limfocitima.

Karcinoidi ¢ine 2/3 tumora apendiksa, a adenokarcinomi preostalu 1/3.
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Ostali rijetki tumori koji mogu zahvatiti kolon i rektum su limfomi, Kaposi sarkomi,
neuroendokrini tumori G1 (klasi¢ni karcinoidi), lokalno invazivni karcinom prostate ili vrata
maternice, kao i1 sekundarizmi iz udaljenih primarnih tumora.

Adenokarcinom kolona se moze S$iriti lokalnom penetracijom, peritoneumom kao i
limfogenim te vaskularnim putem. NajceS¢a lokacija regionalnih metastaza kolorektalnog
karcinoma su regionalni limfni ¢vorovi, a udaljenih sekundarizama jetra (60%), plu¢a (20%),

kosti (10%) 1 mozak.

1.2.4. Prognostic¢ki ¢imbenici

Bitni patoloski prognosticki kriteriji su veli¢ina primarnoga tumora, zahvacenost seroze,
lokalnog peritoneuma, regionalnih limfnih ¢vorova, prisustvo ekstranodalnih depozita, broj
analiziranih 1 zahvacéenih limfnih ¢vorova (LNR, engl. lymph node ratio), prisustvo
vaskularne, angiolimfaticke i perineuralne invazije, stupanj diferencijacije tumora, prisustvo
mikrosatelitne nestabilnosti tumora (MSI, engl. microsatelite instabillity), prisustvo mutacije
KRAS gena, stupanj kirurSke resekcije, rubova i lokalne rezidualne bolesti, kao i stupanj

tumorske regresije nakon neoadjuvantne kemoradioterapije karcinoma rektuma.

Postoji viSe online verzija kalkulatora rizika koji koriste kriterije Americke udruge za
karcinom (AJCC) koji temeljem TNM-a, dobi i spoli bolesnika te gradusa tumora
matematicki predvidaju postotak lokalnog povrata bolesti, pojave proSirene bolesti i
o¢ekivano ukupno prezivljenje nakon kirurSke resekcije tumora kolona (Memorial Sloan
Kettering Cancer Center: Overall Survival Probability Following Surgery) i rektuma
(PredictCancer: Rectal carcinoma - Local and Distant Control and Survival) (75, 76). Takvi
kalkulatori omogucuju onkolozima procjenu rizika bolesti te shodno tome odabir

adekvatnog terapijskog algoritma.
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Slika 8. Primjer nomograma i faktora rizika koji su ukljuceni u procjenu ukupnog
prezivljenja bolesnika nakon operacije karcinoma kolona. Preuzeto i modificirano iz Van

Gijn i sur. (77)

Stadij bolesti prilikom postavljanje dijagnoze je najbitniji prognostic¢ki ¢imbenik; upravo se
stoga fokus istrazivanja pomicne sa standardnih klini¢kih ¢imbenika na molekularno
biokemijske u svrhu individualizacije probira, S$to ranijeg otkrivanja i kreiranja manje

Skodljive, no $to uspjesnije i ciljane antitumorske terapije.

Najbitniji prognosticki ¢imbenik kolorektalnog karcinoma je stadij bolesti prilikom
postavljanja dijagnoze (klinicki TNM) odnosno nakon kirurSke resekcije s patohistoloskom
analizom (patoloski TNM) (Slika 8). Kako je ve¢ ranije navedeno TNM sustav se sastoji od

klini¢ki ili patoloski verificirane anatomske proSirenosti bolesti.

Vremenom su istrazeni i identificirani ¢itav niz neovisnih prognosti¢kih ¢imbenika koji se

mogu koristiti za procjenu prognoze kao i za donoSenje terapijskih odluka. Prema snazi
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literaturnih dokaza isti se mogu podijeliti u 4 kategorija, od kojih dokazi razine I i IIA

predstavljaju najznacajnije 1 klini¢ki najrelevantnije (Tablica 4) (78).

Tablica 4. Prognosticki ¢imbenici kolorektalnog karcinoma (78)

Prognosticki ¢cimbenici I. kategorije

Dubina prodora tumora u stijenku crijeva (T-stadij)

Zahvacenost regionalnih limfnih ¢vorova (N-stadij)

Prisustvo tumorskih depozita u mezenteriju odnosno perikolicnom masnom tkivu
Nodalne mikrometastaze

Limfovaskularna invazija

Rezidualni tumor nakon resekcije (status rubova)

Vrijednost serumskog CEA>5.0 ng/mL

Prognosticki ¢cimbenici I1.A kategorije

Stupanj diferencijacije tumora (histoloski gradus)
Status cirkumferencijskog (radijalnog) ruba

Tumorska regresija nakon neoadjuvantne terapije (ypTNM)

Prognosticki ¢cimbenici I1.B kategorije

Histoloski tip tumora

Status mikrosatelitne nestabilnosti tumora (MSI)
Infiltracija tumora limfocitima

Delecija dugoga kraka kromosoma 18 (18q)
Rub tumora

Perineuralna invazija
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Prognosticki ¢cimbenici I11. kategorije

Aneuploidija DNA

Molekularni biljezi u tumoru (K-RAS, bcl-2, HER2, TGF, VEGF)
Intratumorska gustoca krvnih zila (Intratumoral microvessel density - MVD)
Peritumorska fibroza

Proliferacijska aktivnost

Prognosticki ¢cimbenici I'V. kategorije

Veli¢ina tumora >45 mm

Genski profil tumora

1.2.4.1.  Prognostic¢ki ¢imbenici 1. kategorije

Prognosticki ¢imbenici 1. kategorije su klini¢ki dokazano najznacajniji u procjeni bolesti.

Dubina prodora tumora u stijenku crijeva (T-stadij) odnosno zahvacanje seroze je neovisni
prognostic¢ki ¢cimbenik povezan s prezivljenjem bolesnika (79). No evaluacija i opis dubine
prodora tumora wkroz stijenku crijeva (T stadij) je varijabilan, posebice po pitanju
zahvacanja seroze. To je posljedica ¢injenice kako je histoloska vizualizacija i verifikacija
serozne infiltracije ponekad otezana §to potencijalno moze dovesti do konzervativnijega
opisa i smanjenja (,,undestaging®) T stadija; primjerice citoloSkom analizom brisa seroze u
kojoj nije opisano tumorom zahvacanje seroze (pT3) su u 26% slucajeva detektirane

tumorske stanice (80, 81).

Zahvacenost regionalnih limfnih ¢vorova je prediktor prezivljenja bolesnika kao i indikacija

za primjenu adjuvantne antitumorske terapije. Ovisi u T stadiju bolesti kao 1 stupnju
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histoloSke diferencije tumora. Broj regionalnih limfnih ¢vorova zahvaéenih metastazama
kao 1 ukupni broj kirurSki odstranjenih te pregledanih regionalnih limfnih ¢vorova (potrebno
je minimalno 12-15 limfnih ¢vorova), posebice gledano kroz njihov odnos (LNR; engl
lymph node ratio; odnos broja zahvacenih na ukupan broj odstranjenih te pregledanih

limfnih ¢vorova) direktno utjece na prognozu bolesnika (82).

Prisustvo tumorskih depozita u mezenteriju odnosno perikolorektalnom masnom tkivu
(ekstranodalni depoziti) smatra se ekvivalentom zahvacenosti regionalnih limfnih ¢vorova i
povezano je s losijom prognozom bolesnika; prisustvo tih depozita automatski izjednacava

prognozu inace bilo koji T/NO bolesnika s bolesnicima III stadija bolesti (83).

Nodalne mikrometastaze se definiraju kao detekcija izoliranih ili nakupina tumorskih stanica

(promjera <0.2 mm) u regionalnim limfnim ¢vorovima detektiranih histoloski,
imunohistokemijski ili molekularnim metodama kao sto je detekcija tumorske RNA putem
RT-PCR. Upotreba ovih metoda moze promijeniti TNM stadij u do 50% bolesnika s
potencijalno loSijim sveukupnim prezivljenjem. Trenutno jo$ uvijek nije jasan bioloski
znacaj mikrometastaza pa se ne preporuca njihova rutinska detekcija uz preporuku validacije

daljnjim randomiziranim klini¢kim studijama (84).

Limfovaskularna invazija (LVI) je neovisni prognosti¢ki ¢imbenik ¢ija je incidencija

povezana sa stadijem i histoloskim gradusom tumora, a detekcija LVI se veze uz poviseni

rizik metastaziranja u regionalne limfne ¢vorove kao 1 uz udaljene metastaze (85).

Rezidualni tumor nakon resekcije se povezuje uz povecani rizik lokalnog i udaljenog povrata

bolesti; stoga status kirurSkih rubova je obavezan dio patohistoloskog nalaza materijala

dobivenog kirur§kom resekcijom (86).

Vrijednost serumskog CEA je dio rutinske laboratorijske obrade svih bolesnika prije pocetka

terapije karcinoma debelog crijeva. Povisena vrijednost CEA koja se ne normalizira nakon
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resekcije tumora indikator je rezidualne bolesti i potrebe dodatne evaluacije. Vrijednost CEA

> 5,0 ng/ml je ¢imbenik loSije prognoze neovisno o stadiju primarnog tumora (87, 88).

Harrison i sur. (89) su pokazali kako bolesnici s negativnim limfnim ¢vorovima i poviSenom
preoperacijskom vrijednosti CEA imaju loSiju prognozu te time c¢ine podskupinu s

potencijalnom kori$¢u primjene adjuvantne kemoterapije.

1.2.4.2.  Prognostic¢ki ¢imbenici II. A kategorije

Histoloski gradus odrazava stupanj diferencijacije tumora i neovisan je prognosticki

¢imbenik (90). No, rijetko se koristi zbog razlike u sustavima stupnjevanja kao i
subjektivnosti patologa u procjeni istog. Dodatni problem lezi u tome da se interpretacija
gradusa moze bazirati na cijelome tumoru, na segmentu tumora najlosije diferencijacije,
izolirano na koli¢ini stvaranja zZljezdanih struktura ili na kombinaciji stvaranja Zljezdanih

struktura i drugih strukturalnih te citoloskh znacajka.

Cirkumferencijski radijalni rub odgovara kirurski reseciranoj neperitonealiziranoj povrsini

uzorka. Razli¢ito se tumaci ovisno o segmentu kolorektuma zahva¢enom tumorom; vise je
od koristi kod segmenta koji nisu ili su djelomi¢no prekriveni peritoneumom (kao $to su
uzlazni 1 silazni kolona kao 1 rektosigmoid). Kod karcinoma rektuma status
cirkumferencijskog radijalnog ruba je zapravo indikator kvalitete kirur§koga zahvata i jedan
je od najvaznijih prediktivnih ¢imbenika lokalnog i distalnog povrata bolesti kao i
prezivljenja bolesnika. Tako je u bolesnika s karcinomom rektuma i1 pozitivnim
cirkumferencijskim radijalnim rubom indicirana postoperativna radioterapija, neovisno o
lokalnoj prosSirenosti bolesti. Kod analize kirurski reseciranog uzorka udaljenost izmedu

ruba tumora i najblizeg cirkumferencijskog radijalnog ruba se mora izmjeriti i opisati u mm,

36



a rub se smatra ,,pozitivnim“ okoliko je udaljenost < 1 mm; u tome se slucaju bolest
klasificira kao T3 (s R1 Sto odrazava mikroskopsku ili R2 §to odrazava makroskopsku

zahvacenost resekcijskog ruba tumorom) (91).

Tumorska regresija nakon neoadjuvantne terapije definira se prema ypTNM Kklasifikaciji 1
sastavni je dio patohistoloskog nalaza. Kompletni i/ili umjereni patoloski odgovor se dovodi
u vezu s produljenjem prezivljenja bez znakova recidiva bolesti uz poboljsanje klinickog

ishoda, neovisno o drugim klini¢ko-patoloskim ¢imbenicima (92-94).

1.2.43.  Prognostic¢ki ¢cimbenici II. B Kategorije

Histoloski tip tumora nije neovisni prognosticki ¢imbenik kod kolorektalnih karcinoma osim
u slucaju prisustva nekih od subtipova visokog gradusa kao $to su karcinom stanica prstena

pecatnjaka i nediferencirani karcinomi (95).

Status mikrosatelitske nestabilnosti tumora (MSI). Mikrosateliti su standardni segmenti

DNA molekule s ponavljaju¢im uzorkom nukleotida jasno odredene duljine. Bilo kakva
promjena u broju ponavljanja ili u duljini samoga mikrosatelita (posljedi¢no inserciji ili
deleciji baza) naziva se mikrosatelitna nestabilnost. Uzrok navedenom je mutacija gena ¢ija
je uloga popravak pogresaka krivo sparenih baza (AIMMR, engl. defficient DNA mismatch
repair). Mikrosatelitna nestabilnost se dijeli u tri stupnja: visoki, srednji i stabilni. Tumori
visokog stupnja MSI (tzv. MSI-H) imaju nestabilnost >30% mikrosatelita, tumori srednjeg
stupnja (MSI-L) u 10-30%, a stabilni (MSS) u <10%. MSI-H tumori se ¢es¢e nalaze u
bolesnika s tumorima ,,desnoga“ kolona sa specificnim patomorfoloSkim obiljezbima
(mucinozni karcinomi, slabo diferencirani tumori, medularni karcinomi i tumorima
infiltrirani limfocitima) te boljom klinickom prognozom s duljim ukupnim prezivljenjem
(96). Jednako tako MSI-H status je potencijalni prediktivni biljeg loSijeg odgovora na
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sistemnu kemoterapiju 5- fluorouracilom (97). Testiranje MSI statusa preporuca se u svih
bolesnika klini¢kog stadija II, jer grupa MSI-H bolesnika ima bolju prognozu i nema potrebu

za primjenom adjuvantne kemoterapije.

Infiltracija tumora limfocitima je potencijalni ¢imbenik povoljnije klinicke prognoze, $to se
povezuje uz €injenicu kako takvi tumori ucestalo imaju mutacije u MMR genima i MSI-H

status (98—-100).

Delecija dugoga kraka kromosoma 18 (18q) koja dovodi do gubitka ili mutacija ¢ak tri

tumor-supresorska gena (DCC, SMAD2 i SMAD4) je potencijalno povezana s losijom
klini¢kom prognozom bez obzira na status regionalnih limfnih ¢vorova (101). No rezultati

dosadasnjih studija su kontradiktorni.

Rub tumora u vidu nepravilnog, infiltrativnog prodora tumora prema zdravome tkivu se
doima kao moguci prognostic¢ki ¢cimbenik metastaziranja u jetru, neovisan o stadiju bolesti

(102).

Perineuralna invazija je neovisni ¢imbenik losije klinicke prognoze, posebice karcinoma

,»lijevoga kolona® i rektuma (103).

1.2.4.4.  Prognosticki ¢imbenici III. kategorije

Aneuploidija DNA se prema rezultatima odredenih studija povezuje s losijom klini¢kom

prognozom, no heterogenosti u metodologiji i statistickoj snazi objavljenih studija za sada

ne pruzaju dovoljnu razinu dokaza za jasno pozicioniranje te metode.

Molekularni biljezi u tumorskom tkivu se evaluiraju kao potencijalni Cimbenici s

prognostiCkom vrijednoS¢u. Neki od istrazivanih su: tumor supresorski geni (LOHlp,

LOHS8p, LOH5q, TP53), onkogeni (KRAS, c- myc), geni povezani s apoptozom (bcl-2,
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BAX), ¢imbenici rasta i geni za receptore za ¢imbenike rasta (TGFa, TGFb, HER2, EGFR),
geni povezani s angiogenezom (VEGF), geni za adhezijske molekule i glikoproteine (CD44,
E- kadherin), matriks-metaloproteinaze (MMPs) 1 njihovi inhibitori (urokinazni

plazminogen- aktivatori) te prekomjerna ekspresija mikroRNA.

Peritumorska fibroza odnosno dezmoplasticna reakcija strome se takoder navodi kao

potencijalni neovisni ¢imbenik loSijeg klinickog ishoda; ista se uobicajeno detektira u
invazivnim kolorektalnim tumorima (104).

Proliferacijska aktivnost definirana mitotskim indeksom, proto¢nom citometrijom i

imunohistokemijskim mjerenjem proliferacijskih biljega (Ki67 i PCNA) nije pouzdan

prognosticki pokazatel;.

1.2.4.5. Prognosticki ¢imbenici V. kategorije

Velid¢ina tumora se doima kao potencijalni ¢imbenik loSije prognoze za bolesnike s

karcinomom kolona; grani¢na veli¢ina (engl. cut-off) karcinoma >45 mm ima potencijal kao
pokazatelj losijeg klinickog ishoda bolesti, no ista je povezana i s lokalizacijom tumora tako
da se smanjuje od ,,desne* prema ,,lijevoj* strani debeloga crijeva (105).

Genski profili tumora se danas nude kao svojevrsni ,,pomo¢ni alat za odabir adekvatnog

terapijskog algoritma. Navedenim testovima se odreduju mutacije u najé¢es$¢im genima koji
se smatraju odgovornim za biolosko ponasanje kolorektalnog karcinoma. Nazalost prije
konacne Siroke primjene u standardnoj klini¢koj praksi potrebne su potvrde korisnosti istih

kroz randomizirane klinicke studije.
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1.2.4.6.  Prediktivni biomarkeri kolorektalnog karcinoma

Jedan od vode¢ih ciljeva suvremene medicine je personalizirana i vremenski jasno definirana
dijagnostika 1 terapija bolesnika sa specificnim patologijama. Atraktivhu opciju
predstavljaju biomarkeri odnosno molekularni ¢imbenici, identificirani u tumorskom tkivu,
pomocu kojih se mogu primjerice odrediti osjetljivost, odnosno odgovor tumora na
specifi¢nu terapiju. U rutinskoj praksi je mutacijski status RAS (KRAS i NRAS) gena (106).
Naime, mutacija gena KRAS dovodi do nekontrolirane aktivacije signalnog puta koji je
uobicajeno posredovan receptorom za epidermalni ¢cimbenik rasta (EGFR, engl. Epidermal
Growth Factor Receptor). Prakti¢na vrijednost toga je da se grupi bolesnika u ¢ijim
tumorima nema mutacije gena KRAS i NRAS (tzv. divlji tipovi, wt) dodavanjem terapije
monoklonskim protutijelima usmjerenim na EGFR (cetuksimab i panitumumab) u
kombinaciju sa standardnim kemoterapijskim protokolima moze povecati ucinkovitost
sustavnog antineoplasti¢kog lijecenja metastatskog kolorektalnog karcinoma (107). Vaznost
navedenog pristupa se ocituje u ¢injenici da su mutacije RAS gena prisutne u do 55%
kolorektalnih karcinoma pa je testiranje mutacijskog statusa RAS skupini bolesnika s

metastatskim kolorektalnim karcinomom dio standardnih onkoloskih smjernica.
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1.2.5. LijecCenje karcinoma debelog crijeva

Pristup lijecenju bolesnika s koloretkalnim karcinomom u najvec¢oj mjeri ovisi o stupnju
prosirenosti bolesti koji se temelji na TNM klasifikaciji kao 1 o klinickom stanju bolesnika
(ECOG performance status) (108). Odluku u optimalnome prijedlogu lijecenja trebao bi
donositi multidisciplinarni tim sastavljen od abdominalnoga kirurga, onkologa,
radioterapeuta, gastroenterologa, radiologa i patologa uz po potrebi konzultaciju i drugih
specijalnosti (torakalni kirurg, ginekolog, urolog, klinicki nutricionist, stoma terapeut).
Takvim je pristupom dokazano poboljsano lijecenje bolesnika s kolorektalnim karcinomom
u vidu postizanja boljih rezultata kirurSkih zahvata (niza stopa pozitivnih rubova, ucestalija
i ekstenzivnija resekcija udaljenih metastaza kao 1 ucestalije primjene adjuvantne
kemoterapije) (109, 110). Ukoliko se radi o lokaliziranom stadiju bolesti (u do 80%
bolesnika), jedina kurativna metoda lijeCenja je kirurSska resekcija (otvorena vs.
laparoskopska  desnostrana ili lijevostrana hemikolektomija, resekcija sigme,
subtotalna/totalna kolektomija, resekcija rektuma, endoskopska submukozna disekcija). S
druge strane ukoliko se radi o lokalno uznapredovanoj ili metastatskoj bolesti na
individualnoj se osnovi procjenjuju mogucnosti daljnjega lijeCenja koje mogu ukljucivati
kombinaciju kirurS§kog zahvata (multivisceralna resekcija, en bloc resekcija okolnih
infiltriranih struktura, metastazektomija, palijativne mjere kreacije ileo/kolostome ili
premostujuée ,,bypass® procedure) i adjuvantnog kemoterapijskog lije¢enja, odnosno
palijativne potporne mjere. Kod lokalno uznapredovanog karcinoma rektuma danas je
standardni pristup provodenje neoadjuvantne kemoradioterapije s naknadnom kirurSkom

resekcijom.

Petogodisnje prezivljenje bolesnika s karcinom kolona je ovisno o klini¢kom stadiju
bolesnika i provedenim mjerama lijecenja; kre¢e se od 74% za stadij I do samo 5.7% za

stadij IV (111).
41



1.2.5.1.  Regresija tumora po provedenoj neoadjuvantnoj terapiji

U adekvatno izabranim kohortama bolesnika s karcinomom rektuma neoadjuvantna
kemoradioterapija dovodi do znacajnog poboljsanja klinickog ishoda u vidu smanjenja
(,,downstaging®) tumora; stoga se u ovoj skupini bolesnika prognoza postavlja prema
postterapijskom patoloskom stadiju (ycTNM odnosno ypTNM klasifikaciji). Tumorska
eradikacija ili minimalna ostatna (rezidualna) bolest u kirurski reseciranom uzorku po
provedenoj neadjuvantnoj kemoradioterapiji je povezana sa znac¢ajno boljom prognozom u
odnosu na bolesnike s ostatnim tumorom (92). Prema recentnim istrazivanjima oko 20%
bolesnika ima kompletnu tumorsku regresiju s RO rezidualnim statusom (bez ostatnog
tumora), a znacajan postotak gotovo kompletnu regresiju s malim ostatnim tumorom (112,

113).
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1.3. ,,Cancer/testis* antigeni

,,Cancer/testis* antigeni (CTA) su velika i heterogena skupina imunogenih proteina ¢ija je
izrazenost u odraslome somatskome tkivu gotovo isklju¢ivo ograni¢ena na muske zametne
stanice testisa (spermatociti), uz rjedu izraZzenost u jajniku i trofoblastu. Ipak, novijim
istrazivanjama su detektirane slabe izrazenosti CTA gena i u zrelim somatskim stanicama

pojedinih tkiva (koza, krv, slezena).

Do sada je poznato oko 70-ak obitelji CTA gena (oko 200 gena). Dosadasnja istrazivanja su
najcesce obuhvacala sljedece obitelje i njihove funkcije: MAGE-A, NY-ESO, SSX2/4,
GAGE, PAGE i PRAME (114). Uobicajeno se dijele na gene smjestene na X kromosomu
(X-CT) 1 CTA gene smjestene na drugim kromosomima (ne-X-CT). Oko 10% svih gena
smjesStenih na X kromosomu su CTA geni (obi¢no grupirani u klastere), a ¢ine oko 50% svih
CTA gena (115). X-CTA se javljaju u ranoj fazi spermatogeneze (spermatogoniji) dok se
ne-X-CTA javljaju u fazi razvoja spermatocita. Unato¢ brojnim istraZivanjima funkcija
proteina kodiranih s X-CTA 1 dalje je nepoznata, posebno §to ne postoje analogni geni u
modelu misa. Ovi geni su ve¢inom povezani s regulacijom transkripcije te epigenetskom
regulacijom metilacije DNA i post-translacijske modifikacije histona, neki imaju funkciju u

mitozi i mejozi dok neki sudjeluju u razgradnji tumor supresor proteina.

Kod maligne transformacije, regulacija izraZenosti ove skupine gena je poremecena s
pojavom povecane izrazenosti CTA u tumorima raznih histoloskih tipova. Karakterizirani
su prisustvom multigenskih obitelji, heterogenom proteinskom izrazeno$¢u u stanicama
raka, mogu¢om korelacijom s tumorskom progresijom, indukcijom ekspresije procesima
DNA hipometilacije i/ili histonske acetilacije te razvojem specificne imunogenosti u
tumorskih bolesnika. Upravo je otkri¢e tumor-specifi¢ne tkivne imunogenosti CTA kod

odredenih vrsta raka potaknulo istraZivanje i razvoj potencijalnih te obecavajucih antigen
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specifiénih tumorskih cjepiva (114, 116). CTA proteini detektirani su kod razli¢itih vrsta
malignih bolesti adultne populacije (melanomi, karcinomi pluca, jetre, mokraénog mjehura)

kao 1 kod pedijatrijskih maligniteta (neuroblastom).

1.3.1. Protein CTCFL/BORIS

Skupina CCCTC-vezujucih transkripcijskih ¢imbenika (CTCF) omogucava odrzavanje
trodimenzionalne arhitekture DNA prilikom transkripcije pojedinih gena, kljucne za
organizaciju eukariotskog genoma (117). U tom smislu oni mogu biti aktivatori, inhibitori
ili izolatori transkripcije. Karakteristika su im posebno ponavljajuéi strukturni motivi
(,,prsti) koji sadrze ione cinka (ZF, engl. zinc-finger). Gradeni su od tri evolucijski visoko
konzervirane domene prisutne u svih eukariota, od kojih centralna domena ima 11 cink-
prstiju (11-ZF). CTCF se vezu na 55 000 do 65 000 mjesta u genomu sisavaca. CTCF je
sveprisutno izrazen i ima funkcije u regulaciji ekspresije utiSanih gena (engl. imprinted -
utisnutih/selektivni gubitak ekspresije), izolaciji, intra- i inter-kromosomskim interakcijama,
nuklearnoj organizaciji i alternativnom prekrajanju (118). Funkcionalno se mogu direktno
vezati na kljuc¢ni slijed baza u DNA odreden cinkovim prstima ili indirektno, u kompleksu s
drugim proteinima, na promotorsku regiju gena; metilacija DNA sprjeava njegovo vezanje.
Takoder, CTCF stvara izolatore osjetljive na metilaciju koji reguliraju inaktivaciju jednog X

kromosoma.
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Slika 9. Strukturna grada CTCF, 11-zink-fingers homologni u 74% (Zuto, ne-konzervirane

amino kiseline). Preuzeto i modificirano iz Nishana i sur. (119)

U tu skupinu pripada i protein BORIS (engl. Brother of the Regulator of Imprinted Sites),
kodiran genom CTCFL (engl. CTCF-like gene) koji se nalazi na kromosomu 20. BORIS je
jedini paralog CTCF i medusobno su homologni u 74% strukture. Imaju identi¢nu strukturu
centralne 11-ZF domene, a razlikuju se na amino (N) i karboksi krajevima (C) (Slika 9).
Protein BORIS se pojavljuje u 23 izoforme, nastale prekrajanjem mRNA, koji se vezu na
oko 5-6 000 veznih mjesta u genomu. Protein BORIS moze se vezati na oko 10% CTCF
veznih mjesta dok se CTCF moze vezati na oko 60% veznih mjesta proteina BORIS (120,
121). Nukleoproteinski kompleksi nastali vezanjem BORIS ili CTCF na istu domenu DNA
imaju razlicite, odnosno suprotne funkcije (122). Njihova proteinska izrazenost medusobno
je isklju€iva u somatskim stanicama dok su u mejotskim i postmejotskim zametnim
stanicama, kao i u nekim karcinomima, istovremeno izrazeni (117, 123). Isto tako, protein
BORIS je primarno izraZen u citoplazmi spermatocita za razliku od CTCF koji se nalazi u
jezgri. BORIS se dovodi u vezu s regulacijom proliferacije stanica, spermatogeneze i
preimplantacijskog razvoja humanog zametka (124, 125). Pretpostavlja se da BORIS ima
kljuénu ulogu u regulaciji ekspresije gena vaznih za odrzavanje pravilne mejoze i stvaranja
haploidnih spermija. BORIS , knockout* miSevi su normalno razvijeni, ¢ak su i fertilini za
razliku od BORIS transgeni¢nih miSeva koji vrlo brzo postnatalno ugibaju zbog razlicitih

malformacija (121, 124). Tijekom embriogeneze BORIS je izrazen samo u fazi oocite, a
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kasnije viSe nije izrazen niti u embriju ni u somatskim stanicama, §to se povezuje s ranom
fazom potpune demetilacije DNA. Zanimljivo je da je BORIS izraZzen u embrionalnim
mati¢nim stanicama zajedeno s drugim biljezima mati¢nih stanica kao $to su Oct 3/4, Nanog
i dr. i to smjeSten u jezgri (125). Osim toga uocena je vazna uloga proteina BORIS, koji
vezanjem proteina na N-terminalni kraj preko svoje 11-ZF domene posreduje na
promotorske regije nekih gena (npr. BAT, BRCAI i dr.) (126). Istrazivanje Nguyen i sur.
pokazuje da je BORIS DNA-vezujuéi protein neovisan o metilaciji koji omogucava
regulaciju ekspresije gena promjenom strukture kromatina (127). Regulacija ekspresije
samog CTCFL/BORIS gena se razlikuje u spermatocitima i tumorskim stanicama; u
normalnim tkivima transkripcija gena CTCFL je negativno regulirana trima alternativnima
putevima: direktnim vezanjem CTCF na promotorske regija CTCFL gena, CpG (DNA)
metilacijom samog CTCFL gena §to omogucava vezanje CTCF i onemogucava transkripciju

te preko p53 (128).

CTCF 1 BORIS obic¢no su deregulirani u karcinomima, s brojnim mutacijama koje mogu
utjecati na njihovu funkcionalnost, kao i upuéivati na njihovu pro-tumorsku ulogu. Ipak,
unato¢ novijim istrazivanjima funkcija BORIS jo$ uvijek je nejasna. BORIS uzrokuje
reaktivaciju ekspresije veéega broja inace utiSanih gena, a epigenetskim reprogramiranjem i
disregulacijom CTCF-ciljnih mjesta BORIS dovodi do rasta i potencijalne maligne
transformacije somatskih stanica (129). Neki autori pretpostavljaju da prekomjerna
izrazenost defektnog BORIS zamjenjuje funkciju CTCF i utjeCe na promjenu metilacijskog
obrasca DNA drugih CTA gena kao NY-ESO i MAGE-AL1 (130, 131). U vise je studija
pokazana BORIS-om regulirana direktna i indirektna ekspresija veceg broja CT gena
(MAGE-A1, SPANX, NY-ESO-1, TSP50, FerT) procesom hipometilacije promotora u
stanicama tumora pluca, testisa i kolona (131-133). Primjeceno je da u tumorima dolazi do

visokog postotka demetilacije CpG otoka te aktivacije CTCFL/BORIS, a najjaci ucinak
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aktivacije BORIS imaju promotorske regije A 1 C, koje su i naj¢ecée mjesto prepisivanja
kod tumorskih linija s jako izrazenim proteinom BORIS (128). Visoka izraZzenost mRNA i
proteina BORIS dokazana je u stanicama raka dojke, endometrija, prostate, kolona,
melanoma i tumora glave i vrata te korelira s veli¢inom 1 slabijom diferencijacijom tumora
(134-142). Kod karcinoma dojke utiSavanje BORIS s kratkim interferirajuéim RNA
(siRNA) dovelo je do smanjenja vijabilnosti tumorskih stanica i aktiviranja kaspaze 3/7
(136). Time se spekulira kako bi aberantna izrazenost BORIS mogla dovesti do poremecaja
ravnoteze izmedu ,anti-apoptotickih* 1 ,,pro-apoptotickih® efektora s posljedi¢nom
supresijom apoptoze i smanjenjem smrti tumorskih stanica. Medutim, BORIS moze i
inhibirati stani¢nu proliferaciju, jer novija istrazivanja pokazuju njegovu funkciju u

zaustavljanju stanice u S fazi (142).

S obzirom na visoku imunogenost i tkivnu tumor specificnost CTA (pa tako i BORIS)
provedena je studija na zivotinjskom modelu agresivnog, metastatskog oblika karcinoma
dojke u kojoj je koriSteno BORIS antigen cjepivo — primjena istog je dovela do znacajne
poboljSanja prezivljenja i regresije tumorske mase (143, 144). Sli¢ni su rezultati u
zivotinjskom modelu metastatskog tumora dojke naknadno dodatno potvrdeni ¢ime se
pokazuje njegovo potencijalno klini¢ko znacenje kako u dijagnozi tako i u lijecenju (130,

133, 135).

Kolorektalni karcinom je heterogena bolest s razliitim stupnjevima razvoja; stoga ne
iznenaduje razlicita izrazenost mRNA 1 proteina BORIS u razli¢itim podtipovima stani¢nih
linija kolorektalnog karcinoma (128, 145). Isti su autori detektirali kako utisSavanje BORIS
dovodi do pojacane produkcije ROS u stanicama kolorektalnog karcinoma; takoder su istim
postupkom doveli do pojacane inhibicije rasta stanica kolorektalnog karcinoma uzrokovane
primjenom 5-FU. Pojacana izrazenost BORIS smanjuje uc¢inak 5-FU na inhibiciju rasta

stanica kolorektalnog karcinoma i otpustanja citokroma c iz mitohondrija.
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1.3.2. Protein MAGE-A10

Antigeni povezani s razvojem melanoma (MAGE, engl. melanoma-associated antigen)
pripadaju skupini CTA; do sada je opisano 55 razli¢ith MAGE proteina koji dijele
zajednicku ,,potpis” domenu (MAGE Homology Domain — MHD) (Slika 10) (146). S
obzirom na prisutne razlike u kromosomskoj lokaciji, strukturi i1 tkivnoj ekspresiji gena,
MAGE obitelj se dijeli na dvije velike podobitelji — MAGE-I i MAGE-II. MAGE-I
podobitelj gena je vezana uz X kromosom i ¢ine je tri multi-genske grupe: MAGE-A (12

pripadnika), MAGE-B (9 pripadnika) i MAGE-C (4 pripadnika).

TIPI TIP I
e A1 B 1 _a D1
LV ma—— B2 — D2
e A3 e B3 I = D3
e A4 Ea——— B4 —— D4
-_— A5 = B5 — = ™mE1
e A0 s B0 I 2
s A8 s B 10 E—— F1
s A9 s B16 = — G1
I A () e 517 = H1
e A 11 I 15— L2
I A 12 [ — Necdin

[ EleX] 1(Ek

s MAGE homologna domena
Skra¢ena HD
[ Varijabilna domena

Slika 10. Shematski prikaz homologne grade ¢lanova MAGE obitelji. Tamno crveno,
MAGE homologna domena (MHD); Roza, visoko konzerivarana homologna domena
veli¢ine oko 200 aminokiselina (HD); Plavo, domene po kojima se razlikuju ¢lanovi obitelji.

Preuzeto 1 modificirano iz Weon JL i sur. (146).
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Kao i kod ostalih CTA izrazenost im je prisutna u zametnim stanicama testisa, dok nije
prisutna u somatskim stanicama odrasloga organizma. Opisana je varijabilna pojavnost
MAGE-I podobitelji u stanicama razlicitih vrsta karcinoma (147). Za razliku od njih MAGE-
II podobitelj koja uklju¢uje MAGE-D grupu je karakterizirana ekspresijom gena u stanicama

prakti¢no svih normalnih tkiva te izostankom u tumorskim stanicama.

Fizioloska funkcija MAGE gena je za sada ve¢inom nepoznata; povezuje se uz regulaciju
stani¢nog ciklusa i stani¢ne smrti. Stoga pojacana ekspresija gena u tumorskim stanicama
potencijalno pruza istima poboljSano prezivljenje poti¢uéi stani¢ni rast, inhibirajuci
apoptozu (onkoproteini) i funkciju tumor supresora (primjerice p53) (148, 149). Tako
primjerice pojacana ekspresija MAGE A3/A6 dovodi do ubikvitinacije (putem E3 ubikvitin
ligaze TRIM28) i1 degradacije AMP-aktivirane protein kinazeal (AMPKal) Sto rezultira
inhibicijom autofagije i aktivacijom mTOR signalizacije te u konacnici poticanju
anabolizma u tumorskim stanicama (150). U vecini je istrazivanja pokazana povezanost
izmedu viSe izrazenosti MAGE-A grupe gena u stanicama razli¢itih karcinoma s nizim
stupnjem diferenciranosti, veéim metastatskim potencijalom, loSijim odgovorom na

odredene kemoterapeutike kao i s lo§ijim klini¢kim ishodom bolesnika (8, 151-153).

Sli¢ni su rezultati pokazani i u studijama koje su promatrale izrazenost MAGE u stanicama
kolorektalnog karcinoma. Tako su primjerice rezultati tajvanske studije na 100 uzoraka
kolorektalnog karcinoma pokazali sljedeci profil izrazenosti obitelji MAGE gena: MAGE-
A2 (87%), -A7 (83%), -A8 (75%), -A12 (71%), -B2 (75%), -B3 (79%), -D2 (75%), -F1
(79%) 1-H1 (70%). Od svih navedenih MAGE-A2 je najizrazeniji u stanicama kolorektalnog
karcinoma, izrazenost MAGE-B3 gena je povezana uz veli¢inu tumora, zahvacenost
limfonoda i TNM stadij bolesti, a pojacana izrazenost MAGE-D2 i -H1 gena je povezana uz
veli¢inu i dubinu invazije tumora (154). U studiji Shantha Kumara i sur. (155) provedena je

evaluacija izrazenosti (kvantitativni RT-PCR i imunohistokemija) MAGE-A3 u uzorcima
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reseciranog kolorektalnog karcinoma 82 bolesnika kao i paralelnog prisustva plazmatskih
anti-MAGE antitijela (ELISA). MAGE-A3 je izrazen u 28% uzoraka tumora sa slabom
prate¢om imunohistokemijskom 1 seroloSkom reakcijom no s prisutnom korelacijom s
veli¢inom tumora (bez korelacije s ostalim promatranim obiljezljima kao $to su spol, dob,
lokacija, vrsta, diferencija i dubina invazije tumora). Prisutna izrazenost MAGEA 1-6 u
naizgled urednoj susjednoj sluznici oko karcinoma kolona nakon kurativne resekcije bi
mogla biti odraz nedetektibilnih, slobodnih stanica raka (156). Pokazana je tumor
specificnost, visoka izrazenost i povezanost s loSijim klinicko-patoloskim kriterijima
MAGE-A10 u karcinomu jajnika, dojke, plu¢a i mokraénog mjehura (157-162). Prema
rezultatima Yanagi i sur. (159) izrazenost MAGE-A12 je detektirana samo u odredenim
stani¢nim kulturama tumorskih stanica gdje promovira ubikvitinaciju/degradaciju p21
tumorskoga supresora. U stani¢noj kulturi primarnih stanica karcinoma prostate (PPC1) kao
1 kolorektalnog karcinoma (HCT116; divlji tip 1 s deplecijom p53) utiSavanje MAGE-A12
gena dovelo je do smanjenja proliferacije tumorskih stanica $to je objaSnjeno zaustavljanjem
stani¢nog ciklusa u G2-M fazi kao i akumulacijom p21 tumor supresora bez mRNA ,,up*
regulacije (159). MAGE-A geni kodiraju tumor-specifi¢ne antigene koje sustav HLA-I
prezentira citotoksicnim CD8 T limfocitima Sto omogucuje i razvoj tumor specificnih

cjepiva (160).

Izrazenost MAGE-A grupe gena je epigenetski kontrolirana procesima DNA metilacije i
histonske deacetilacije. Tako je dokazana i BORIS-om inducirana ciljana epigenetska
ekspresija/derepresija CT gena MAGE-A1 aktivacijom/demetilacijom njegova promotora
(130). Taj proces regulacije je dodatno razjasnjen u studiji Schwarzenbach i suradnika gdje
je opisana kompleksna regulatorna interakcija BORIS, hTPB i Spl na eskpresiju mRNA
MAGE-A1 (161). Kasnijim je studijama potvrden isti BORIS-om induciran efekt

epigenetske reaktivacije viSe pripadnika MAGE-A obitelji gena (MAGE-A2, A3/6, A4,
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All) (163). Tako su primjerice detektirane znatno poviSene vrijednosti cirkuliraju¢ih
BORIS i MAGE-A mRNA u serumu bolesnica s invazivnim oblikom karcinoma dojke u
odnosu na kontrolnu skupinu s benignim bolestima dojke (162). S druge strane, u studiji
Kholmanskikh i suradnika utvrdena je viSa izraZenost BORIS-a u stanicama metastatskog
melanoma u odnosu na primarne tumore no nije nadena povezanost izrazenosti BORIS s
MAGE-A1 (164). Tako je i u studiji Lee-a 1 suradnika utvrdena povezanost izrazenosti
mRNA BORIS-a s uznapredovalim klinickim stadijem 1 metastatskim potencijalom

karcinoma pluca, no takoder nije nadena povezanost s izrazenos¢u MAGE-A1-6 (165).

Rezultati ovih studija daju intrigantne i dijelom kontradiktorne dokaze kako poremecena
izrazenost BORIS moze imati ulogu u regulaciji ekspresije CTA gena kao $to je MAGE-A
u stanicama raka. Prema naSim saznanjima i pregledom do sada objavljene znanstvene
literature malo je radova o ekspresiji MAGE-A10 u kolorektalnom karcinomu te o njegovoj
eventualnoj povezanosti s klinicko-patoloskim obiljezljima, posebice o izrazenosti tih

markera o metastaziraju¢im u odnosu na nematastazirajuc¢e kolorektalne karcinome.
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2. HIPOTEZA

U metastatskom kolorektalnom karcinomu je jaca imunohistokemijska izrazenost BORIS i

MAGE-A10 u odnosu na karcinom bez metastaza.
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3. CILJEVI ISTRAZIVANJA

OPCI CILJ: Imunohistokemijski odrediti izraZenost proteina BORIS i MAGE-A10 u

stanicama primarnog kolorektalnog karcinoma bez i s pripadaju¢im metastazama u jetru.

SPECIFICNI CILJEVI:

1. Utvrditi povezanost izmedu izrazenosti BORIS i MAGE-A10 u kolorektalnom
karcinomu.

2. Utvrditi povezanost izmedu izrazenosti BORIS i MAGE-A10 s razvojem udaljenih
metastaza u jetru.

3. Utvrditi povezanost izrazenosti BORIS i/ili MAGE-A10 s ostalim promatranim

klini¢ko-patoloSkim obiljezjima kolorektalnog karcinoma.
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4. MATERIJALI Il METODE

4.1. BOLESNICI

Provedeno je retrospektivno istrazivanje, a uzorci primarnog kolorektalnog karcinoma bez i
s metastazama u jetru preuzeti su iz arhivskog materijala Klinickog zavoda za patologiju 1
citologiju Ljudevit Jurak. U istrazivanje je ukljuceno 95 bolesnika kojima je tijekom
razdoblja od 01.01.2012. do 31.12.2014. godine u Klinickom bolni¢kom centru Sestre
milosrdnice (KBCSM) ucinjena resekcija debeloga crijeva zbog dijagnoze i lijeCenja
kolorektalnog karcinoma (eng. colorectal cancer, CRC). U istrazivanje smo ukljucili uzorke
primarnog karcinoma kolona bolesnika koji su imali samo lokalno ograni¢enu bolest bez
udaljenih metastaza te uzorke primarnog karcinoma kolona bolesnika koji su imali proSirenu
bolest s udaljenim metastazama u jetru i uzorke pripadaju¢ih jetrenih metastaza. Svi

bolesnici ukljuceni u istrazivanje nisu prethodno primali kemo- 1/ili radioterapiju.

Klini¢ki podaci o bolesnicima i tijeku bolesti te osnovne patohistoloske karakteristike
tumora prikazane u Tablici 5, prikupljene su iz arhive navedenog Zavoda kao i Klinike za
unutarnje bolesti te Klinike za kirurgiju KBCSM. Vec¢ina bolesnika je u trenutku postavljanja
dijagnoze kolorektalnog karcinoma bila starija od 60 godina, a prosjecna starost je 66,5
godina (medijan 68, u rasponu od 41 do 88 godina). U istrazivanju su muskarci (63,2%)
zastupljeniji od Zena. Prosjecna veli¢ina tumora je 45 mm (raspon 12 do 140 mm). Tumori
su uglavnom lokalizirani u desnom kolonu i rektumu, viseg histoloskog gradusa, rjede s
limfovaskularnom invazijom. 50 bolesnika imalo je lokalnu bolest, a 45 bolesnika imalo je

prosirenu bolest s metastazama u jetru (Tablica 5).
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Tablica 5. Osnovni podaci o bolesnicima i patohistoloskim karakteristikama karcinoma

kolona ukljucenih u istrazivanje

Karakteristika Broj sluéajeva (%)
Cekum 9 11,1%
Ascendens 6 7,4%
Transversum 12 14,8%
Smjestaj tumora
Descendens 2 2,5%
Sigma 24 29,6%
Rektum 28 34,6%
G2 64 98,0%
Histoloski gradus
G3 7 2,0%
1 5 7,0%
2 18 25,4%
T stadij
3 46 64,8%
4 2 2,8%
0 51 71,8%
1 6 8,5%
N stadij
2 13 18,3%
3 1 1,4%
0 50 52,6%
M stadij
1 45 47,4%
Ne 48 69,6%
Perivaskularna infiltracija
Da 21 30,4%
Ne 30 44,1%
Perineuralna infiltracija
Da 38 55,9%
66 94,3%
Pozitivni rubovi (R: 0-1-2)" 3 4,3%
1 1,4%
25 61,0%
Pozitivni rubovi u jetri (R: 0-1-2) 12 29,3%
4 9,7%

* R0O: kompletna resekcija bez histoloski rezidualnog tumora; R1: mikroskopski rezidualne

stanice na rubovima; R2: makroskopski rezidua tumora na rubovima
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U istrazivanju nisu koriSteni osobni podatci koji bi otkrili identitet ili ugrozili privatnost
bolesnika. Klini¢ki podatci o bolesnicima, podatci o patohistoloSkom nalazu i podatci o
pracenju bolesnika dostupni su kod Voditelja projekta, te u arhivi bolesnika i baze podataka
Klinike za internu medicinu i Klini¢kog zavoda za patologiju KBCSM. Svaki bolesnik dobio
je jedinstveni broj kojim bio ukljucen u istrazivanje, a pravi identitet ispitanika, radi zastite

osobnih podataka bolesnika, poznat je samo istrazivac¢ima.

4.2. METODE

4.2.1. Metode prikupljanja podataka

Prikupljeni su klini¢ki podatci o bolesnicima: dob, spol, lokacija primarnoga tumora (cekum,
ascendens, transverzum, descendens, sigma i rektum), prisustvo jetrenih metastaza te
laboratorijske vrijednosti hemoglobina, MCV-a 1 ukupnih proteina. Potom su iz
patohistoloSkih nalaza identificirani stupanj uznapredovalosti primarnoga tumora (TNM
stadij prema AJCC) te dodatni prognosticki cimbenici kao §to su veli¢ina primarnog tumora,
perivaskularna i perineuralna infiltracija, resekcijski rubovi i stupanj diferencijacije (gradus)

tumora.

4.2.2. PatohistoloSke metode

Patohistoloski materijal je obraden u Klinickom zavodu za patologiju i citologiju ,,Ljudevit
Jurak® KBCSM standardnom histoloskom obradom koja ukljucuje fiksaciju tkiva u 10%
puferiranom formalinu, dehidriranje u uzlaznom nizu alkohola i ksilola te uklapanje u

parafinske blokove u kojima se uzorci tkiva trajno ¢uvaju u arhivi. Odgovarajuci parafinski
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blok odreden je pregledavanjem svih uzoraka tumora na malom povecéanju (x40), na HE
prerezima te je potom odabran materijal koji je izdvojen za mikro erej (,,miccroarray
tissue*). Taj materijal je nakon imunohistokemijskog bojenja u cijelosti analiziran, a
izrazenost protutijela ocitana je na 1000 stanica pod velikim vidnim pove¢anjem mikroskopa
(x400), u mjestu najjace reakcije (tzv.“hot spot™). Analizirane su epitelne stanice i stroma

tumora, kao 1 lokalizacija signala (jezgra/membrana/citoplazma).

Za potrebe imunohistokemijskog bojenja odabrane parafinske kocke s reprezentativnim
uzorcima tumora mikrotomom su narezane na rezove debljine 5 um koje smo koristili za
daljnji postupak bojenja. Za imunohistokemijsku analizu koriSteno je zecje poliklonalno
protutijelo BORIS (brother of the regulator of imprinted site; razrjedenje 1:50, Santa Cruz
biotechnology, Texas, USA) i mis§je monoklonsko protutijelo MAGE-A10 (ve¢ pripremljeno
i razrijedeno kao poklon profesora Spagnolli, Sveuéiliste u Baselu, Svicarska). Koristena je
adekvatna pozitivna i1 negativna kontrola. Imunohistokemijska analiza za navedena
protutijela u¢injena je indirektnom ABC tehnikom, LSAB metodom kao vizualizacijskim
sistemom na Dako TechMate™ automatiziranom stroju za imunohistokemijsko bojenje uz
upotrebu  streptavidin  imunoperoksidaze MSIP (engl. Microwave Streptavidin

ImmunoPeroxidase) protokola prema preporuci proizvodaca.

Imunohistokemijska reakcija na oba protutijela odredena je u citoplazmi tumorskih stanica i

okolnoj stromi, u suradnji s patologom, semikvantitativno uzimajuci u obzir:
Intenzitet reakcije bojenja (IR) kako slijedi:

0 - nema reakcije,

1 - slaba reakcija,

2 - umjerena reakcija,
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3 - jaka reakcija.

Postotak imunoreaktivnih stanica (PRS) odreden je kako slijedi:

0 - nema reaktivnih stanica;

1 - <10 % pozitivnih stanica;

2 - 10 — 50 % pozitivnih stanica;

3 - >50 % pozitivnih stanica.

Imunohistokemijski indeks bojenja (IIB) dobiven je kao umnozak intenziteta reakcije
bojenja (IR) i postotka reaktivnih stanica (PRS): IIB=IRxPRS, a iznosi od 0 do 9. IIB 0-1
predstavlja negativnu reakciju, IIB 2-4 predstavlja slabu izrazenost, IIB 6-9 predstavlja jaku

1zrazenost.

4.2.3. Statisticke metode

Podatci su prikazani tabli¢no i graficki. S obzirom na vrstu uzorka te semikvantitativni nacin
odredivanja izrazenosti proteina BORIS i MAGE-A10 u statisti¢koj analizi su koriSteni
neparametrijski testovi, dok su pojedine klinicke varijable (veli¢ina tumora, koncentracija
hemoglobina, MCV i ukupni proteini) s obzirom na ispitivane skupine prikazane kroz
aritmeticke sredine i standardne devijacije, a razlike su analizirane nezavisnim t-testom.
Zbog retrospektivnog karaktera istrazivanja dio se klini¢kih podataka bolesnika nije mogao
prikupiti te se posljedi¢no nije moglo dosec¢i predvidene brojeve za odredene kategorije,

narocito za biokemijska mjerenja koncentracije hemoglobina, MCV i ukupnih proteina.

Kategorijske varijable prikazane su kroz frekvencije i odgovarajuce udjele. Razlike u

izrazenosti BORIS i MAGE-A10 u epitelnim i stromalnim stanicama primarnog tumora u
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odnosu na stanice karcinoma koji je metastazirao su analizirane x> testom nakon
kategorizacije u skupine izrazenosti. Odgovaraju¢im koeficijentima korelacije (Spearmanov
koeficijent korelacije rho, te Kendallov Tau-b koeficijent) procijenjena je povezanost
izrazenosti BORIS i MAGE-A10 s tradicionalnim prognostickim ¢imbenicima (veli¢ina
tumora, TNM stadij, operacijski rubovi, vaskularna invazija, perineuralna invazija, status
limfnih ¢vorova, dob i spol bolesnika u trenutku postavljanja dijagnoze) te su za jake
koeficijente korelacije uzete vrijednosti vece od 0,6, a za srednje jake vrijednosti od 0,3 do
0,6. Sve P vrijednosti nize od 0,05 smatrane su statisti¢ki zna¢ajnima. U analizi je koriStena

programska podrska IBM SPSS Statistics verzija 23 (www.spss.com).
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5. REZULTATI

5.1. Klinic¢ke karakteristike karcinoma

Tablica 6 prikazuje razlike u osnovnim patohistoloskim karakteristikama izmedu dvije
skupine. U skupini karcinoma s metastazama biljezimo vise bolesnika mladih od 60 godina
nego u skupini bez metastaza (35,6% vs. 8,0%) Sto pokazuje tendenciju ka statistickoj
znacajnosti (P=0,052). Prosjecna dob bolesnika s metastazama je 64+11,2 godina, a kod
bolesnika bez metastaza prosje¢na dob je 68,9+10,5 godina u trenutku postavljanja
dijagnoze. lako je u istrazivanje ukljuceno dvostruko vise muskaraca nego Zena izmedu
skupina tumora s i bez metastaza nema statisticki znacajne razlike u spolu (P=0,805).
Karcinomi s lokalizacijom u lijevom kolonu (sigma i rektum) ¢e$¢e su blazeg klinickog
tijeka bez metastaza prilikom postavljanja dijagnoze za razliku od karcinoma s metastazama
koji su ¢esée lokalizirani u desnom kolonu (cekum i uzlazni kolon) (P=0,032). Vidljivo je
da agresivnijem ponaSanju karcinoma s metastazama statisticki znacajno doprinosi
perivaskularna invazija (P=0,002) dok je perineuralna invazija takoder ¢es¢e kod tumora s

metastazama, ali bez statisticke znacajnosti (P=0,103).
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Tablica 6. Podatci o bolesnicima i patohistoloskim karakteristikama karcinoma kolona

ukljuéenih u istrazivanje (y* test)

Skupina karcinoma
Karakteristika Bez metastaza S metastazama P
N % N %
<60 9 8,0% 16 35,6%
Dobna skupina 0,052
>60 41 82,0% 29 64,5%
Sool Muski 31 62,0% 29 64,4% 0.805
0 . ,
P Zenski 19 38,0% 16 35,6%
Cekum 3 6,0% 6 19,4%
Ascendens 2 4,0% 4 12,9%
Transversum 10 20,0% 2 6,5%
Lokacija tumora 0,032
Descendens 2 4,0% 0 0,0%
Sigma 12 24,0% 12 38,7%
Rektum 21 42,0% 7 22,6%
Ne 33 68,8% 8 40,0%
Tumor >45 mm 0,027
Da 15 31,3% 12 60,0%
Perivaskularna Ne 40 80,0% 8 42.1% 0.002
infiltracija Da 10 | 20,0% | 11 | 57.9% |
Perineuralna Ne 25 50,0% 5 27,8% 0.103
infiltracija Da 25 50,0% 13 722% |
0 48 96,0% 18 90,0%
Pozitivni rubovi 1 2 4,0% 1 5,0% 0,274
2 0 0,0% 1 5,0%
0 25 61,0%
Pozitivni rubovi -
. 1 12 29.3% | NA
jetra
2 4 9,8%

RO: kompletna resekcija bez histoloski rezidualnog tumora; R1: mikroskopski rezidualne

stanice na rubovima; R2: makroskopski rezidua tumora na rubovima
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Kljuéna razlika izmedu primarnih karcinoma bez i s metastazama je u histoloSkom gradusu

1 TNM stadiju (Tablica 7). Tako su karcinomi s metastazama statisticki znacajno viseg TNM

stadija nego karcinomi bez metastaza (P=0,001), a samim time i ¢eS¢e veci od 45 mm

(P=0,027), viseg gradusa s vise pozitivnih limfnih ¢vorova i proSirenom boles¢u na udaljene

organe (P<0,001).

Tablica 7. Prikaz razlike u distribuciji TNM stadija kod karcinoma kolona izmedu skupine

karcinoma bez i s metastazama ukljucenih u istrazivanje () test)

Skupina karcinoma
Bez metastaza S metastazama P
N % N %
1 5 10,0% 0 0,0%
2 18 36,0% 0 0,0%
T stadij 0,001
3 27 54,0% 19 90,5%
4 0 0,0% 2 9,5%
0 50 100,0% 0 0,0%
1 0 0,0% 6 28,6%
N stadij <0,001
2 0 0,0% 13 61,9%
3 0 0,0% 1 4,8%
0 50 100,0% 0 0,0%
M stadij <0,001
1 0 0,0% 45 100,0%
Nisu zahvaceni 50 100,0% 1 4,8%
Status limfnih ~ 1-3 zahvacena 0 0,0% 6 28,6%
<0,001
¢vorova 4-6 zahvacena 0 0,0% 10 47,6%
>7 zahvacenih 0 0,0% 4 19,0%
G2 48 98,0% 16 72,7%
Gradus 0,001
G3 1 2,0% 6 27,3%
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Prate¢i ostale klini¢ke i1 biokemijske parametre prikazane u Tablicama 8 1 9 primjetili smo
da je pojava anemije (P=0,036) i nizeg hemoglobina u krvi (P=0,016) kao i niza razina

ukupnih proteina (P=0,041) u statisticki znacajnoj korelaciji s pojavom metastatske bolesti.

Tablica 8. Razlike u koncentraciji hemoglobina, MCV i ukupnim proteinima izmedu

ispitivanih skupina (y test)

Skupina karcinoma
Bez metastaza S metastazama P
N % N %

Ne 15 31,3% 3 10,3%
Anemija 0,036

Da 33 68,8% 26 89,7%

Ne 39 81,3% 22 75,9%
Mikrocitoza 0,572

Da 9 18,8% 7 24,1%

Ne 5 16,1% 2 8,7%
Hipoproteinemija 0,421

Da 26 83,9% 21 91,3%

Tablica 9. Razlike u koncentraciji hemoglobina, MCV i ukupnim proteinima izmedu

ispitivanih skupina (nezavisni t-test)

Aritmeticka
Skupina N SD Min. | Max. t P
sredina

Bez metastaza 48 120,44 17,96 | 73,0 | 154,0 | 2,46 | 0,016

Hgb
& S metastazama 29 110,10 17,60 | 86,0 | 158,0

Bez metastaza 48 90,51 8,78 62,3 105,2 | 1,18 | 0,241
MCV

S metastazama 29 88,12 8,19 72,0 97,2

Bez metastaza 31 56,10 9,37 38,0 76,0 | 2,09 | 0,041
UP

S metastazama 24 51,03 8,27 34,6 71,0

Hgb — hemoglobin; MCV - ; UP — ukupni protein
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5.2. IzraZenost istrazivanih biljega

5.2.1. Protein BORIS

Slika 11. Imunohistokemijska izrazenost proteina BORIS u primarnom nemetastatskom
tumoru; primjer izrazenosti u epitelnoj komponenti tumora (umjereno citoplazmatsko
obojenje u vise od 50% tumorskih stanica) i niske izrazenosti u stromalnoj komponenti (blagi

intenzitet bojanja u manje od 10% stromalnih stanica) (x100).

Slika 12. Imunohistokemijska izrazenost proteina BORIS u primarnom metastatskom
tumoru; primjer visoke izrazenosti u epitelnoj komponenti tumora (jako citoplazmatsko

obojenje u vise od 50% tumorskih stanica) (x400)
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Slika 13. Imunohistokemijska izrazenost proteina BORIS u primarnom metastatskom
tumoru; negativna izraZzenost u stromalnoj komponenti (nema bojanja ili je vrlo blago u

manje od 10% stromalnih stanica) (x200).

Slika 14. Imunohistokemijska izrazenost proteina BORIS u metastatskom tumoru; primjer
visoke izrazenosti u epitelnoj komponenti tumora (jako citoplazmatsko obojenje u vise od

50% tumorskih stanica) (x200)
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Slika 15. Imunohistokemijska izraZzenost proteina BORIS u metastatskom tumoru; negativna
izrazenost u stromalnoj komponenti (nema bojanja ili je vrlo blago u manje od 10%

stromalnih stanica) (x100).

Ukupna imunohistokemijska izraZzenosti proteina BORIS u citoplazmi tumorskih stanica

(epitel) kao 1 u okolnoj tumorskoj stromi prikazana je na Slici 16.

Negativan
= Slabo
= Jako

Slika 16. Imunohistokemijska izrazenost proteina BORIS u epitelnim stanicama ukupnih

uzoraka primarnog karcinoma debelog crijeva (A) i okolnoj stromi (B)
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U uzorcima primarnih karcinoma bez metastaza protein BORIS je jako izrazen u gotovo
svim uzorcima (98%) te samo jedan uzorak pokazuje slabiju izrazenost BORIS u manje od
50% stanica, a niti jedan uzorak ne pokazuje potpuno negativan rezultat. Uzorci karcinoma
s metastazama takoder uglavnom pokazuju pozitivitet na BORIS (95,1%) te samo dva
uzorka pokazuju slabiju izraZzenost proteina, a niti jedna uzorak ne pokazuje potpuno
negativan rezultat. Vrlo sli¢an rezultat je zabiljeZen i kod jetrenih metastaza gdje smo kod
Cetiri uzorka utvrdili slabiju izrazenost proteina, a takoder niti jedan uzorka ne pokazuje
potpuno negativan rezultat. lako razlika izraZenosti BORIS medu istrazivanim skupinama
nije statisticki znacajna (Slika 11; y*>=2,84; P=0,202), a najveca razlika izrazenosti BORIS
uocena je izmedu primarnog tumora bez metastaza i jetrenih metastaza je x*=2,71:

P=0,0997) (Slika 17, obiljezeno *).

BORIS izrazenost u epitelu

100,00% *
90,00% !
80,00%
70,00%

=60,00%

§50,00%
40,00% Negativna
30,00% m Slaba
20,00% m Jaka
10,00% -

0,00% e -

Tumor bez metast. Tumor s metast. Jetrena metast.

Slika 17. Razlike imunohistokemijske izrazenosti BORIS-a u epitelu primarnog tumora

debeloga crijeva bez i s metastazama te u pripadaju¢im jetrenim metastazama
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Izrazenost proteina BORIS u tumorskoj stromi je nesSto slabija nego u stanicama tumora.
Stroma primarnih tumora pokazuje gotovo isti postotak umjerenog pozitiviteta u slucaju
tumora bez (44%) 1 tumora s metastazama (46,3%) dok je u tumorskoj stromi u metastazama
u jetri u velikoj veéini (82,5%) zabiljeZena slaba izrazenost (Slika 18) (x> =15,90; P<0,001).
Puno slabija izrazenost BORIS u stromi jetrenih metastaza je u statisticki znacajnoj
korelaciji s izrazenoS¢u BORIS u stromi primarnih karcinoma obje skupine, i onih bez
metastaza (y°=13,86; P<0,001) kao i onih s metastazama (y*=11,52; P<0,001) (Tablice 10 i

11).

BORIS izrazenost u stromi
100,0%
90,0%
80,0%
70,0%

* T
*

60,0% T
50,0% Negativna
40,0% m Slaba
30,0% m Jaka
20,0%
10,0%

0,0%

Tumor bez metast.  Tumor s metast. Jetrena metast.

Udio %

Slika 18. Razlike imunohistokemijske izrazenosti BORIS u stromi primarnog tumora
debeloga crijeva bez 1 s metastazama te u pripadajué¢im jetrenim metastazama (y-=15,90;

P<0,001). Znacajna razlika izrazenosti BORIS u stromi uo¢ena je izmedu jetrenih metastaza

i: *, primarnog tumora bez metastaza; T, tumora s metastazama.
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Izrazenost proteina BORIS ne pokazuje korelaciju s biokemijskim parametrima anemije,
Hgb, MCV, hipoproteinemije i ukupnih proteina. Jedino je u podskupini tumora s
metastazama uocena znacajna korelacija izraZzenosti BORIS u stromi jetrenih metastaza s

anemijom (Rho -0,554; P=0,002).
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Tablica 10. Epitelna i stromalna izrazenost BORIS u primarnom tumoru debeloga

crijeva/rektuma bez i s metastazama (y* test)

Skupina karcinoma

Bez metastaza S metastazama P

N % N %

Negativna 0 0,0% 0 0,0%

1 itel-
BORIS (epite Slaba 1 2,0% 2 4.9% | 0,447

izrazenost)
Jaka 49 98,0% 39 95,1%

Negativna 0 0,0% 0 0,0%

BORIS (stroma- Slaba 79 44,0% 19 46,3% 0,824

izrazenost)

Jaka 28 56,0% 22 53,7%

Tablica 11. Izrazenost BORIS u epitelu i stromi primarnog tumora debeloga crijeva/rektuma

i pripadaju¢im jetrenim metastazama () test)

Skupina
S metastazama | Jetrene metastaze P
N % N %

Negativna 0 0,0% 0 0
BORIS (epitel-

Slaba 2 4,9% 4 10,0% 0,379
izrazenost)

Jaka 39 95,1% 36 90,0%

Negativna 0 0,0% 0 0,0%
BORIS (stroma- g1.1q 19 | 463% | 33 | 825% | <01
izrazenost)

Jaka 22 53,7% 7 17,5%
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Tablica 12. Odnos izraZenosti proteina BORIS u epitelu i stromi primarnih karcinoma
debelog crijeva u ukupnom istrazivanom uzorku s klinicko-patoloskim karakteristikama

(N=91) (Analiza Spearmanove korelacije)

BORIS BORIS
epitel stroma
Rho 0,127 0,202
Dob P 0,231 0,068
N 91 91
Rho - 0,144 -0,115
Veli¢ina tumora P 0,248 0,360
N 66 66
Rho 0,140 -0,101
Lokacija tumora P 0,224 0,385
N 77 77
Rho -0,018 -0,189
Perivaskularna infiltracija P 0,881 0,926
N 68 68
Rho -0,049 -0,329
Perineuralna infiltracija P 0,688 0,007
N 67 67
Rho 0,054 0,025
Pozitivni rubovi P 0,664 0,884
N 68 68
Rho -0,117 -0,141
Pozitivni rubovi - jetra P 0,481 0,397
N 38 38
Rho -0,082 -0,023
M stadij P 0,449 0,825
N 91 91
Rho -0,117 -0,067
Status limfnih ¢vorova P 0,159 0,583
N 69 69
Rho -0,125 0,063
Gradus P 0,035 0,606
N 69 69
Rho 0,015 0,076
Spol P 0,885 0,476
N 91 91
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Analizom korelacija smo utvrdili da je slabija izrazenost proteina BORIS ¢es¢a kod tumora
viSeg gradusa, $to je i statisticki znacajno (P=0,035) (Tablica 12). U ukupnoj istrazivanoj
skupini samo sedam karcinoma pokazuje histoloski gradus 3, od kojih ¢etiri uzorka pokazuju
umjereni intezitet obojenja BORIS. lako nije utvrdena statisticki znaCajna razlika, nasi
rezultati su pokazali da je izrazenost BORIS u negativnoj korelaciji s ostalim
patohistoloSkim karakteristikama koji upucuju na agresivniju biologiju karcinoma (veli¢ina

tumora, status limfnih ¢vorova, M stadjij).

Izrazenost proteina BORIS u stromi tumora pokazuje statisticki znacajnu negativnu
korelaciju s perineuralnom invazijom (Tablica 12). U skupini tumora bez perineuralne
infiltracije 66,6% tumora ima jako izrazen BORIS dok u skupini tumora s perineuralnom
infiltracijom 45,9% ima jako izrazen BORIS (P=0,007). IzraZzenost proteina BORIS
pokazuje tendenciju ka statisti¢ki znacajnoj korelaciji s dobi bolesnika (P=0,068). Bolesnici
s jace izrazenim BORIS su stariji od bolesnika sa slabije izrazenim BORIS u stromi tumora
(medijan 70 vs. 66 godina). Izrazenost BORIS u stromi nije u korelaciji s ostalim

patohistoloSkim karaketristikama.

Promatraju¢i izraZenost proteina BORIS samo u skupini metastatskih karcinoma i u
pripadaju¢im jetrenim metastazama opazamo korelaciju s gradusom i kod epitelne i
stromalne izrazenosti, ali sa suprotnim predznakom (Tablica 13). Slabija epitelna izrazenost
BORIS u znacajnoj je korelaciji i s perivaskularnom infiltracijom (P=0,033), a pokazuje i
tendenciju ka znacajnoj korelaciji s visim T stadijem (P=0,069) i pozitivnim statusom
limfnih ¢vorova (P=0,094). Slabija izraZzenost stromalnog BORIS unutar jetrenih metastaza

u koreaciji je s pozitivnim statusom limfnih ¢vorova (P=0,031).
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Tablica 13. Korelacija imunohistokemijske izrazenosti epitelnog i stromalnog proteina
BORIS u jetrenim metastazama s klinicko-patoloskim karakteristikama pripadajuceg

primarnog karcinoma debeloga crijeva (N=40) (Analiza Spearmanove korelacije)

BORIS BORIS
epitel stroma
jetrene metastaze | jetrene metastaze
Rho 0,198 -0,251
Dob P 0,219 0,118
N 40 40
Rho -0,411 -0,115
Veli¢ina tumora P 0,101 0,360
N 17 17
Rho 0,121 -0,300
Lokacija tumora P 0,537 0,241
N 28 28
Rho - 0,533 -0,097
Perivaskularna infiltracija P 0,033 0,919
N 16 16
Rho -0,161 -0,206
Perineuralna infiltracija P 0,566 0,459
N 15 15
Rho 0,133 0,168
Pozitivni rubovi P 0,611 0,517
N 17 17
Rho -0,228 -0,079
Pozitivni rubovi - jetra P 0,173 0,639
N 37 37
Rho -0,437 0,236
T stadij P 0,069 0,345
N 18 18
Rho -0,406 -0,507
Status limfnih ¢vorova P 0,094 0,031
N 18 18
Rho -0,664 0,683
Gradus P 0,002 0,002
N 19 19
Rho 0,086 0,085
Spol P 0,597 0,602
N 40 40
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5.2.2. Protein MAGE-A10

U ukupnom uzorku, 7,7% tumora ne pokazuje imunohistokemijsku reakciju na MAGE-A10
dok 64,8% tumora pokazuje slabu izrazenost, a tek 27,5% pokazuje jaku reakciju. Uzorci
primarnih karcinoma bez metastaza pokazuju jaku izrazenost proteina MAGE-A10 u 22%,
slabu reakciju u 64% uzoraka dok 14% uzoraka ne pokazuje obojenje. U uzorcima
karcinoma s metastazama 34,2% tumora pokazuje jaku izrazenost dok ostali pokazuju slabu
reakciju, a niti jedan nije potpuno negativan. Uzorci jetrenih metastaza pokazuju najvisi

postotak jako izraZzenog proteina (52,5%) iako je jedan uzorak potpuno negativan.

Slika 19. Imunohistokemijska izraZzenost proteina MAGE-A10 u primarnom
nemetastatskom tumoru; primjer niske izrazenosti u epitelnoj komponenti tumora (umjereno
citoplazmatsko obojenje u do 50% tumorskih stanica) i odsutnost izraZenosti u stromalnoj

komponenti (x200).
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Slika 20. Imunohistokemijska izraZzenost proteina MAGE-A10 u primarnom metastatskom
tumoru; primjer umjerene do visoke izraZenosti u epitelnoj komponenti tumora (umjereno
do jako citoplazmatsko obojenje u vise od 50% tumorskih stanica), a u stromalnoj

komponenti blaga izrazenost (nema bojanja ili je vrlo blago u manje od 10% stromalnih

stanica) (x200).

Slika 21. Imunohistokemijska izrazenost proteina MAGE-A10 u metastatskom tumoru;
primjer niske izraZenosti u epitelnoj komponenti tumora (blago citoplazmatsko obojenje u
vise od 50% tumorskih stanica) i negativna reakcija u stromi (x200).
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Negativan
= Slabo
= Jako

Slika 22. Imunohistokemijska izrazenost proteina MAGE-A10 u epitelnim stanicama

ukupnih uzoraka primarnog karcinoma debelog crijeva (A) i okolnoj stromi (B)

Imunohistokemijska izrazenost proteina MAGE-A10 u citoplazmi tumorskih stanica (epitel)
kao i u okolnoj tumorskoj stromi prikazana je na Slici 22. Razlika izraZenosti epitelnog
MAGE-A10 medu istrazivanim skupinama je statisticki znacajna (Slika 23; y= =13,8;
P=0,008), a najveca razlika uocena je izmedu izrazenosti MAGE-A10 u primarnom tumoru
bez metastaza u odnosu na izraZzenost u jetrenim metastazama (y-=10,56: P=0,005). Razlika
u izrazenosti proteina MAGE-A10 izmedu karcinoma bez i s metastazama pokazuje

tendenciju ka statistickoj znacajnosti (P=0,099) (Tablice 14 1 15).

Skupina tumora s perineuralnom invazijom pokazuje jaku reakciju MAGE-A10 u 34,2%
primarnih karcinoma, za razliku od 13,3% pozitivnih bez perineuralne invazije. Takoder
karcinomi s pozitivnim limfnim ¢vorovima izrazavaju MAGE-A10 u 35,3% slucajeva

(Tablica 16).
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Slika 23. Razlike imunohistokemijske izrazenosti epitelnog MAGE-A10 u primarnom

tumoru debeloga crijeva bez i s metastazama te u pripadajué¢im jetrenim metastazama.

* najveca razlika MAGE-A10 uocena je izmedu primarnog tumora bez metastaza i jetrenih

metastaza (x*=10,56: P=0,005)

Ukupna izrazenost MAGE-A10 u stromi je slaba jer 33% uzoraka pokazuje potpuni
negativitet u stromi, a ostali uzorci pokazuju uglavnom slabu reakciju u manje od 10%
stanica. Stroma primarnih tumora bez metastaza pokazuje 38% potpuno negativnih, a tumori
s metastazama pokazuju 26,8% MAGE-A10 negativnih dok jetrene metastaze pokazuju
negativitet na MAGE-A10 u 42,5% slucajeva. Puno slabija izrazenost MAGE-A10 u stromi
jetrenih metastaza nije u statisticki znacajnoj korelaciji s izrazenos¢u MAGE-A10 u stromi
primarnih karcinoma obje skupine, i onih bez metastaza (x*=0,187; P=0,259) kao i onih s

metastazama (y?>=2,19; P=0,138).
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MAGE-A10 izrazenost u stromi
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Slika 24. Razlike imunohistokemijske izrazenosti stromalnog MAGE-A10 u primarnom
tumoru debeloga crijeva bez i s metastazama te u pripadaju¢im jetrenim metastazama ()

—2,32; P=0,313)

78



Tablica 14. Znacajnosti razlike epitelne i stromalne izrazenosti MAGE-A10 u primarnom

tumoru debeloga crijeva/rektuma bez i s metastazama () test)

Skupina karcinoma

Bez metastaza S metastazama P
N % N %
Negativna 7 14% 0 0,0
MAGE-A1
G 0 Slaba 32 64% 27 65,8% 0,099
(epitel izrazenost)
Jaka 11 22% 14 34,2%

Negativna 19 47,5% 11 26,8%

MAGE-A10 (stroma Slaba 31 52,5% 30 73,2% 0,259

izrazenost)
Jaka 0 0,0% 0 0,0%

Tablica 15. Znacajnosti razlike epitelne i stromalne izrazenosti MAGE-A10 u primarnom

tumoru debeloga crijeva/rektuma i pripadaju¢im jetrenim metastazama (2 test)

Skupina karcinoma
S metastazama Jetrene P
metastaze
N % N %
Negativna 0 0,0% 1 2,5%
MAGE-A10
Slaba 27 65,8% 18 45% 0,079
(epitel izrazenost)
Jaka 14 34,2% 21 52,5%
MAGE-A10 Negativna 11 26,8% 17 0,0%
(stroma Slaba 30 73,2% 23 82,5% 0,138
izrazenost) Jaka 0 0,0% 0 17,5%
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Analizom korelacija utvrdili smo da jaca izraZzenost proteina MAGE-A10 u ukupnom uzorku
stanica primarnog tumora korelira s pojavom perineuralne infiltracije (P=0,031), te pojavom
udaljenih metastaza (M stadij bolesti) te pokazuje tendenciju ka statisticki znacajnoj
korelaciji sa statusom pozitivnih limfnih ¢vorova (P=0,072) (Tablica 15). Takoder, jaca
izrazenost epitelnog MAGE-A10 zabiljeZena je kod bolesnica, $to je i statisticki znac¢ajno

(P=0,014) (Slika 25).

Negativan
= Slabo
= Jako

Slika 25. Razlika izraZenosti epitelnog MAGE-A10 medu spolovima. M- muski; Z- Zenski

(P=0,014).

IzraZenost proteina MAGE-A10 u epitelu jetrenih metastaza statisticki znacajno korelira s
dobi bolesnika. Bolesnici koji imaju jako izrazen epitelni MAGE-A10 u jetrenim
metastazama prosjecno su stariji od onih koji imaju slabije izrazen protein (median 70 vs. 62
godine). Slabija izrazenost epitelnog MAGE-A10 u jetrenim metastazama korelira s
pojavom perivaskularne infiltracije (P=0,041) te s pozitivnim resekcijskim rubovima u jetri

(P=0,019) (Tablica 17).
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Promatraju¢i stromalnu izrazenost MAGE-A10 u jetrenim metastazama uoc¢avamo
statisti¢ki znacajnu negativnu korelaciju s gradusom (P=0,002). Takoder je slabija izrazenost
stromalnog proteina u korelaciji s perivaskularnom infiltracijom (P=0,014) te pozitivnim
resekcijskim rubovima primarnog tumora (P=0,044), a pokazuje i tendenciju ka statisticki
znacajnoj korelaciji s pozitivnim resekcijskim rubovima u jetri (P=0,058).

Izrazenost proteina MAGE-A10 ne pokazuje korelaciju s biokemijskim parametrima

anemije, Hgb, MCV, hipoproteinemije i ukupnim proteinima.
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Tablica 16. Povezanost izrazenosti proteina MAGE A10 u epitelu i stromi primarnih
karcinoma debelog crijeva u ukupnom istrazivanom uzorku s klinicko-patoloskim

karakteristikama (N=91) (Analiza Spearmanove korelacije)

MAGE MAGE
epitel stroma
Rho 0,101 0,096
Dob P 0,339 0,362
N 91 91
Rho -0,044 -0,052
Veli¢ina tumora P 0,722 0,673
N 66 66
Rho 0,133 -0,025
Lokacija tumora P 0,247 0,823
N 77 77
Rho 0,161 -0,043
Perivaskularna infiltracija P 0,187 0,725
N 68 68
Rho 0,264 0,007
Perineuralna infiltracija P 0,031 0,527
N 67 67
Rho -0,068 0,073
Pozitivni rubovi P 0,577 0,553
N 68 68
Rho -0,146 0,044
Pozitivni rubovi - jetra P 0,371 0,793
N 38 38
Rho 0,219 0,118
M stadij P 0,037 0,264
N 91 91
Rho 0,216 0,012
Status limfnih ¢vorova P 0,072 0,917
N 69 69
Rho 0,078 0,230
Gradus P 0,522 0,056
N 69 69
Rho 0,256 0,010
Spol P 0,014 0,924
N 91 91
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Tablica 17. Korelacija imunohistokemijske izrazenosti epitelnog i stromalnog proteina
MAGE A10 u jetrenim metastazama s klinicko-patoloskim karakteristikama pripadajuceg

primarnog karcinoma debeloga crijeva (N=40) (Analiza Spearmanove korelacije)

MAGE-A10 MAGE-A10
epitel stroma
jetrene metastaze | jetrene metastaze
Rho 0,347 0,203
Dob P 0,028 0,207
N 40 40
Rho 0,053 -0,115
Veli¢ina tumora P 0,840 0,360
N 17 17
Rho 0,141 -0,043
Lokacija tumora P 0,473 0,877
N 28 28
Rho - 0,516 -0,600
Perivaskularna infiltracija P 0,041 0,014
N 16 16
Rho -0,261 0,123
Perineuralna infiltracija P 0,345 0,662
N 15 15
Rho -0,292 -0,493
Pozitivni rubovi P 0,255 0,044
N 17 17
Rho -0,283 -0,315
Pozitivni rubovi - jetra P 0,019 0,058
N 17 17
Rho 0,057 -0,081
T stadij P 0,820 0,750
N 18 18
Rho -0,138 -0,152
Status limfnih ¢vorova P 0,583 0,547
N 18 18
Rho -0,318 -0,683
Gradus P 0,184 0,002
N 19 19
Rho -0,117 0,350
Spol P 0,467 0,141
N 40 40
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5.2.3. Korelacija istrazivanih proteina BORIS i MAGE-A10

Usporedba medusobnog odnosa izraZenosti dvaju istrazivanih proteina u epitelu i stromi
stanica primarnog karcinoma kolona te jetrenih metastaza prikazani su u Tablici 18.
Rezultati pokazuju da epitelna izrazenost BORIS i MAGE-A10 u stanicama primarnog
karcinoma nije u korelaciji (P=0,113). Medutim, jaka stromalna izrazenost BORIS je u
statistiCki znacajnoj korelaciji s jakom izrazenoss¢u epitelnog MAGE-A10 (P=0,001). Na
razini primarnog karcinoma bez i s metastazama nema statisticki znacajnih drugih korelacija
medu istrazivanim proteinima. Medutim, kada analiziramo stupanj obojenja BORIS preko
imunohistokemijskog indeksa obojenja (IIB) dobivamo statisticki znacajnu ovisnost
intenziteta obojenja stromalnog BORIS u jetrenim metastazama s povecanjem intenziteta

obojenja BORIS u stromi primarnog karcinoma (P=0,009).

Na razini izraZenosti proteina u jetrenim metastazama, jaca epitelna izrazenost MAGE-A10
je u statisticki znacajnoj korelaciji s jaCom izrazenoS¢u epitelnog BORIS u jetrenim
metastazama (P=0,009) i sa stromalnom izrazeno$s¢u BORIS u primarnom karcinomu
(P=0,048). Iako nije statisticki znacajno, u jetrenim metastazama stromalni MAGE-A10

pokazuje ovisnost o epitelnom (P=0,094).

Epitelna izrazenost MAGE-A10 nije u statisticki znacajnoj korelaciji s njegovom
stromalnom izraZzenos¢u, ali kada promatramo stupnjevanje jaCine obojenja preko IIB
umnoska, vidimo tendenciju ka statistiki znacajoj ovisnosti intenziteta obojenja u stromi s

povecanjem intenziteta obojenja u epitelu primarnog karcinoma (P=0,052).
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Tablica 18. Medusobne korelacije epitelne i stromalne izraZenosti istrazivanih proteina

BORIS i MAGE-A10 (Analiza Spearmanove korelacije)

BORIS | BORIS BORIS | BORIS MAGE- | MAGE-
o | jetra jetra Al10 Al10
epitelni | stromalni
epitelni | stromalni | epitelni | stromalni

MAGE- Rho | 0,167 0,333 0,182 0,069 0,204
A10

P 0,113 0,001 0,287 0,689 - 0,052*
epitelni

N 91 91 36 36 91
MAGE- Rho | 0,132 0,116 - 0,151 - 0,165 0,114
A10

P 0,211 0,271 0,381 0,335 0,280 -
stromalni

N 91 91 36 36 91
MAGE- Rho |-0,159 | 0,331 0,408 - 0,075 0,132 0,283
A10

P 0,351 0,048 0,009 0,645 0,443 0,094
Jetra

N 36 36 40 40 36 36
epitelni
MAGE- Rho | 0,188 0,161 -0,118 | 0,396 0,090 0,069
A10

P 0,269 0,345 0,468 0,011 0,599 0,687
Jetra

N 36 36 40 40 36 36
stromalni
BORIS Rho 0,080 0,041 0,083
epitelni P - 0,449 0,812 0,631 - -

N 91 36 36
BORIS Rho 0,013 0,429
Stromalni | P - - 0,937 0,009* - -

N 36 36
BORIS Rho 0,183 - 0,065
Jetra P - 0,283 0,687 - - -
stromalni | N 36 40

* statisticka korelacija na razini imunohistokemijskog indeksa bojenja (IIB)
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6. RASPRAVA

Karcinomi debelog crijeva u naSoj istrazivanoj skupini najcesée su smjesteni u njegovom
silaznom dijelu, u sigmi i rektumu. Prosje¢na dob bolesnika u trenutku postavljanja
dijagnoze je 67 godina s prosje¢nom veli¢inom tumora od 45 mm, a dvije tre¢ine bolesnika
su muskarci. Bolesnici s metastatskim karcinomima su c¢eS¢e mladi od 60 godina, s
karcinomima prosjec¢no ve¢im od 45 mm, Cesto s prisutnom perivaskularnom infiltracijom,
te nesto cesce lokalizirani u desnom kolonu (cekum i uzlazni kolon). Samim time metastatski
karcinomi su znacajno viSeg TNM stadija 1 histoloSkog gradusa nego nemetastatski. Kako
je sve gore navedeno u skladu s podatcima iz dostupne literatura zakljucujemo kako je

istrazivani uzorak bio reprezentativan.

6.1. BORIS u kolorektalnom karcinomu

U naSem istrazivanju zabiljezili smo jaku citoplazmatsku izraZenost proteina BORIS u
gotovo svim uzorcima kolorektalnih karcinoma (96,7%) dok je 3,3% uzoraka pokazivalo
slabiju, ali ne i negativnu izrazenost. Nismo detektirali nikakvu razliku u izrazenosti BORIS
u nemetastatskim (98%) i metastatskim primarnim karcinomima (95%). Cak je i u jetrenim
metastazama BORIS izrazen u visokom postotku (90%). Stoga mozemo pretpostaviti da
BORIS ima vaznu ulogu u onkogenoj transformaciji. Takoder smo uocili i umjerenu do jaku
izrazenost BORIS u tumorskoj stromi koju predstavlja tkivo koje je u bliskom kontaktu s

tumorskim stanicama i samim time ¢ini njegov mikrookoli$ i utjece na razvoj karcinoma.

Stariji radovi navode da BORIS nije izraZzen u somatskim stanicama dok je iz novije

literature vidljivo da normalna tkiva raznih organa pokazuju izrazenost mRNA ili proteina
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BORIS (133, 166). Doduse, izrazenost je znac¢ajno niza nego za CTCEF ili u testisima, paralog
proteina BORIS, koji je normalno izrazen u somatskim stanicama (166, 167). Novija
istrazivanja pokazuju i razli€iti stupanj izrazenosti BORIS u stani¢nim linijama i primarnim
karcinomima mnogih sijela, ukljucujuci i kolorektalne karcinome (130, 145, 166). Tako
stani¢ne linije primarnog kolorektalnog karcinoma HCT116 i Caco 2 jako izraZavaju
BORIS, dok ga stani¢ne linije agresivnije biologije HT29 (RAS mutacija) i Colo205 (linija
metastatskog karcinoma) izraZzavaju nesto slabije (168). Rezultati mnogih istrazivanja ovise
o odabranoj stani¢noj liniji, $to jasno pokazuje da i heterogenost tumora moze doprinjeti
nekonzistentnosti dosada$njih rezultata. BORIS nije specific¢an za kolorektalne karcinome.
Prema Lobanenkovu vise od 50% svih stani¢nih linija razliitih karcinoma pokazuje
prekomjernu izrazenost BORIS (169). Opcenito je do sada objavljeno kako se visoka
izrazenost BORIS proteina ili mRNA moze dokazati u stanicama karcinoma dojke (71-
92%), endometrija (77%), cerviksa (12%), prostate (90%), melanoma (27%), pluca (36%) i
karcinoma glave 1 vrata (44%) te da korelira s veli¢inom i diferencijacijom tumora (130,

133,165, 167, 168-171).

U naSim rezultatima primje¢ujemo da s progresijom karcinoma blago opada
imunohistokemijska izrazenost BORIS, S§to je jo§ viSe naglaseno u stromi. Jaca
citoplazmatska izrazenost proteina BORIS u primarnim kolorektalnim karcinomima, kao i u
jetrenim metastazama, zabiljeZena je kod nizeg histoloSkog gradusa, ali bez znacajne
korelacije s TNM. Takoder je slabija izrazenost BORIS u jetrenim metastazama u znacajnoj
korelaciji s pojavom perivaskularne tumorske infiltracije te pokazuje tendenciju ka znacajnoj
negativnoj korelaciji s dubljim prodorom primarnog karcinoma kroz stijenku crijeva (pT
stadij). Osim toga, iako nije statisticki znacajno, BORIS je u negativnoj korelaciji sa svim
patohistoloSkim karakteristikama koji upucuju na agresivnije ponasanje karcinoma. Ta

uocena negativna korelacija u nasem istrazivanju u suprotnosti je s do sada objavljenom

87



povezanos$¢u BORIS s visim gradusom i sa slabije diferenciranim karcinomima drugih sijela
(170). S obzirom da kolorektalni karcinomi u naSem istrazivanju nisu bili histoloSkog
gradusa I, to svakako moze biti jo§ jedan od razloga za visoki postotak pozitiviteta, a
odstupanja mogu nastati i zbog nedovoljno velikog uzorka. Jedino smo u radu Zhang i sur.
(145) pronasli slicnost s nasim rezultatima, jer su i oni utvrdili blagi pad izrazenosti
citoplazmatskog BORIS u viSim klini¢kim stadijima bolesti. Fang i sur. (174) su takoder
pokazali visoku izrazenost BORIS u CRC (engl. colorectal cancer), ali koja je u korelaciji s
N i M i visim klinickim stadijem bolesti te s losijim ukupnim trogodi$njim prezivljenjem.
Visoka izrazenost BORIS u hepatocelularnim karcinomima povezana je s veli¢inom tumora
(>5 cm), stadijem diferencijacije, satelitskim lezijama i pojavom recidiva (175, 176), a
Risinger i1 sur. (170) su pokazali tendenciju ka statisticki znacajnoj povezanosti jace
izrazenosti BORIS u karcinomima uterusa s viSim gradusom karcinoma. Veldzquez-
Hernandez i sur. (167) su istrazivali izrazenost mRNA BORIS u intraepitelnim plocastim
lezijama i cervikalnom karcinomu i utvrdili su progresivno jacu izrazenost BORIS u
cervikalnim karcinomima (37,5%) u odnosu na benigne lezije (6%). Kujundzi¢ i sur. (171)
pokazuju da plocasti karcinomi glave i vrata gradusa III pokazuju daleko jacu izraZenost

BORIS u odnosu na one gradusa I, sa znacajno lo$ijim petogodi$njim prezivljenjem.

Kao S$to smo naglasili tumorska stroma takoder pokazuje pozitivitet na BORIS iako upola
slabijeg intenziteta od izraZzenosti u karcinomskim stanicama. Stroma jetrenih metastaza
pokazuje znacajno slabiju izrazenost od strome pripadaju¢eg primarnog karcinoma.
Zanimljivo je da imunohistokemijska izrazenost stromalnog BORIS znafajno negativno
korelira s perineuralnom tumorskom infiltracijom, dok stroma jetrenih metastaza pokazuje
negativnu korelaciju sa statusom limfnih ¢vorova, ali pozitivnu korelaciju s histoloskim
gradusom primarnog karcinoma. I drugi autori su utvrdili znacajno slabiju izrazenost BORIS

u okolnom tkivu nego u karcinomskim stanicama (145, 174, 176). Osim toga Soltanian i
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Dehghani (177) navode da tkiva poput masnog tkiva, fibroblasta i perifernih limfocita, koji
inace Cine stromu, imaju izrazen BORIS. Medutim, znacaj izrazenosti BORIS u stromi je jos$
nedovoljno istrazen. Emon 1 sur. (178) navode kako stroma ima funkciju pohranjivanja
strukturnih komponenti, potom ima sekretorno/regulacijsku ulogu preko raznih citokina te
odrzava finu konfiguraciju tkiva. Medutim, ¢vrsta struktura se naruSava zbog medusobnog
djelovanja tumor-stroma. Tumorske stanice izlucuju razli¢ite faktore rasta i matriks
metaloproteinaze, koji aktiviraju fibroblaste i razgraduju ekstracelularni matriks. Aktivirani
fibroblasti izluCuju faktore kao IGF1, EGF, TGFp, VEGF IGF, KGF i druge koji poti¢u
stani¢ni rast 1 inhibiraju apoptozu. U ranoj fazi karcinogeneze TGFf koci rast dok u kasnijoj
fazi potice migraciju i metastaziranje, a visoke razine TGFf u stromi pokazatelj su loSeg
prezivljenja kod bolesnika s karcinomom kolona ili gusterace (178). Jedan od procesa
aktivacije TGFp moze i¢i i preko BORIS, kao §to su na stanicama melanoma pokazali
Janssen 1 sur. (140). To su potvrdili Sati i Zeiss Cije istraZivanje pokazuje da pojacana
ekspresija CTCFL gena aktivira TGFp u embrionalnim mati¢nim stanicama (121). Mozda
BORIS igra ulogu i u diferencijaciji tumor-povezanih fibroblasta (engl. cancer-associated

fibroblats, CAF) koji poti¢u tumorski rast i1 proliferaciju (128, 179).

U naSem istrazivanju dobivena negativna korelacija BORIS sa svim patohistoloskim
karakteristikama koje upucuju na agresivnije ponaSanje karcinoma navodi nas na zaklju¢ak
da su karcinomi bolje diferencirani kod jace citoplazmatske izrazenog proteina BORIS. U
prvom trenu vrlo iznenadujuca pretpostavka potvrdena je novijim istrazivanjima u kojima
autori navode pretpostavke o mogu¢im mehanizmima djelovanja BORIS na onkogenu
transformaciju. Kao prvo, moramo naglasiti da su saznanja iz literature jo$ uvijek vrlo
nejasna i dvojaka. Prema nekim istrazivanjima prekomjerna izrazenost funkcionalnog
proteina BORIS sprjecava daljnju proliferaciju karcinoma i metastatski potencijal te aktivira

apoptozu. Zbog toga u kasnijim fazama razvoja karcinoma dolazi do opadanja koncentracije
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proteina dok neki ¢ak navode da protein ima sposobnost samoregulacije §to moze utjecati na
njegovo opadanje izrazenosti. Ovakve tvrdnje bi mogle objasniti naSe rezultate. Tako
Janssen i sur. (140) objaSnjavaju da nakon pet do sedam dana od potaknute izrazenosti
BORIS dolazi do smanjenja proliferacije u kulturi stanica melanoma, djelomicno i zbog
potaknute apoptoze. Nakon toga cak i puno manja koli¢ina BORIS odrzava postignuti
ucinak. Suprotno njima, Smith i sur. (163) su na karcinomima glave i vrata pokazali
smanjenu vijabilnost stanica nakon utiSavanja CTCFL/BORIS gena. Medutim, istovremeno
oni upuc¢uju na moguénost da BORIS omogucava transkripciju gena ukljucenih u prelazak
stanica tumora iz proliferacije u invazivno stanje. Aktivacijom proteina BORIS utvrdili su
pojacanu transkripciju gena odgovornih za invazivnost (dediferencijacija maticnih stanica,
migracija 1 pokretljivost, mezenhimalna diferencijacija i EMT 1 dr.), a smanjenje
transkripcije gena odgovornih za proliferaciju (regulacija stani¢nog ciklusa i diobe, popravak
DNA i sl.). Stoga autori zakljucuju da BORIS ima ulogu prekidaca koji stanicu ,,prebacuje
iz stanja proliferacije u stanje invazivnosti.

Problem neujednacenosti rezultata iz literature znacajno ovisi o metodi detekcije BORIS
proteina ili mRNA. Tako vidimo da klinicki uzorci ¢es¢e imaju citoplazmatski pozitivitet
usporedujuci s kulturama stanica. Ako pogledamo rad Rosa-Garrido i sur. (142), koji su
imunofluorescencijom obojili tkivo i pokazali da je BORIS lokaliziran u nukleolima
(podrucja transkripcije ribosomalne RNA), centrosomima (do prometafaze) i podrucju
eukromatina (transkripcijski aktivan kromatin), doima se kako je tako fine strukture tesko
vidjeti klasiénom imunohistokemijskom metodom. Zhang i sur. (145) su skrenuli paznju na
znacaj citoplazmatske izraZzenosti BORIS u karcinomima. Utvrdili su da u veéini sluc¢ajeva
dolazi do poveéanog broja kopija CTCFL gena (amplifikacija), a rjede do mutacija unutar
istog gena koje utjeCu na funkcionalni poremecaj. IzraZzenost BORIS detektirana je u

razli¢itim kulturama stanica kolorektalnih karcinoma s ucestalijom izrazenos¢u BORIS u
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jezgrama, za razliku od ¢eS¢e citoplazmatske izrazenosti u klinickim uzorcima karcinoma
kolona, §to je slucaj i u naSem istrazivanju. Nakupljanje proteina BORIS u citoplazmi moZze
upucivati na amplifikaciju gena s ograni¢enom funkcionalno$c¢u, jer funkcionalno aktivan
protein mora biti vezan na promotorske regije gena, tj. u jezgri. To potvrduju i Zhang i sur.
(145) koji navode druge mehanizme djelovanja BORIS kada je lokaliziran u citoplazmi, gdje
potice apoptozu drugim mehanizmima, a ne indukcijom slobodnih kisikovih radikala (ROS).
Njihovo je istrazivanje pokazalo da je BORIS nuzan za prezivljenje stanica kolorektalnog
karcinoma, ali ne podjednako u svim kulturama stanica. Tako prema nekim autorima
prekomjerna izrazenost BORIS potice proliferaciju, a prema nekim inhibira proliferaciju
razlicitih stani¢nih linija, podjednako i linije karcinoma i normalnih stanica, a kod melanoma
cak povecava sposobnost migracije i metastaziranja (139, 140, 163, 174). Tiffen i sur. (139)
su jos pokazali da nakon UV inducirane apoptoze stani¢ne linije karcinoma dojke, kolona 1
leukemije puno bolje prezivljavaju kada je BORIS izrazen nego normalne stani¢ne linije. S
druge strane njihov rad je pokazao da u in vivo uvjetima inducirana prekomjerna izrazenost
BORIS (primjenom cjepiva u podruc¢je tumora) uzrokuje smanjenje tumora u miseva koji
nose karcinom dojke (MCF-7). Takoder, Woloszynska-Read 1 sur. (180) pokazuju pojacanu
izrazenost CTCFL/BORIS gena, kao i smanjenu metilaciju njegove promotorske regije u
epitelnim karcinomima jajnika. Rosa-Garrido i sur. (142) su detektirali nakupljanja stanica
u S 1 G2/M fazi u slucaju prekomjerno izrazenog BORIS, neovisno o brzini stani¢nog ciklusa
i proliferaciji. Oc¢igledno je niska koncentracija proteina BORIS potrebna za funkciju
stanica, a kod poremecaja stani¢nog ciklusa dolazi do njegovog patoloskog nakupljanja u
citoplazmi.

Patoloska izrazenost BORIS moze biti regulatorni mehanizam kojim stanica pokusava
zaustaviti stani¢ni ciklus u S fazi i popraviti svoja ostecenja, kako bi izbjegla stani¢nu smrt,

odnosno da ode u programiranu stani¢nu smrt ukoliko su oste¢enja nepopravljiva/prevelika.
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Iz literature je jasno vidljivo da izrazenost BORIS nije specifi¢na za kolorektalne karcinome,
a za bolje razumijevanje mehanizama molekularne regulacije potrebno je vise istraZivanja
na klini¢kim uzorcima. Dosada$nja saznanja idu u dva smjera. Cini se da BORIS aktiviran
u stanicama koje ga inaCe ne izrazavaju pojacava apoptozu i smanjuje proliferaciju, ali kod
onih stranica koje ve¢ izrazavaju BORIS dolazi do poticanja agresivnijeg ponaSanje
karcinoma. Jo§ uvijek ima premalo podataka o tome da li BORIS uzrokuje izdvajanje
klonalne populacije koja je izbjegla apoptozu, te dobila metastatski potencijal. S obzirom da
smo iz istrazivanja na stani¢nim linijama vidjeli neki vremenski slijed funkcije BORIS jasno
je da u klini¢kim uzorcima imamo problem velike heterogenosti karcinoma. Za sada je jos$
uvijek nepoznato da li je amplifikacija CTCFL/BORIS gena rani dogadaj ili nastaje kao

posljedica mutacija u drugim genima (npr. 7P53).

Kao i drugi autori i mi mozemo primjetiti da BORIS ima terapijski potencijal, s obzirom da
blokiranje djelovanja BORIS ne bi trebalo imati ozbiljnih u¢inaka na zdrave stanice koje ga
ne izrazavaju u veéim koncentracijama. Izrazenost BORIS proteina nije specifi¢na za
karcinom pa se ve¢ pokusavaju razviti cjepiva na BORIS koja vrlo brzo reduciraju veli¢inu
tumora. Neki autori navode da izrazenost BORIS moze biti pokazatelj osjetljivosti na
radioterapiju i 5-FU, odnosno da je utiSavanjem BORIS doslo do boljeg ucinka 5-FU i
smanjenja rasta tumora (145). Ovo je posebno znacajno u lije¢enju kolorektalnih karcinoma

jer je protein najjace izrazen u karcinomima sigme i rektuma (145, 174).
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6.2. MAGE-A10 u kolorektalnom karcinomu

U nasem istrazivanju oko dvije tre¢ine od ukupnog broja uzoraka (64,8%) pokazuje slabu
do umjerenu imunohistokemijsku izrazenost MAGE-A10 u stanicama kolorektalnog
karcinoma, dok tek 27,5% pokazuje jaku reakciju. Stanice nemetastatskih primarnih
karcinoma pokazuju jaku izrazenost u svega 22% s tim da 14% karcinoma ne pokazuje
nikakav pozitivitet. Za razliku od njih, metastatski karcinomi pokazuju jaku izrazenost u oko
35% dok jetrene metastaze pokazuju statistiCki znacajno najjacu izrazenost MAGE-A10
(52,5%). Jaca izrazenost MAGE-A10 u primarnim kolorektalnim karcinomima pokazuje
znacajnu korelaciju s pojavom perineuralne invazije, te metastatskim statusom i tendenciju
ka znacajnoj korelaciji s pozitivnim llimfnim ¢vorovima. MozZemo zakljuciti da izraZzenost
MAGE-A10 korelira s metastatskom progresijom bolesti. Osim toga, nasi rezultati pokazuju
statistiCki znacajno jacu izrazenost MAGE-A10 kod bolesnica (41,2% vs. 19,3%). Unato¢
o¢ekivanjima MAGE-A10 izraZenost nije u znacajnoj korelaciji s veli¢inom tumora,
histoloSkim gradusom niti njegovom lokacijom. U jetrenim metastazama MAGE-A10 je
jace izrazen kod starijih bolesnika, te kod karcinoma bez perivaskularne infiltracije, a osim

toga se manifestiraju i kroz ostatnu bolest na rubovima cirkumferencije u jetri.

Kao $to smo ve¢ u uvodu napomenuli MAGE obitelj ima veliki broj ¢lanova s razli¢itim
funkcijama, no unato¢ brojnim istrazivanjima njihova uloga jos uvijek nije razjasnjena (181).
U vedini istrazivanja pokazana je slina povezanost jace izrazenosti MAGE-A gena u
stanicama razli¢itih karcinoma s nizim stupnjem diferenciranosti, ve¢im metastatskim
potencijalom, lo$ijim odgovorom na lije¢enje kao i s losijim klinickim ishodom bolesnika u
brojnim karcinomima (146, 151, 158, 179-184). Chung i sur. (154) su pokazali kako su
ekspresiju gena MAGE-A2 (87%), -A7 (83%), -A8 (75%), -A12 (71%), -B2 (75%), -B3

(79%), -D2 (75%), -F1 (79%), i -H1 (70%) u kolorektalnim karcinomima. MAGE-B3
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ekspresija gena znacajno je korelirala s veli¢inom tumora, pozitivnim limfnim ¢vorovima i
klini¢kim stadijem bolesti, a ekspresija MAGE-D2 i-H1 gena je znafajno korelirala s
veli¢inom 1 dubinom prodora tumora. Vec€ina starijih radova utvrdila je izrazenost barem
jednog od MAGE-A clanova na razini mRNA (-Al, -A2, -A3, -A4 i -A6) vrlo Cesto i1
istovremenu izrazenost viSe ¢lanova, u bolesnika s kolorektalnim karcinomom, ali ne i u
normalnom tkivu sluznice kolona (155, 185-188). Ucestalost metastaza u jetru je bila
znacajno visa u slucajevima karcinoma koji su bili pozitivni na MAGE-A3 bez znacajne
korelacije s drugim patohistoloskim parametrima. Ono $to je znacajno je da je u u nekim
radovima zabiljezena jaca izrazenost MAGE-A kod starijih bolesnika i Zena, naj¢es¢e -A2 i
-A3, iako bez statisticke znacajnosti. Zanimljiv rad Gu i sur. (192) pokazuje da mRNA
MAGE-A1-6 nije lako razlikovati zbog velike sli¢nosti u sekvenci, a -A2 je najcesce izrazen.
Njihov rad pokazuje da detekcija ovih MAGE ¢lanova u krvi bolesnika s karcinomom pluca
ima loSu prognozu. Znacajno veca izrazenost istrazivanih MAGE-A c¢lanova javlja se u
bolesnika s pozitivnim limfnim ¢vorovima, prisutnim metastazama te losijim klinickim
stadijem bolesti i petogodisnjim prezivljenjem uz HR=9,07. Ipak, Park i sur. (193) u42.1%
kolorektalnih karcinoma su prikazali barem jedan izrazen MAGE A-1 do -6 bez jasne
povezanosti s dobi, spolom, histolo§kim stupnjem, dubinom invazije, metastazama u limfne
¢vorove, krvozilnom, neuralnom ili perineuralnom invazijom. Nadalje su Zeng i sur. (194)
utvrdili kako je izraZzenost MAGE-D1 bila znafajno smanjena u tkivu kolorektalnog
karcinoma u usporedbi s okolnim tumorskim tkivom, a ujedno je bila znacajno povezana sa
stadijem tumora, TNM stadijem i patoloSkom diferencijacijom dok su Zhang i sur. (195)
izvijestili krac¢e ukupno prezivljenje bolesnika s visoko izrazenenim MAGE-D4. Potpuno
suprotno, Alves i sur. (196) na 41 bolesniku s primarnim kolorektalnim karcinomom i na 14
metastatskih lezija jetre su pokazali nisku ucestalost izrazenosti MAGE antigena bez

pojacane izrazenosti u metastatskim tumorima.
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Unato¢ dosadasnjim saznanjima o funkciji pojedinih MAGE-A ¢lanova, te njihove uloge u
razgradnji p53, aktivaciji ERK signalnog puta, te aktivnosti ubikvitin ligaze, funkcija
MAGE-A10 jos uvijek je nepoznata (197). MAGE-A10 je jedan od slabije istrazivanih
¢lanova i tek novija istrazivanja pokusavaju razjasniti ulogu ovog proteina. Prema Schultz-
Thater i sur. (182) MAGE-A10 nije izrazen u zdravom tkivu, osim pozitiviteta detektiranog
u slucaju blage displazije/adenoma kolona i u benignim tumorima s potencijalom maligne
transformacije kao Sto su paragangliom te mijeSani tumor Zlijezde slinovnice. Oni takoder
navode pozitivan MAGE-A10 u 11,6% od 1851 analiziranih tipova karcinoma i to najvise u
melanomima, bazaliomima te karcinomima plu¢a, mokra¢nog mjehura, zeluca, kolona,
jajnika, endometrija i dojke. Svi analizirani karcinomi pokazuju pozitivitet MAGE-A10 od
3% do 40%, Sto odgovara i naSem rezultatu u primarnom kolorektalnom karcinomu. U
njihovom radu je zanimljivo i to da je MAGE-A10 slabije izrazen u seminomu (32%) nego
u normalnom tkivu testisa (77%). U radu Badovinac-Crnjevié i sur. (158) MAGE-A10 je
pozitivan u preko 80% trostruko negativnih karcinoma dojke (vrlo agresivan histoloski
podtip), s tim da u ukupnom uzorku karcinoma dojke nisu utvrdili povezanost izraZzenosti
MAGE-A10 s veli¢inom tumora, histoloskim gradusom, proliferacijom niti pozitivnim
statusom limfnih ¢vorova. Suzuki i sur. (198) pokazuju povezanost MAGE-A10 pozitiviteta
1 sposobnosti karcinoma Zeluca na metastaziranje u jetru dok karcinomi bez metastaza stadija
I, ne pokazuju nikakvu imunohistokemijsku reakciju MAGE-A10 niti njegovu mRNA. Isto
tako bolesnici s pozitivnim MAGE-A10 s jetrenim metastazama imaju ukupno petogodisnje
prezivljenje od 6%. Za razliku od njih Jia i sur. (199) su utvrdili da izrazenost MAGE-A10
mRNA u gotovo 4000 karcinoma dojke ima dobar prognostic¢ki zna¢aj s najnizim rizikom

od progresije bolesti od svih MAGE ¢lanova (HR 0,63; 0,56-0,71).

Jedan od znacajnijih novijih radova koji istrazuje funkciju MAGE-A10 je rad dos Santos

Mendonga i sur. (200). Oni takoder prikazuju jacu izrazenost MAGE-A10 u metastazama
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nego primarnom karcinomu plocastih stanica. U eksperimentu su pokazali da utiSavanjem
MAGE-A10 dolazi do povec¢anja razine E-kadherina i snizavanja razine N-kadherina i
vimentina. To bi moglo znaciti da povecena razina MAGE-A10 povecava migracijsku
sposobnost stanica. Taj mehanizam se koristi kod zacijeljivanja tkiva, ali u stanicama
karcinoma omogucava slabiju vezu medu stanicama, epitelno-mezenhimalnu tranziciju i
sposobnost metastaziranja. Oni takoder pretpostavljaju da MAGE-A10 ima ulogu u
strukturiranju citoskeleta. Osim toga, pradenje izrazenosti MAGE-A10 i BORIS u krvi
kolorektalnih bolesnika moga bi biti pokazatelj uspjeSnosti terapijskih postupaka, kao Sto je

to dokazano kod bolesnica s karcinomom dojke (162).

Nasi rezultati pokazuju, slabu, ali zanimljivu imunohistokemijsku izrazenost MAGE-A10 u
stromi, bez vecée razlike u izmedu nemetastatskih 1 metastatskih kolorektalnih karcinoma.
Ono §to je zanimljivo je grani¢na korelacija stromalnog MAGE-A10 s visim histoloskim
gradusom karcinoma (P=0,056). Takoder nam je stromalna izrazenost bila prisutna i u
jetrenim metastazama i to u znacajnoj negativnoj korelaciji s histoloskim gradusom
primarnog karcinoma i prisutnom perivaskularnom invazijom te pozitivnim resekcijskim
rubom u jetri. Da i je pozitivitet MAGE-A10 u tumorskoj stromi odraz imunoaktiviranih T

limfocita? Za sada o tome ne mozemo spekulirati, s obzirom da ne postoje sli¢ni radovi.

Rijetki radovi prate istovremenu izrazenost MAGE proteina u stanicama karcinoma i okolnoj
stromi. Jeon i sur. (156) su takoder potvrdili da okolna stroma pokazuje odredeni stupanj
MAGE-A pozitiviteta, dok normalna sluznica kolona ne pokazuje takvu reakciju, te
zakljucuju da su to moguce rasute i zaostale tumorske stanice. Rad Zhang i sur. (201)
povezuje losije prezivljenje bolesnika s karcinomom plu¢a u sluc¢aju ne samo visoke
izrazenosti MAGE-A9 u karcinomu ve¢ 1 u tumorskoj stromi. Takoder je dokazana
prisutnost MAGE-A4 i -A10 u vanstani¢nim vezikulama, $to bi mozda moglo objasniti

reakciju u stromi (202). Osim toga neki radovi navode korelaciju izrazenosti MAGE-A10 s
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pojavom tumor infiltriraju¢ih limfocita kod karcinoma dojke in situ (203). S obzirom da
karcinomi kolona ¢esto pokazuju limfocitnu infiltraciju moguce je da ti bolesnici imaju jacu
reakciju MAGE proteina u stromi. Svakako nam je sljedeci korak pratiti prezivljenje
bolesnika iz naSeg istraZivanja. Naravno, dokazano je da kod nekih bolesnika dolazi do
spontane produkcije citotoksi¢nih T limfocita imuniziranih na MAGE-A10 te su ti bolesnici
u remisiji (204). Osim toga, Ounap i sur. (205) su dokazali prosutnost anti-MAGE-A10
antitijela u serumu 16% bolesnika s melanomom, u korelaciji s ve¢im stadijem bolesti (stadij
II). Do sada ve¢ postoji nakoliko klinickih studija faze I, u kojima se primjenjuje terapija
vlastitim T limfocitima protiv tumora koji izrazavaju MAGE-A10 protein ili mRNA. Iz krvi
tih bolesnika se izoliraju T limfociti, podvrgnu genetskoj modifikaciji kako bi limfociti
prepoznali MAGE-A10 te se nakon kulture limfociti vrac¢aju u organizam bolesnika i ciljano

se vezu na stanice s izrazenim MAGE-A10 (206, 207).

Najzanimljiviji rezultata naSeg istraZivanja je jaca izrazenost MAGE-A10 u primarnim
karcinomima bolesnica. Jedno od zanimljivih istraZivanja zakljucuje da Zene koje su rodile
imaju viSe T reaktivnih limfocita koji ih Stite od razvoja karcinoma. Medu tim limfocitima
detektirali su i anti-MAGE-A3 tumor-vezujuce limfocite. S obzirom da je na$§ uzorak
relativno mali, ne moZemo sa sigurnos¢u tvrditi da je to dio razloga za ovakav rezultat.
Svakako je potrebno dodatno istraziti da li dio Zena oboljelih od kolorektalnog karcinoma
ima poviSenu razinu tumor-vezujuéih limfocita, jer bi one mozda imale dodatnu korist od

imunoterpije.

Kako je u uvodu navedeno BORIS regulira epigenetske promjene na DNA, ponajprije
demetilaciju utiSanih gena, posebice MAGE obitelji, a moguce i vlastitog promotora (130,
161, 163). S obzirom na navedenu funkciju BORIS u regulaciji transkripcije, apoptoze i
epigenetskih modifikacija ocekivali smo povezanost dva istraZivana biljega te smo pratili

korelaciju izraZzenosti MAGE-A10 i BORIS u kolorektalnim karcinomima. U jetrenim
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metastazama kolorektalnih karcinoma smo utvdili statistiCki znacajno povecanje izrazenosti
oba istrazivana proteina, za razliku od primarnih karcinoma gdje znacajne korelacije nema.
U jetrenim metastazama je utvrdena 1 znaCajno povecana izraZenost oba proteina u
tumorskoj stromi, dok je kod primarnih karcinoma utvrdena korelacija pojaane izraZenost

MAGE-A10 u tumoru s BORIS u stromi.

Istrazivanje Cuffel 1 sur. (208) je utvrdilo grani¢nu znacajnu korelaciju izraZzenosti MAGE-
A10 s BORIS u karcinomima glave i vrata. Cak je izraZenost MAGE-A 10 bila zabiljeZena i
u slucajevima negativnog BORIS, pa zakljucuju da ekspresija MAGE gena ne ovisi direktno
o BORIS. Aktivacija BORIS je zamije¢ena u 27% uzoraka melanomskog tkiva. Zanimljivo
je kako su mnogi uzorci melanoma prikazali ekspresiju MAGE-AT1 i drugih CG gena u
nedostatku aktivacije BORIS-a, pokazuju¢i kako BORIS nije obavezan ¢imbenik za
aktivaciju ovih gena u melanomu. Pojacana ekspresija BORIS u stani¢nim linijjama
melanoma nije dovela do ekspresije MAGE-A1, navode rezultati istrazivanja ovih autora
(164). Za razliku od njih, neki autori zakljucuju da BORIS uzrokuje demetilaciju promotora
MAGE-A1 1 —-A3 idirektno aktivira njihovu transkripciju (130, 161,209). Postoji moguénost
da demetilacija velikog broja gena dovodi do prekomjerne produkcije velikog broja proteina
koji funkcionalno ne moraju biti klju¢ni za procese proliferacije i metastatskog potencijala.
U naSem slu€aju imamo ceSCu citoplazmatsku nego nuklearnu izraZenost istraZivanih
biljega, Sto bi moglo i¢i u prilog toj Cinjenici. Medutim, novi rad Zhao i sur. (175) ukazuje
na kompleksnu regulaciju transkripcije CTA gena. Prema njihovim rezultatima MAGE-A1
u suradnji s CTCF inhibira BORIS. Pitanje je pojavljuje li se slican mehanizam djelovanja i
kod drugih MAGE ¢lanova. Osim toga medusobna regulacija CTA gena moZe i¢i 1 posredno

preko p53 1 drugih mehanizama koje je potrebno jos istraZziti.

Iz naSih rezultata vidimo da je BORIS jako izraZzen u kolorektalnim karcinomima S$to

svakako mozZe posluZiti za ciljanu terapiju, imunoterapiju ili cjepivo, s obzirom da su mnoga

98



istrazivanja dokazala negativan status BORIS u zdravim tkivima. Isto tako MAGE-A10
pokazuje znacajno jacu izraZenost u metastatskim lezijama kolorektalnog karcinoma Sto
takoder otvara mogucnost za brojne terapijske modalitete. Novija istraZzivanja pokazuju
prognosticki potencijal ovih biljega kao 1 moguc¢nost da nam posluze kao biljezi za pracenje
ishoda lijecenja ili ranu detekciju povrata bolesti. Daljnja istraZivanja u tom smjeru svakako

su potrebna, jer otvaraju put prema personaliziranoj medicini.
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7. ZAKLJUCCI

1. Primarni karcinomi debelog crijeva/rektuma (bez/s metastazama) kao 1 jetrene
metastaze imaju jaku izrazenost proteina BORIS (u vise od 90% svih stanica) koja je
u stanicama primarnog karcinoma u negativnoj korelaciji s histoloSkim gradusom, dok
je u jetrenim metastazama u negativnoj korelaciji s histoloSkim gradusom i
perivaskularnom invazijom.

2. Stroma primarnih karcinoma debelog crijeva pokazuje umjerenu izrazenost proteina
BORIS (slabiju kod karcinoma s perineuralnom invazijom), dok stroma jetrenih
metastaza pokazuje slabu izrazenost posebice kod karcinoma viSeg histoloskog
gradusa, i s pozitivnim limfnim ¢vorovima.

3. Primarni karcinomi debelog crijeva/rektuma (bez/s metastazama) pokazuju umjereno
izrazen protein MAGE-A10. Jaca imunohistokemijska izrazenost MAGE-A10 je
zabiljezena u jetrenim metastazama $to je u korelaciji s agresivnijom biologijom
karcinoma.

4.  Jacaizrazenost MAGE-A10 zabiljezena je kod primarnih karcinoma u osoba Zenskoga
spola, posebice s prisutnom perineuralnom invazijom i metastatskim statusom bolesti,
a pokazuje tendenciju korelacije s pozitivnim statusom limfnih ¢vorova

5. Jaca izrazenosti MAGE-A10 u stanicama jetrenih metastaza je u statisticki znacajnoj
korelaciji sa starijom dobi bolesnika, te u negativnoj korelaciji s perivaskularnom
invazijom i statusom resekcijskih rubova.

6. MAGE-A10 je slabo izraZen u stromi primarnih karcinoma i jetrenih metastaza, a jaca
stromalna izrazenost MAGE-A10 u jetrenim metastazama korelira s pozitivnim

resekcijskim rubovima.
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U primarnim karcinomima kolona pozitivna je korelacija izmedu epitelne MAGE-A10
i stromalne BORIS izrazenosti, ali epitelna izrazenost navedenih biljega nije u
korelaciji.

Epitelna izrazenost MAGE-A10 je u statisticki znacajnoj pozitivnoj korelaciji s
epitelnim BORIS u jetrenim metastazama i1 stromalnim BORIS u primarnom
karcinomu.

BORIS i MAGE-A10 pokazuju potencijal kao biljezi prognoze, pracenja ishoda

lije¢enja kao 1 rane detekcije povrata kolorektalnog karcinoma.
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8. KRATKI SADRZAJ

Rak debelog crijeva (engl. colorectal cancer, CRC) je rastu¢i problem u zapadnim
zemljama. Identifikacija novih biomarkera mogla bi poboljsati ranu dijagnostiku i uvesti
ciljanu terapiju kao klju¢ boljeg prezivljenja. Proteini BORIS i MAGE-A10 pripadaju
skupini cancer-testis antigena (CTA). Oba proteina imaju klju¢nu ulogu tijekom rane
embriogeneze dok u odraslom tkivu nisu izraZzeni. CTA proteini su detektirani i u razli¢itim
vrstama tumora, uklju¢uju¢i i CRC, ¢ime kao potencijalni biomarkeri mogu biti cilj
imunoterapije. Stoga smo proveli istrazivanje na 50 uzoraka nemetastatskih i 45 uzoraka
metastatskih CRC 1 pripadaju¢im jetrenim metastazama te smo metodom
imunohistokemijskog bojenja u stanicama karcinoma i okolnoj stromi odredili izrazenost
proteina BORIS i MAGE-A10. Neparametrijskim testom korelacija analizirali smo
korelacije izrazenosti oba proteina s patohistoloSkim i biokemijskim karakteristikama CRC,
uz granicu statisticke znacajnosti nizu od 0,05. Nasi rezultati pokazuju izrazenost BORIS u
visSe od 90% svih uzoraka CRC, dok je MAGE-A10 izrazen u 27,5%. MAGE-A10 je
znaajno jace izrazen u jetrenim metastazama (52,5%). Slabija izrazenost BORIS u
tumorskim stanicama korelira s vi§im gradusom tumora (P=0.035), dok izraZenost u jetrenim
metastazama korelira s gradusom (P=0,002) i perivaskularnom invazijom (P=0,033). Jaca
izrazenost MAGE-A10 znacajno korelira s perineuralnom infiltracijom (P=0,031), M
stadijem bolesti (P=0,037) i Zenskim spolom (P=0,014). MoZemo zakljuciti da jaka
izrazenost BORIS u CRC kao i znacajno jaCa izrazenost MAGE-A10 u metastatskim
lezijama kolorektalnog karcinoma mogu posluZziti za razvoj personaliziranih strategija
pristupa prognozi, koriStenja ciljane imunoterapije kao i razvoja cjepiva protiv raka.

Kljuéne rijeci: kolorektalni karcinom, cancer-testis antigeni, tumorska stroma, BORIS,
MAGE-A10, imunoterapija, cjepivo protiv kolorektalnog karcinoma

102



9. SUMMARY

Immunohistochemical expression of BORIS and MAGE-A10 in
metastatic and nonmetastatic colorectal cancer

Vedran Tomasi¢, Zagreb 2021

Identification of novel biomarkers for early detection, prognosis and targeted therapy could
lead to better survival of colorectal cancer (CRC). BORIS and MAGE-A10 are cancer-testis
antigens (CTA) which play a key role during early embryogenesis without expression in
adult tissue. CTA are also expressed in various human cancers, including CRC, making them
potential target for cancer immunotherapy. A study has been conducted on 50 non-
metastatic, and 45 metastatic CRC with liver metastases. BORIS and MAGE-A10 protein
expression were determined by immunohistochemical staining and associated with the
pathohistological and biochemical characteristics of CRC using a nonparametric correlation
assay, with P=.05. BORIS was expressed in more than 90% of all CRC samples. Weaker
expression of BORIS correlates with higher tumor grade (P=.035), while in liver metastases
it correlates with grade (P=.002) and perivascular invasion (P=.033). MAGE-AI10 is
expressed in 27.5% of CRC, and is significantly more pronounced in liver metastases
(52.5%). Stronger expression of MAGE-A10 correlates with perineural infiltration (P=.031),
M stage of the disease (P=.037) and female gender (P=.014). In conclusion strong expression
of BORIS in CRC and MAGE-A10 in CRC liver metastases may serve as development tools

for new treatment approaches such as targeted immunotherapy or cancer vaccine.

Key words: colorectal cancer, cancer-testis antigens, BORIS, MAGE-A10, biomarker,

immunotherapy, colorectal cancer vaccine
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