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1. UVOD

Rak debelog crijeva (kolorektalni karcinom) pokazuje podjednaku pojavnost u oba
spola. U muskoj populaciji, u Hrvatskoj, nalazi se na drugom mjestu po pojavnosti iza raka
plu¢a, a kod Zena iza raka dojke. Stope ucestalosti i smrtnosti od raka debelog crijeva su
u porastu u razvijenom svijetu, a isto tako i u Hrvatskoj. U viSe od 95% oboljelih histoloSki
se radi o adenokarcinomu, a rijetko se nalaze plo€asti rak u anorektalnom podrudju,
melanom, limfom i neuroendokrini tumori (1,2).

Brza i to¢na dijagnoza bolesti kljuéna je za moguénost odgovarajuceg lije€enja.
Razlikujemo dijagnosticke postupke kod ljudi sa simptomima raka debelog crijeva te ljudi
bez simptoma koji pripadaju rizi€noj skupini, bilo zbog obiteljske anamneze ili zbog dobne
skupine. U osoba koje imaju obiteljsku anamnezu raka debelog crijeva ili sindroma
obiteljskog karcinoma kolonoskopija je metoda izbora za otkrivanje tumora (3-7). Isto
vrijedi i za bolesnike s upalnom bolesti crijeva, bilo ulceroznim kolitisom ili Crohn-ovom
bolesti. Kod ovih bolesnika jedino kolonoskopija omoguc¢ava uzimanje uzoraka za
patohistoloSku analizu i otkrivanje prekursornih (premalignih) lezija sluznice debelog
crijeva (8-10). Vrijednost citoloSke dijagnostike u ovim stanjima za sada nije jasna (11-14).

Poznato je da je morfoloska progresija displazije slicna u upalnim bolestima
debelog crijeva (IBD) kao i u obi¢noj sluznici. Sluznica debelog crijeva zahvacena s IBD je
osjetljivija za nastanak karcinoma, a sam nastanak karcinoma je ubrzan, pa displazija
visokog stupnja u IBD ima vecu signifikantnost nego u sporadi¢nih adenoma ili u obicnoj
sluznici debelog crijeva (15-18). Ove spoznaje namecu pitanje daljnjeg tretmana
bolesnika s ulceroznim kolitisom uz displaziju visokog stupnja. Naime, takvi bolesnici
lijeCe se kolektomijom, dok u bolesnika s displazijom visokog stupnja u adenomu samo
odstranjenje adenoma predstavlja terapijski zahvat (17-19). Stoga je od iznimne
vrijednosti prepoznavanje displazije u patohistoloSkom nalazu obzirom na implikaciju
nalaza displazije visokog stupnja u ovih bolesnika. Na taj nacin mogu se sprijeciti brojni
nepotrebni zahvati za vec¢ odstranjenu neoplaziju kao i preporuciti procedura za bolesnika
koji se nalazi u visoko rizitnoj skupini za razvoj karcinoma. Dijagnostika premalignih
promjena u debelom crijevu ostaje i dalje teSka, zbog subjektivhosti metode nesto manje
kod adenoma debelog crijeva, a viSe kod procjene stupnja displazije u upalnim bolestima
debelog crijeva, zbog interferiranja promjena na epitelu uzrokovanih kroni€nom ili
kronicnom aktivnom upalom. Zbog toga procjena displazije epitela kod bolesnika s
upalnom bolesti debelog crijeva moZze biti vrlo nesigurna, osobito kod jako izrazene upale.
Te su lezije poznate kao «graniéne» ili «nesigurne». Cesto ova odluka korespondira s
klinickom odlukom o nacinu lije€enja, pa su ove promjene frustrirajuée za patologa i
kliniCara, koji traze nedvojbenu dijagnozu koja ¢e rezultirati odgovaraju¢im terapijskim

pristupom (20-22). Zato se stalno traga za novim markerima koji bi ukazali na progresiju



displazije iz niskog u visoki stupanj, ¢ime bi se izdvojila skupina visoko rizi€nih bolesnika
koji bi mogli biti adekvatno zbrinuti, a isto tako i odvojiti skupinu bolesnika koji imaju
vjerojatno displaziju upalne etiologije i ne zahtijevaju agresivni klini¢ki tretman, nego
CeSc¢e pracenje.

Graniéne lezije se nalaze u kategorijama reaktivno/reparativnin promjena
normalne sluznice u odnosu na neoplasti¢ne promjene genetski oStecene sluznice (rizik
za razvoj karcinoma), a osobito izmedu displazije visokog stupnja (premaligna lezija) i
raka (maligna lezija). Isto tako postoje grani¢ne lezije izmedu stupnja displazije (displazija
epitela visokog stupnja vs displazija niskog stupnja), te u razliitim stupnjevima
diferenciranosti raka (niski i visoki gradus) (23-27).

Prema podacima iz literature protoCna citometrija bi mogla posluziti kao dodatna
metoda u dokazivanju zlocudnih promjena u dvojbenim uzorcima. Navedena metoda
temeljena je na Cinjenici da maligne stanice imaju promijenjeni sadrzaj DNA koji se moze
kvantificirati (28-31). Relativna vrijednost sadrzaja DNA ispitivanih stanica dobiva se na
temelju odnosa rezultata ispitivanih i kontrolnih stanica (stanica s poznatim sadrzajem
DNA).

Razlikovanje displazije niskog od visokog stupnja se vecinom temelji na stupnju
citoloSkih promjena (na razini stanica). U displaziji visokog stupnja jaCe su izrazeni
hiperkromazija i pleomorfizam te stratifikacija jezgara s gubitkom polariteta. Jezgre se
mogu nadéi i u stanicama okrenutim prema lumenu kripata, a displazija je udruzena i s
vec¢im stupnjem poremecéaja arhitekture sluznice sa stvaranjem resica kao u viloznom
adenomu. U biopsijama s nedefiniranom displazijom nalaze se citoloSke promjene, ali
nedovoljnog stupnja za dijagnozu prave displazije. Nedefinirane promjene su obi¢no
udruzene s jakom upalnom reakcijom (aktivnha faza) i obi¢no predstavljaju reparaciju ili
regeneraciju epitela. Kriteriji su nesigurni sto zahtijeva ¢eSée pracenje bolesnika. Ne
postoje jasni dokazi da pracenje ovih bolesnika ima osobitu korist za bolesnika obzirom
da uklju€ivanje u program pracenja ne daje sigurnost da bolesnik neée razviti rak debelog
crijeva (17,25,27).

Odredivanje stupnja displazije moze u nekim slu¢ajevima biti problem za patologa,
osobito za one koji nemaju dugogodisSnje iskustvo u analizi ovakvih lezija, pa su greske u
interpretaciji moguce. Obzirom da veéina autora uzima displaziju kao neoplasti¢nu
promjenu, vjerojatno je da nikad nece nestati spontano. Stoga klini¢ari ne smiju imati lazni
osje€aj sigurnosti zbog negativhog nalaza na displaziju nakon $to je veé jednom u
pracenju postavljena dijagnoza displazije visokog stupnja. Najvjerojatnije se radi o greci
uzimanja materijala jer je poznato da displazija moze biti fokalna lezija. Neki bolesnici

imaju korist od pracenja jer se rak otkrije u ranom obliku.



Neki istrazivai su pokazali znacajnu korelaciju izmedu DNA aneuploidije i
displazije/karcinoma u Crohn-ovoj bolesti i UC (32,33). Tako je nadeno da 80-90%
invazivnih karcinoma i 50-80% displazija epitela visokog stupnja pokazuju DNA
aneuploidiju kod bolesnika s UC. Isto tako DNA-aneuploidija je nadena u 62,5% bolesnika
s kolorektalnim rakom uz Crohn-ovu bolest, u 25% slu€ajeva u sluznici koja okruzuje UC, i
u 50% bolesnika koji su bili u programu kolonoskopkog pracenja zbog Crohn-ove bolesti
prije nego su razvili karcinom debelog crijeva (32,33). Osim toga pokazano je da samo
6% bolesnika s nedefiniranom ili upalnom displazijom imaju aneuploidiju epitelnih stanica.
Iz vecine radova jasno je da analiza DNA protoCnom citometrijom moze biti korisna za
bolesnike s upalnom bolesti koji imaju displaziju epitela niskog stupnja uz diploidan nalaz
protoénom citometrijom, stoga se kod takvih bolesnika moZzZe donijeti odluka o pracenju u
duzim vremenskim intervalima. Kako se u ovoj kategoriji nalazi oko 90% bolesnika s
upalnom bolesti, to moze znaditi ustedu zbog produzenog pracéenja bolesnika. S druge
strane, kod bolesnika s upalnom bolesti crijeva kod kojih se nade aneuploidija epitelnih
stanica, moze se povecéati osjetljivost otkrivanja bolesnika visokog rizika za razvoj
karcinoma i omoguciti rano otkrivanje raka (33).

Ako se metoda DNA protoCne citometrije (ploidija uzorka, postotak stanica u S
fazi) kombiniraju s imunohistokemijskim bojanjem na topoizomerazu ll-a, za koju je
dokazano da se nalazi jace eksprimirana u zlo¢udnim stanicama (34,35,36), dodatno bi se
mogla povecati osjetljivost otkrivanja bolesnika visokog rizika za razvoj karcinoma kako u
skupini bolesnika s adenomatoznim promjenama, tako i u skupini bolesnika s upalnim
bolestima crijeva. Iskustva s odredivanjem topoizomeraze IlI-a u displaziji epitela sluznice
debelog crijeva bilo koje etiologije su iznimno mala.

Topoizomeraza ll-a je enzim koji sudjeluje u remodeliranju DNA u procesima
replikacije, transkripcije, rekombinacije i segregacije kromosoma tijekom diobe stanice. U
ljudi razlikujemo dvije izoforme topoizomeraze Il i to a i B koji su kodirani na kromosomu
17921-22 (a) i 3p24 (B). Ekspresija topoizomeraze lla vezana je uz S i G2/M fazu
staniénog ciklusa $to ju Cini korisnim proliferacijskim markerom (37). Visoka ekspresija
topoizomeraze |lI-a dokazana je u nekim neoplazmama agresivnog kliniCkog potencijala
kao $to su ne—Hodginski limfom, karcinom cerviksa, plu¢a i debelog crijeva. Osim Sto
topoizomeraza ll-a ukazuje na proliferaciju stanice ona predstavlja cilinu molekulu za
terapijski u€inak kemoterapije. Pokazano je da se tumorske stanice koje su osjetljive na

kemoterapiju nalaze u fazi proliferacije i imaju ekspresiju topoizomeraze IlI-a (36,37).



1.1.  Upalne bolesti crijeva

1.1.1. Definicija

Termin upalne bolesti crijeva (eng. inflammatory bowel disease, IBD) obuhvaéa
kroni¢ne idiopatske upalne bolesti probavnog sustava. Razlikujemo ulcerozni kolitis (UC),
Crohn-ovu bolest (CD) i nedeterminirani kolitis. Ulcerozni kolitis zahva¢a samo kolon,
Crohn-ova bolest moZe zahvatiti bilo koji dio probavnog sustava od usne Supljine do
anusa. Nedeterminirani kolitis, koji nalazimo u 10% bolesnika s upalnom bolesti crijeva,
karakteriziran je upalnim promjenama debelog crijeva koje se ne mogu svrstati ni u koji od
prije navedenih oblika upalnih bolesti crijeva (10,38,39).

Chron-ovu bolest opisao je prvi puta 1769.g. Morgagni kao ileokolitis u djelu: ,De
Sedibus et Causis Morbum®. Godine 1932.g. Crohn, Ginzburg i Oppenheimer opisali su
mlade bolesnike s upalom terminalnog dijela tankog crijeva, a bolest je nazvana regionalni
enteritis. lako je ve¢ 1923. godine opisan granulomatozni kolitis tek se pedesetih godina
dvadesetog stolje¢a prepoznaje da Crohn-ova bolest moze zahvatiti i debelo crijevo, a tek
1960.g. Crohn-ova bolest je definirana kao bolest ¢itavog probavnog sustava (Lockhart-
Mummery i Morson).

Ulcerozni kolitis prepoznat je kao entitet razliCit od bacilarne dizenterije veé
1859.g. (Samuel Wilks), a ve¢ 1909.g. Hawkons donosi opis bolesti i njenog prirodnog
tijeka.

Unato€ vrlo ranim poCecima prepoznavanja kliniCke slike i tijeka upalnih bolesti
crijeva jo$ je uvijek nejasna njihova etiologija te su to i dalje po definiciji kroni¢ne
idiopatske bolesti (10,38,39).

1.1.2. Epidemiologija

Upalne bolesti crijeva tradicionalno se smatraju bolestima ,zapadnog® svijeta.
NajviSa stopa incidencije biljezi se u Sjevernoj i Zapadnoj Europi te Sjevernoj Americi dok
su nize stope zabiliezene u Africi, Juznoj Americi i Aziji. Uestalije su u razvijenim
industrijaliziranim podrucjima §to ukazuje na urbanizaciju kao moguci rizi¢ni faktor za
razvoj bolesti. Velike su varijacije u svijetu u incidenciji ulceroznog kolitisa koja se kreée
od 0,5-24,5/10° stanovnika dok se za Crohn-ovu bolest vrijednosti kre¢u od 0,1-16/10°
stanovnika. Stope prevalencije za upalne bolesti crijeva doseZu broj od 396/10°
stanovnika Sirom svijeta (38-42).

Tijekom devedesetih godina dvadesetog stolje¢a Cinilo se da je incidencija
ulceroznog kolitisa dosegnula plato ili ¢ak pocela padati, dok je incidencija Crohn-ove
bolesti i dalje rasla u vecini europskih zemalja. Medutim noviji podaci govore u prilog
daljnjem porastu incidencije upalnih bolesti crijeva, barem u nekim zemljama sjeverne
Europe (41,42).



Rezultati prospektivnih studija o epidemilogiji ovih bolesti za podruc¢ja Istoéne
Europe, Juzne Amerike i Azije do nedavno nisu bili poznati. I1zuzetak je prospektivna
studija Vuceli¢a i suradnika provedena u Hrvatskoj u Zagrebu u vremenu od 1980-1989.
Studija je bila populacijska, uklju€ivala je bolnicke i izvanbolniCke bolesnike kao i izvje$c¢a
lijeénika obiteljske medicine. Studija je prikazala stopu incidencie UC od 1,5/10°
stanovnika i CD od 0,7/10° stanovnika. Prevalencija UC je bila 21,4/10° i CD 8,3/10° na
koncu 1989. godine.

Upalne bolesti crijeva pokazuju bimodalnu distribuciju. Bolest se naj¢esée
pojavljuje u dobnoj skupini od 20 do 40 godina sa sekundarnim povec¢anjem incidencije u
dobnoj skupini od 60 do 80 godina. Ulcerozni kolitis je nesto ucestaliji u muskaraca, a
Crohnova bolest u Zzena, medutim, obzirom da je poznat utjecaj pusenja na razvoj i tijek
upalnih bolesti crijeva, razlike u incidenciji medu spolovima treba korigirati s obzirom na
naviku pusenja (43-50).

Etni¢ke studije su pokazale da je upalna bolest crijeva ucestalija u bijelaca nego u

crnaca i orijentalnih rasa, incidencija je visa u Zidova nego u ne-Zidova u istoj regiji. (51)

1.1.3. Etiologija i patogeneza

Od prvog opisa upalnih bolesti crijeva do danas, predloZzene su brojne teorije
njihove etiopatogeneze. lako jo§ mnogo toga nije objasnjeno, danas se smatra da su
upalne bolesti crijeva rezultat neadekvatnog imunog odgovora u genetski prijemcive
osobe, potaknutog kompleksnom interakcijom okolisnih ¢imbenika, intraluminalne
mikrobiolodke flore i intestinalnog imunog sustava. Neadekvatni imuni odgovor vjerojatno
je podrzavan kako neadekvatnom funkcijom crijevnog epitela kao barijere tako i defektom
u intestinalnom imunoloskom sustavu (8,10).

Genetski faktori imaju vaznu ulogu u patofiziologiji upalnih bolesti crijeva. Pozitivhu
obiteljsku anamnezu navodi 10-25% oboljelih (52-55). Nekoliko je klini¢kih zapazanja koja
sugeriraju genetsku podlogu upalnih bolesti crijeva. To su: velike razlike u prevalenciji
medu razliitim populacijskim skupinama, povecéan rizik za pojavu bolesti u ¢lanova obitelji
oboljelih, viSse stope konkordantnosti u monozigotnih nego dizigotnih blizanaca,
konkordantnost u tipu i lokalizaciji bolesti medu c¢lanovima obitelji s vise oboljelih,
povezanost s nekim genski determiniranim bolestima poput tirozin-pozitivnog albinizma,
ankiloziraju¢eg spondilitisa, cistiCne fibroze i Turnerovog sindroma. Mnoge su studije
pokazale da rodaci oboljeloga u prvom nasliednom redu imaju 4 do 10 puta vedi rizik za
IBD od opée populacije, a apsolutni rizik za IBD im je 7% (54-56).

Genetski doprinos razvoju upalne bolesti crijeva vazniji je u Crohn-ovoj bolesti i
prema nekim izvorima iznosi 60% u odnosu na okoliSne ¢imbenike, dok je za ulcerozni

kolitis utjecaj genetskih faktora nesto slabiji i iznosi oko 40%.



Unazad dvadesetak godina provedeno je mnogo genetskih studija u nastojanju
otkrivanja gena koji nose predispoziciju za upalne bolesti crijeva. Otkrivene su mnoge
genske regije koje su jednako povezane s obje forme upalnih bolesti crijeva (12913-14,
1p, 6p) Sto ukazuje na cCinjenicu da ulcerozni kolitis i Crohn-ova bolest imaju mnogo
zajednickih genetskih znac€ajki. Detaljnim mapiranjem kromosoma 16 otkriven je lokus
IBD1 na poziciji 16q12. Lokus sadrzi nekoliko gena, a izdvojen je CARD15/NOD2
(caspase recruitment domain-containing protein15/nucleotide-binding oligomerization
domain 2) koji ima vaznu ulogu u predispoziciji za Crohn-ovu bolest. Gen kodira
citoplazmatski protein koji je eksprimiran na makrofazima i mogao bi sluziti kao receptor
za bakterijsku lipopolisaharidazu, mozda i regulirati apoptozu makrofaga. Mutacija jednog
alela povecava rizik za CD 2-4 puta, dok mutacija na oba alela poveéava rizik za CD 15-
40 puta. Treba naglasiti da su svega 20% bolesnika s Crohn-ovom bolesti homozigoti za
NOD?2 varijante. Studije su pokazale da broj mutacija toga gena ima utjecaj na fenotip
bolesti (57-64).

Drugi, nedavno otkriveni geni, povezani s CD su ATG16L1 za koji se smatra da je
potreban u procesu autofagije (65), PHOX2B koji se povezuje s aktivnosScu
neuroendokrinih stanica u crijevnoj sluznici te NCF4 koji ima ulogu u imunom odgovoru na
bakterije (66-69).

Bez obzira koliki bio genski doprinos u razvoju upalnih bolesti crijeva, studije na
jednojaj¢anim blizancima su pokazale da okoliSni ¢imbenici imaju veliki utjecaj kako na
pojavu tako i na tijek bolesti. Medu mnogim inkriminiranim faktorima, najéesée se ipak
spominju dojenje, odnosno izostanak dojenja (70-72), rana apendektomija koja je
povezana sa smanjenom incidencijom ulceroznog kolitisa te puSenje koje dokazano
mijenja fenotip bolesti, ali dok kod ulceroznog kolitisa ima zastithu ulogu kod Crohnove
bolesti poveéava rizik za pojavu bolesti i dovodi do egzacerbacije postoje¢e bolesti (73-
74). Sve je viSe dokaza da je intraluminalna flora obavezan ako ne i najvazniji ¢imbenik u
razvoju upalnih bolesti crijeva (74-75).

Konacni efekt genetskih, okoliSnih i mikrobioloskih faktora je trajno aktiviran
imunoloski odgovor sluznice. Ostaje nejasno da li je trajni imunolo$ki odgovor posljedica
intrinzickog defekta imunoloskog sustava ili pak kontinuirane stimulacije zbog osteéenja
sluzni¢ne barijere. U bolesnika s Crohnovom bolesti u mukozi dominiraju CD4+ limfociti
Th1 fenotipa, karakterizirani produkcijom interferona-y i interleukina 2. Mukoza bolesnika
s ulceroznim kolitisom kolonizirana je CD4+ limfocitima Th2 fenotipa €ija je karakteristika
luCenje TGF-B i interleukina 5. Aktivacija ovih populacija stanica u konacnici dovodi do
produkcije Sirokog spektra nespecificnin medijatora upale koji podrzavaju i pojaCavaju

upalni proces dovodeci do destrukcije tkiva i konacno klinicke manifestacije bolesti (38).



1.1.4. Dijagnostic¢ki pristup

Razlikovanje ulceroznog kolitisa i Crohnove bolesti vrlo je vazno s obzirom na
razlike u terapijskom pristupu. Osobito je to vazno kod operativnog terapijskog pristupa jer
totalna kolektomija u ulceroznom kolitisu zapravo znadi izlje€enje dok je kod Crohnove
bolesti visok postotak rekurencije bolesti. Ta se dva entiteta takoder razlikuju i u prognozi.
Zato je potrebno uciniti svaki napor u trazenju svih znacajki koje bi mogle ukazivati na CD,
kao $to su segmentalni kolitis, lezije tankog crijeva, posteda rektuma, transmuralna upala,
granulomi, fistulizacija, osobito prije odluke o operativnom lije€enju. Dijagnozu je dakle
potrebno temeljiti na kombinaciji nalaza nekoliko dijagnostickih metoda: endoskopije,
radioloskih pretraga, histopatoloske analize (8-10,38,39,76,77).

PatohistoloSka dijagnoza IBD, posebno razlikovanje UC i CD nosi odredene
poteskoée osobito kada se analizira biopticki materijal, dakle ne moze se analizirati puna
debljina sluznice. Klasi¢ne karakteristike CD su transmuralna granulomatozna upala i
diskontinuiranost lezija. Najranija lezija je kriptalna upala, kasnije s formiranjem kriptalnih
apscesa. Makroskopski nalazimo aftoidne ulceracije sluznice koje tijekom bolesti
progrediraju u duboke, najé¢esée longitudinalne ulceracije (fisure). Nakupine upalnog tkiva
uz fisure i ulceracije daju sluznici kaldrmasti izgled. Mikroskopski u CD nalazimo
granulome bez kazeozne nekroze, s epiteloidnim i multinuklearnim orijadkim stanicama.
Granulomi se nalaze u svim slojevima crijevne stjenke, a mogu se naci i u limfnim
Cvorovima, mezenteriju, peritoneumu i jetri. Medutim, granulomi se nalaze u najvise 50%
slu¢ajeva i nisu patognomonic¢ni za CD jer ih se moze naci i u nekim drugim bolestima
(tuberkuloza, sarkoidoza, gljivicne i bakterijske infekcije, u reakcijama stranog tijela).
Prisutna su oStec¢enja endotela submukoznih i mezenterijskih krvnih Zila sa stvaranjem
tromba. Kao $to je veé ranije navedeno u bioptickom materijalu je zbog same prirode
uzorka tesko nadéi prije navedene elemente za dijagnozu CD. Za razliku od CD u UC
upalom je zahva¢ena samo sluznica i u manjoj mjeri submukoza, bolest poc€inje u rektumu
i Siri se proksimalno. Promjene su kontinuirane, a izgled sluznice ovisi o aktivnosti bolesti.
HistoloSki su upalne promjene ograniCene na sluznicu, ulceracije ponekad dosezu
submukozu, ali nema fisura kao u CD. Osnovne karakteristike bolesti su kriptalni apscesi,
poremeca;j kriptalne arhitekture i gubitak mucina. Promjene su rijetko reverzibilne te dolazi
do atrofije sluznice. Pseudopolipi su izraz hiperplasti¢ne regeneracije sluznice (38,76,77).

Prisutnost metaplazije piloricnih Zlijezda u bioptatu sluznice kolona ili tankog
crijeva govori u prilog CD. Metaplazija Panethovih stanica smatra se znakom kroni¢ne
upale i ukazuje na IBD. Imunohistokemijsko bojanje na ljudski defensin 5 (HD) moze biti
korisno u diferencijaciji CD i UC (38,76,77).



Iz svega navedenog razvidno je da je dijagnostika upalnih bolesti crijeva tedka, te

se samo kombinacijom endoskopskih i slikovnih metoda s patohistoloskim metodama

mozemo pribliziti pravoj dijagnozi. Karakteristike ovih bolesti prikazane su na tablici 1.

TABLICA 1. Fenotipska i patohistoloSka obiljezja ulceroznog kolitisa i Crohnove bolesti

OBILJEZJE

ULCEROZNI KOLITIS

CROHNOVA BOLEST

Distribucija bolesti

Difuzno i kontinuirano

Segmentalno

Zahvacenost rektuma

Uvijek (u odraslih)

Ponekad

Intenzitet bolesti

IzraZenija distalno

Varijabilno, diskontinuirano

Zahvacéenost ileuma

Povremeno (backwash)

Cesto

Zahvacenost stijenke _
Povrsinska (mukoza) Transmuralno

kolona

Transmuralni limfoidni

) Rijetko, ispod ulceracija Svugdje
agregati
_ Rijetko, povrsinske u .
Fisure _ . Duboke, svugdije
fulminantnom kolitisu
Sinusi i fistule Odsutni Prisutni

Granulomi Uz rupturirane kripte Nevezani uz kripte

Dodatna pomo¢ u diferencijalnoj dijagnozi izmedu UC i CD mogu biti seroloSki
markeri bolesti. Za sada su ASCA (anti-Saccharomyces cerevisiae mannan antibodies) i
atipicna p-ANCA (atypical perinuclear antineutrophil cytoplasmic antibodies)
15% bolesnika s UC dok je p-ANCA pozitivha u 45-82% bolesnika s UC i 2-28% bolesnika
s CD. Odredivanje kombinacije navedenih protutijela omogucéuje bolju diferencijaciju
izmedu CD i UC. ASCA"/p-ANCA" fenotip karakteristi¢an je za CD dok je ASCA/p-ANCA"
fenotip karakteristican za UC. U CD ASCA" fenotip nosi veéi rizik za komplicirani tijek
bolesti i potrebu za kirurSkom intervencijom. U UC p-ANCA® fenotip ukazuje na
dominantno ljevostrano zahvacanje kolona, bolest rezistentnu na terapiju s potrebnom
ranijom kirurSkom intervencijom (76-85).

Noviji seroloski markeri koji se povezuju s IBD kao $to su Omp, 12, Cbir1 jo§ uvijek

nemaiju klinicku primjenu (85-86).




1.1.5. Terapijski pristup

Terapija mora zapocCeti s toChom dijagnozom, koja se postavlja kombinacijom
anamnestickih podataka, klinickog nalaza, endoskopskih, radioloSkih i patohistoloskih
analiza sluznice probavnog sustava te laboratorijskih nalaza. S obzirom da je terapijski
pristup bolesnicima s upalnom bolesti crijeva vrlo kompleksan i prelazi okvire ovog rada,
ovdje ¢emo se samo ukratko osvrnuti na osnovne terapijske smjernice (8,9,76,77).

Osnovne skupine lijekova koji se koriste u lije€enju upalnih bolesti crijeva su:
aminosalicilati, kortikosteroidi i imunomodulatorni lijekovi, kojima je primarna zadacda
kontrola upalnog procesa. Dodatni lijekovi su antidiaroici i antibiotici, a ne smije se
podcijeniti i vaznost nutritivne terapije i probiotika. Jedan od vecih problema u terapiji
upalnih bolesti crijeva je losa suradljivost bolesnika osobito u podru€ju primjene
elementalnih dijeta. Dva su moguca terapijska pristupa s obzirom na odabir poCetka
terapije: a) ,step-up*“- pristup koji zagovara postepeno uvodenje jateg agensa u slu¢aju da
slabiji ne djeluje i b) ,step-down®- zapodinjanje s najjaim agensom i postepeno
smanjivanje doze i vrste lijekova.

U tablici 2. dat je sazet pristup osnovnih principa lijeCenja upalnih bolesti crijeva
ovisno o lokalizaciji i tezini bolesti.

Kao posljednja terapijska linija koristi se kirurdko lije¢enje upalnih bolesti crijeva.
Indikacije za kirurdko lije¢enje CD su :
1. opstrukcija, uz napomenu da kirurski treba lije€iti kroni¢nu opstrukciju, a izbjegavati
kirurdko lije€enje opstrukcije u akutnoj fazi bolesti osim ako je komplicirana dodatnim
faktorima (fekalit, strano tijelo, bolus hrane i sl.)
fistuliraju¢a bolest ako je simptomatska
toksi¢ni kolitis kompliciran perforacijom

trombotski dogadaiji

o &~ 0N

displazija

Indikacije za kirurSko lije€enje UC dijelimo na hitne, urgentne i elektivne. Hitne
indikacije za operativno lije¢enje su: nekontrolirano krvarenje, perforacija kolona, toksiéni
megakolon koji ne reagira na terapiju i fulminantni kolitis. Urgentne indikacije su: teski
kolitis koji ne reagira na terapiju, teSka hemoliticka anemija, teSka gangrenozna pioderma
i detektirani karcinom. Elektivni operativni zahvat indiciran je kod intraktabilne bolesti s
loSom kvalitetom Zzivota te nalaza epitelne displazije. Izbor operativhog zahvata je
proktokolektomija s ileoanalnom anastomozom i zdjelicnim rezervoarom ili
proktokolektomija s konvencionalnom Brookeovom ileostomom ili kontinentnom

ileostomom (Kockov pouch) (38,76,77).



TABLICA 2. Sazetak medikamentoznog lije€enja upalnih bolesti crijeva, ovisno

fenotipu i ekstenziji bolesti

EKSTENZIJA/FENOTIP BOLESTI
TEZINA
BOLEST Distalni UC Ekstenzivni UC CcDh
Aminosalicilati oralno ili | Aminosalicilati oralno | Aminosalicilati oralno
Blaga rektalno Metronidazol oralno
Kortikosteroidi rektalni Moguce budesonid ili
ciprofloksacin oralno
Aminosalicilati oralno ili | Aminosalicilati oralno | Kortikosteroidi oralno
rektalno (budesonid za ilealnu i
Umjerena Kortikosteroidi rektalno desnostranu bolest kolona)
Azatioprin ili mercaptopurin
oralno
Kortikosteroidi oralno ili | Kortikosteroidi oralno | Kortikosteroidi oralno ili
Teska parenteralno ili parenteralno parenteralno
Kortikosteridi rektalno Ciklosporin Metotrexat parenteralno
parenteralno Infliximab parenteralno
Kortikosteroidi oralno ili | Kortikosteroidi oralno | Infliximab parenteralno
parenteralno uz dodatak | ili parenteralno uz
Refraktorna | azatioprina ili dodatak azatioprina ili
mercaptopurina oralno mercaptopurina
oralno
- - Antibiotici oralno
Perianalna (metronidazol ciprofloksacin)
bolest Azatioprin ili mercaptopurin
oralno
Aminosalicilati oralnoili | Aminosalicilati oralno | Azatioprin ili mercaptopurin,
rektalno Azatioprin ili mesalazin, metronidazol
Remisija Azatioprin ili mercaptopurin oralno | oralno
mercaptopurin oralno
1.2. Displazija sluznice probavnog trakta

1.2.1. Definicija

Displazija sluznice probavnog trakta histoloski je definirana kao nedvosmisleno

neoplastiCni epitel bez invazije lamine proprije, medutim strogi kriteriji za postavljenje
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dijagnoze nisu do kraja definirani i temelje se na kombinaciji citoloskih promjena
(aberacija jezgre i citoplazme) te arhitektonskih poremecaja kriptalnog epitela. Navedena
definicija datira iz 1983.g., a postavljena je od IBD Dysplasia Morphology Study Grup na
temelju prouavanja promjena epitela vezanih uz upalne bolesti crijeva, osobito ulcerozni
kolitis (24,87-90).

Termin adenom, koristi se u patologiji probavnog sustava za opis dobro¢udnih
tumora sluznice crijeva s displazijom epitela (neoplasti€na promjena). Promjene stanica
su jednake promjenama koje se opisuju u displaziji sluznice vezanoj uz upalne procese,
ali ovdje se radi o promjenama bez podlezece upale (91,92).

Obje lezije (displazija epitela u upalnim bolestima i adenom) se smatraju
prekursornim lezilama u razvoju karcinoma kolona s jednakom molekularnom

patogenezom, ali s razli¢itim slijedom i frekvencijom molekularnih promjena (89,92).

1.2.2. Displazija u upalnim bolestima crijeva

Makroskopski se displastiCne lezije kolona prezentiraju na nekoliko nacina:
elevirane, polipoidne, slicne plaku, ravne (u razini sluznice), a mogu biti lokalizirane ili
multifokalne. Blackstone i suradnici su makroskopski odnosno endoskopski vidljive lezije u
podrucju sluznice zahvacene upalom u ulceroznom kolitisu nazvali DALM lezijom (engl.
dysplasia associated lesion or masses). Suprotno tome ravna displazija (engl. flat
dysplasia) je uglavnom endoskopski neprimjetna, slu€ajni je patohistoloski nalaz u
neciljanim biopsijama sluznice. DALM su nadalje podijeliene u lezije slicne adenomu
(engl. adenoma like) i one koje nisu slicne adenomu (engl. non-adenoma like), $to je
ponekad tesko razlikovati. No, njihovo razlikovanje je s klinickog i terapijskog aspekta
vazno obzirom da ne-adenomske lezije imaju rizik pojavnosti sinkronog karcinoma
debelog crijeva u 43-58% sluajeva, pa je jedan od ponudenih zahvata kolektomija
(91,92).

U posljednje vrijeme u histoloSkoj praksi su u uporabi dvije histoloSke klasifikacije
displazije sluznice debelog crijeva u upalnim bolestima crijeva: IBD Dysplasia Morphology
Study Group i Vienna classification system (26,90). Prema prvom klasifikacijskom sustavu
koji se koristi uglavnhom u SAD displazija se dijeli u tri kategorije: 1. negativno na
displaziju, 2. nedefinirana (nesigurna) displazija, 3. displazija niskog ili visokog stupnja.
Prema beckoj klasifikaciji koja se koristi u dijelu Europe i u Japanu displazija se dijeli u
nekoliko kategorija: 1. nema displazije, 2. nesigurno, 3. neinvazivna displazija niskog
stupnja (sinonim za displaziju epitela niskog stupnja), 4. neinvazivna displazija visokog
stupnja (sinonim za displaziju visokog stupnja) koja obuhvaca: displaziju visokog stupnja,
neinvazivni karcinom (karcinom in situ) i sumnjivi invazivni karcinom i 5. invazivna

displazija s dvije podkategorije: intramukozni karcinom s invazijom lamine proprije i
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invazivni karcinom u submukozi i dublje. Klasifikacija je uvedena radi neslaganja u
nalazima japanskih i europskih patologa s obzirom da su japanski patolozi dijagnosticirali
karcinom samo na temelju jaCine morfoloSkih promjena stanica, bez nuzno dokazane
invazije lamine proprije i muscularis mucosae, dok je kod europskih patologa invazija
lamine proprije bila nuzna za dijagnozu karcinoma.

Morfolo3ki kriteriji za dijagnozu displazije temelje se na kombinaciji citoloskih
promjena jezgre i citoplazme te poremecaja arhitekture sluznice. CitoloSke karakteristike
koje se procjenjuju u ocjeni prisutnosti i stupnja displazije su: odnos jezgre i citoplazme,
gubitak staniénog polariteta, poveéanje broja mitoza, stupanj nuklearne stratifikacije u
epitelu, stupanj kromazije jezgara, prisutnost, broj i veli¢ina nukleola, veli€ina i pravilnost
jezgrinih kontura, polimorfizam jezgara. Citoplazmatske karakteristike koje se procjenjuju
su: stupanj deplecije mucina; broj, lokalizacija i oblik vréastih stanica; prisutnost ili
odsutnost povrSinskog sazrijevanja koje je karakterizirano progresivnim nakupljanjem
citoplazmatskog mucina, smanjenjem jezgre i stupnjem stratifikacije stanica od baze
prema povrsini. Arhitektonske karakteristike vazne za prepoznavanje displazije su
viliformne promjene epitela te prisutnost i stupanj grananja kripti. Osim toga kriptalne
konture, stupanj nepravilnosti i prisutnost ili odsustvo intraluminalnih mostova, takoder su
vazni u procjeni stupnja displazije (88,89).

Kategorija ,negativno na displaziju“ podrazumijeva regenerativni epitel. Opcenito,
.reaktivni“, regenerativni epitel u upalnim bolestima crijeva pokazuje samo blagu do
umjerenu atipiju stanica uz o€uvanje arhitekture kripta, ali uz jaku upalu u podruéju uz
makroskopski prisutne ulceracije; moguca je jaCa atipija stanica uz poremecaj arhitekture
kripta. CitoloSki regeneratorne stanice imaju uredne jezgre, normalan odnos
jezgralcitoplazma i varijabilni broj ne patoloskih mitoza. Mogu imati prominentne nukleole,
ali bez zna€ajnog povecanja jezgrica. lako je smanjena koli€ina citoplazmatskog mucina,
osobito u podru¢jima jaCe upale, regeneratorne stanice kripta obicno pokazuju
progresivno povecanje koliCine mucina prema luminalnoj povrSini, $to ukazuje na
sazrijevanje koje je karakteristiCan znak regenerativnih promjena epitela. Sazrijevanje
stanica obi¢no, ali ne uvijek, ukazuje na nedisplasticni epitel. Arhitektonske aberacije
poput pupanja, grananja i premostavanje kripta nisu karakteristicne za regenerativni epitel
te ukazuju na displaziju, medutim viliformne promjene mogu biti prisutne (88,89).

Kategorija «nedefinirana (nesigurna) displazija» koristi se kada je razina atipije
stanica takva da ju je nemoguce razluCiti od prave displazije. U praksi ta se kategorija
najcesc¢e koristi u sljede¢im okolnostima: tehnicki neadekvatno pripremljen materijal Sto
onemogucava dobru analizu (tangencijalni rez i sl.), atipija stanica uz upalu ili ulceraciju,

displastiCne promjene prisutne samo u bazi kripta. UCestalost koriStenja ove dijagnostic¢ke
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kategorije proporcionalna je iskustvu patologa pa je stoga preporuclivo u takvim
sluajevima traziti drugo misljenje.

Displazija niskog stupnja karakterzirana je s hiperkromazijom jezgre, povec¢anjem i
elongacijom jezgara koje Cesto imaju grudasti kromatin, multiple nukleole ili jednu veliku
jezgricu. Citoplazma je tipi€no smanjene koli€ine mucina i zbog toga hipereozinofilna.
Smanjen je broj vrCastih stanica koje su i nepravilno orijentirane i nazivaju se
distrofiénima. Displasticne su stanice obi¢no stratificirane, ali stratifikacija nije prisutna
punom debljinom epitela. Broj mitoza moze biti povecéan, ali je mali broj ,atipi¢nih® mitoza.
Displasticni epitel obi¢no ne pokazuje povrSinsko sazrijevanje, osim u rijetkim
sluCajevima, $to ga razlikuje od reparatorno promijenjenog epitela.

Kod displazije visokog stupnja naglasenije su citoloSke i arhitektonske promjene
epitela. Nalazi se stratifikacija jezgara u vecoj debljini epitela, signifikantan je gubitak
polariteta stanica, pleomorfizam jezgara, povecéan je broj mitoza kako normalnih tako i
atipi¢nih, €esto u povrsinskom epitelu. Jezgre su €esto ovalne ili okrugle i pokazuju veci
omjer jezgra/citoplazma. Arhitektonske su aberacije zamjetne, a podrazumijevaju
pupanje, grananje i premostavanje kripta te viliformne povrsinske promjene.

Invazivna displazija definirana je infiltracijom neoplasticnih stanica u laminu
propriju ili muskularis mukozu (intramukozni karcinom) odnosno submukozu (submukozni
karcinom). Prisutnost dezmoplazije je dijagnostiCka karakteristika invazivnog karcinoma i
obi¢no sugerira najmanje submukoznu ekstenziju promjena (89).

S obzirom na prethodne opise stupnjeva displazije razumljivo je da postoje
znacajne razlike u interpretaciji promjena sluznice u upalnim bolestima crijeva. Naime ne
postoje strogi kriteriji, kao ni stroge granice izmedu pojedinih stupnjeva &to je i razumljivo
s obzirom da karcinogeneza ima progresivan, kontinuirani tijek i ne odvija se u strogo
definiranim intervalima tj. skokovima. Stoga postoje preklapanja na oba kraja spektra
izmedu svake kategorije promjena. Uobi¢ajene dijagnosti¢ke nedoumice javljaju se kod: 1.
diferencijacije reaktivnog epitela od displazije niskog stupnja, 2. razlikovanja displazije
niskog od visokog stupnja, 3. nalaZenja jasnog dokaza invazije u biopsijama sluznice koja
pokazuje displaziju visokog stupnja. Brojne su studije pokazale razlike u interpretaciji
stupnja displazije izmedu patologa, a nadeno je vrlo slabo slaganje oko stupnja displazije
u upalnim bolestima debelog crijeva (manje od 70%). Slaganje kod prepoznavanja
prisutnosti ili odsutnosti displazije je nesto vece (70-85%), ali je daleko od prihvatljivog. To
ukazuje na prakti€énu preporuku da u pracenju bolesnika s kronichom upalnom bolesti
debelog crijeva koji imaju povecani rizik za razvoj raka debelog crijeva treba sudjelovati
viSe patologa, da terminologija mora biti identi¢na (ne zbunjuju¢a), te da treba potraziti

dodatne metode koje bi mogle pomoci u postavljanju sto to€nije dijagnoze.
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1.2.2.1.Probir i praéenje bolesnika s displazijom u upalnim bolestima crijeva

Temeljem spoznaje o povezanosti displazije i kolorektalnog karcinoma u upalnim
bolestima crijeva razvijeni su programi probira i praéenja bolesnika s upalnim bolestima
crijeva. Tako je 2005.g. internacionalna grupa IBD eksperata, uz potporu Ameri¢kog

UdruZenja za Crohn-ovu bolest i kolits (CCFA Crohn's and Colitis Foundation of America)

razvila strategiju probira i pra¢enja bolesnika s IBD (90). Ukratko, zakljuéeno je da sa

nadzornim (engl. screening) kolonoskopijama treba zapoceti u bolesnika s UC

(pankolitis/ljevostrani kolitis) i Crohnovom bolesti (koja zahvaéa najmanje jednu treéinu

kolona) 8-10 godina nakon podetka simptoma bolesti. U bolesnika s konkomitantnim

skleroziraju¢im kolangitisom, zbog poveéanog rizika, s godiSnjim kolonoskopijama treba
zapoceti od trenutka postavljanja dijagnoze primarnog skleroziraju¢eg kolangitisa. Vrijeme
sljedecCe kolonoskopije ovisi 0 nalazu inicijalne kolonoskopije. Ako su biopsije iz inicijalne
kolonoskopije negativhe na displaziju epitela, kolonoskopiju treba ponoviti za 1-2 godine.

Nakon dvije negativne kolonoskopije, sliede¢a moze biti u€injena za 1-3 godine, sve do

trenutka trajanja IBD od 20 godina kada se kolonoskopiju mora ponavljati svakih 1-2

godine. Bolesnici s nalazom displazije u biopsijama inicijalne kolonoskopije zahtijevaju

strozi rezim nadzora ili kolektomiju (slika 1.). Bolesnici s proktosigmoiditisom imaju rizik od

razvoja karcinoma kolona jednak opcoj populaciji te je za njih potrebno prac¢enje kao i u

probiru sporadi¢nog karcinoma kolona.

Uz sve prije navedeno postoje tri stanja koje zahtijevaju posebnu paznju:
pseudopolipoza u UC, stenoza u UC i stenoza kolona u CD.

Svakako treba spomenuti i ograni€avaju¢e faktore ponavljanih kolonoskopija s
biopsijama :

1. postoji velika moguénost pogreSke kod uzimanja uzoraka s obzirom da se, ako
slijedimo smjernice, uzima biopsija tek 1% ukupne sluznice kolona (uz ucinjene 32
biopsije po kolonoskopiji). Tom tipu greSke doprinosi i sposobnost endoskopicara
da razluc€i DALM od lezija u razini sluznice i pseudopolipa.

2. veliko je neslaganje medu patolozima koji evaluiraju biopsije u razlikovanju
regenerativnih promjena vezanih uz upalu od displazije niskog stupnja te displazije
niskog i visokog stupnja

3. suradljivost pacijenata izrazito je vazna kod pracenja. Bolesnici moraju biti svjesni
vaznosti ponavljanja kolonoskopija.

4. nedostatak konsenzusa o tretmanu bolesnika s displazijom niskog stupnja u ,flat"
lezijama kolona, prepreka je u optimalnom praéenju i lijecenju.

S obzirom na sve prethodno navedene poteSkoée u dijagnosticiranju, a time i
lije€enju bolesnika s displastiénim promjenama sluznice debelog crijeva, stalno se traga

za novim dijagnosti¢kim metodama i biomarkerima koji bi nas priblizili $to toénijoj
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dijagnozi. Jedna od dijagnostiCkih metoda koja se sve viSe spominje i Koristi je

kromoendoskopija s povecanjem (91), dok se medu histolodkim biomarkerima spominju

aktivnost telomeraza kao marker kromosomske instabilnosti, nestabilnost mikrosatelita,

hipermetilacija promotera, i alpha-methylacyl-CoA racemaza. U ovom radu razmatrat ¢e

se vrijednost topoizomeraze lla kao moguéeg biomarkera maligne alteracije sluznice

debelog crijeva.

INICIJALNA KOLONOSKOPIJA PROBIRA, 8 GODINA NAKON POCETKA SIMPTOMA BOLESTI

A\ 4

Najmanje 4 biopsije svakih 10 cm kolona, po¢evsi od cekuma
Biopsija/odstranjenje svih uzdignutih ili sumnijivih lezija — u posebne bocice

Biopsija baze i okolnog tkiva svih reseciranih lezija- u posebne bocice

N

v v
Nema Nedefinirano/nesigurno Displazija u razini sluznice DALM
displazije za displaziiu
~
\ 4 \ 4
,nonadenoma ,<adenoma
Potvrditi dijagnozu Potvrditi dijagnozu s like" like"
s druaim patoloaom druaim patoloaom
v v
\ 4
o Displazija okolna
Lijeciti aktivnu visokog mukoza  |¢—]| polipektomija
upalu stupnja displasti¢na
v
Multifokalna
displazija
niskog stupnja Y
\ 4 okolna mukoza
Ponoviti Unifokalna bez displazije
kolonoskopiju za |¢{ displazija
3-6 mjeseci niskog stupnja
\ 4 \ 4
A 4 v v
Ponoviti Ponoviti
kolonoskopiju za kolektomija kolonoskopiju
1-2 godine za 6 mjeseci
SLIKA 1. Probir i pra¢enje bolesnika s displazijom

15




1.3.  Polipi debelog crijeva

1.3.1. Definicija

Gastrointestinalni polip je naziv za novotvorinu koja se izboCuje iznad povrsine
sluznice u lumen probavne cijevi stvarajuci pritom makroskopski vidljivu masu. Tvorbe
koje se izboluju pod sluznicom, poput lipoma i leiomioma, takoder €ine makroskopski
vidljive polipoidne mase koje prominiraju u lumen crijeva, medutim uobi¢ajeno je naziv
polip koristiti za neoplasti¢ne i proliferativne lezije same sluznice crijeva (92).

Polipi debelog crijeva pojavljuju se sporadi¢no ili u sklopu gastrointestinalnog
polipoznog sindroma. Rijetko su simptomatski, a razlikuju se oblikom, histoloSkom slikom,
nacinom nastanka i KliniCkim tijekom bolesti. Zbog moguceg zlocudnog potencijala
odredenih vrsta polipa, sve je polipe potrebno endoskopski odstraniti i histoloski

verificirati, a o tipu polipa ovisi daljnji tretman bolesnika (92,93).

1.3.2. Sporadicni polipi debelog crijeva

Polipi kolona koji se pojavljuju sporadi¢no, nevezano uz polipozne sindrome
crijeva dijele se na neoplasti¢ne i ne-neoplastiéne.

Incidencija polipa u debelom crijevu krece se od 7-50%. Maniji postotak odnosi se
na polipe otkrivene rutinskim endoskopskim i radioloSkim pregledima, dok viSi postotak
ukljuCuje i polipe nadene tijekom obdukcija. NajéeSée se polipi pojavljuju u podrucju
rektuma i sigmoida dok im se frekvencija smanjuje prema cekumu.

Ne-neoplasti¢ni polipi ¢ine vecinu polipa debelog crijeva (vise od 50% polipa u
podru€ju rektosigmoida su hiperplasti¢ni polipi), a dijele se u hiperplasticne polipe,
mukozne polipe, upalne pseudopolipe i submukozne polipe, od kojih neki mogu biti i
neoplsti¢ni (npr. leiomiomi).

Neoplasticne polipe dalje dijelimo u adenomatozne polipe ili adenome,
hamartome, nazublijene polipe i maligne polipe odnosno karcinome. Adenomi su
prekursori gotovo svih slu€ajeva sporadi¢nog karcinoma kolona i nalazimo ih u do 40%
populacije starije od 60 godina. Adenomi mogu biti tubularni, tubulovilozni i vilozni ovisno
o postotku vilozne komponente. Tubularni adenomi imaju 0-25% vilozne komponente,
tubulovilozni 25-75% dok vilozni adenomi sadrze 75-100% vilozne komponente. Maligni
potencijal adenoma ovosi o tipu, veli€ini i stupnju displazije prisutne u adenomu. Tako visi
stupanj displazije, veci postotak vilozne komponente i promjer veéi od 1 cm poveéavaju
rizik maligne alteracije polipa (92,93).

Polip se smatra malignim kada stanice raka doseZzu do submukoze tj. prelaze sloj
muskularis mukoze.

Razlikujemo jos$ i ,flat* adenome i nazubljene adenome. Flat adenomi Cine 8-11%

svih adenoma debelog crijeva, a zbog svog makroskopskog izgleda, u razini sluznice,
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Cesto se previde tijekom kolonoskopije. Njihov Klini¢ki tijek nije joS do kraja razjasnjen.
Smatra se da predstavljaju predstadij de novo karcinoma debelog crijeva.

Nazubljeni adenomi su polipoidne lezije sa znacajkama i adenomatoznih i
hiperplasti¢nih polipa, makroskopski ih je teSko razlikovati dok se histoloski lako razlikuju
od adenomatoznih polipa. Razlikuje se nekoliko podvrsta nazubljenog adenoma (sesilni
nazubljeni polip, mijeSani polip, klasi¢ni nazubljeni polip) koje imaju nedvojbeni maligni
potencijal, vezani su uz nasljedni karcinom kolona i imaju razli¢itu molekularnu
patogenezu u odnosu na klasi¢ni adenom — karcinom slijed.

Slijed adenom karcinom uveden je 1988.g. u radu Vogelsteina i Fearona koji su
postavili hipotezu da je progresija od adenoma do karcinoma kolona rezultat akumulacije
molekularnih genskih promjena (94). lako su od tada, novim spoznajama promijenjeni
neki detalji slijeda adenom — karcinom, osnovni principi genetiCkog modela, postavljenog
od Vogelsteina ostali su isti: 1. kolorektalni tumori rezultat su inaktivacije
tumorsupresorskih gena i aktivacije mutiranih onkogena, 2. potrebno je najmanje Cetiri do
pet mutacija za nastanak zlocudnih tumora, 3. ukupan broj genskih promjena vazniji je od
slijeda pojave mutacija, 4. mutacije tumorsupresorskih gena pridonose fenotipskom efektu
(94,95,96).

Danas prihvacen slijed genskih mutacija u sekvenci adenom-karcinom prikazuje
slika 2.

Kao 3to je ranije napomenuto, nazubljeni polipi/adenomi, do nedugo smatrani
hiperplastiCnim polipima, imaju nedvojbeni maligni potencijal, ali ne alteriraju maligno
prema klasichom adenom-karcinom slijedu ve¢ su prisutni drugi modeli mutacije gena koji
se ne preklapaju s klasi¢nim adenom-karcinom slijedom. Taj alternativni put tumorigeneze
u kojem nazubljeni polipi zamjenjuju klasi¢ni adenom kao prekursor kolorektalnog
karcinoma naziva se ,nazubljeni slijed“ ( engl. «serrated pathway») a ukljuCuje DNA
metilaciju (CIMP, CpG island methylator phenotype) i aktivaciju mutacije BRAF
protoonkogena (97).

lako mali postotak adenoma prelazi u karcinom (oko 5%), vazno je procijeniti
klinicko-patoloske znacajke polipa kod kojih je moguénost pretvorbe veca. To zahtijeva
odstranjivanje svih pronadenih polipa, bilo endoskopski ili kirurski (91,92).

Rizik operativnog mortaliteta kod elektivhe resekcije kolona iznosi 2% stoga se
smatra da je endoskopsko odstranjenje polipa zadovoljavaju¢e uz sljedece uvjete : 1.
polip se ekscidira u cijelosti, 2. nalaz sluznice uredan je >1 cm od rubova lezije, 3.
histoloski se radi o dobro ili umjereno dobro diferenciranom karcinomu, 4. nema invazije
krvnih Zila, 5. nema invazije limfnih Zila, 6. uredan je nalaz kolonoskopije tri mjeseca
nakon zahvata. Kirurski je zahvat indiciran ako se radi o malignom polipu sa sljedeéim

karakteristikama: 1. loSe je diferenciran, 2. invadira limfne i krvne Zile, 3. Siri se do rubova
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ili se nalazi na udaljenosti manjoj od 2 mm od ruba preparata, 4. invadira submukozu
crijevne stijenke, 3to je slu€aj za sve sesline maligne polipe (92,98).

Plan kontrole bolesnika kod kojih je ucinjena polipektomija ovisi o wvrsti
odstranjenog polipa, njegovom malignom potencijalu i naginu odstranjenja polipa. Plan
nadzora temelji se i na vremenu potrebnom za zlo¢udnu pretvorbu benignog adenoma u
karcinom (engl. ,polyp dwell time®), Sto je izraCunata veli€ina na temelju pracenja
podataka, dok jo$ uvijek nedostaju konkretne studije na veéem broju pracenih bolesnika.
To je vrijeme procijenjeno na 5-15 godina. Intervali ponavljanja kolonoskopija kraéi od 3
godine nisu potrebni u veéine bolesnika s otkrivenim i odstranjenim adenomom na
inicijalnoj kolonoskopiji (98-100).

Tablica 3. prikazuje smjernice za kontrolne preglede nakon ucinjene polipektomije.
U osoba s pozitivnom obiteljskom anamnezom hereditarnog nepolipoznog karcinoma
kolona, familijarne polipoze ili sindroma hiperplasti¢ne polipoze, savjetuje se intenzivniji
nadzor (98).

TABLICA 3. Preporuceni intervali kontrolnih pregleda / kolonoskopija nakon ucinjene

polipektomije

NALAZ KOLONOSKOPIJE PREPORUCENI INTERVAL IZMEBU
KOLONOSKOPIJA

Mali, rektalni, hiperplasticni polipi 10 g ili druge tehnike probira*

1-2 nisko rizi€na adenoma** 5-10 godina

3-10 nisko rizicnih adenoma ili 1 i> | 3 godine

visokoriziénih adenoma***

>10 adenoma <3 godine

Neadekvatno odstranjen adenom 2-6 mjeseci

* druge tehnike probira ukljuuju hemokult jednom godiSnje, rektosigmoidoskopiju
svakih 5 godina i/ili irigografiju svakih 5 godina

**  adenomi niskog rizika su tubularni adenomi manji od 1 cm

*** adenomi visokog rizika su svi veéi od 1 cm; histoloski tubulovilozni ili vilozni; s

displazijom visokog stupnja
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> p53 Mutacija ili
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SLIKA 2. Slijed adenom-karcinom

1.3.3. Sindrom adenomatozne polipoze sluznice debelog crijeva

Gastrointestinalna polipoza podrazumijeva pojavu multiplih polipoidnih lezija duz
probavne cijevi. Sindromi polipoza dijele se u dvije velike skupine: familijarne i
nefamilijarne. Familijarni polipozni sindromi se, s obzirom na patohistolo$ka obiljezja dijele
na adenomatozne i neadenomatozne odnosno hamartomatozne (92).

U skupinu familijarnih adenomatoznih polipoza ubrajamo Cetiri entiteta definirana
temeljem otkrica gena odgovornog za razvoj bolesti: klasi¢ni oblik familijarne
adenomatozne polipoze (FAP) karakteriziran prisutno$¢u stotine pa do nekoliko tisu¢a
kolorektalnih polipa, atenuirani oblik familijarne adenomatozne polipoze (AFAP) kod
kojega se nalazi manje od stotinu polipa, Gardnerov sindrom (FAP vezan sa

ekstraintestinalnim manifestacijama) i Turcotov sindrom (FAP vezan sa tumorima mozga).
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Neadenomatozne, odnosno hamartomatozne familijarne polipozne sindrome &ine
Peutz—Jeghersov sindrom, juvenilna polipoza i neurofibromatoza, dok Cronkhite—Canada
sindrom, inflamatornu polipozu (pseudopolipoza), limfoidnu polipozu, lipomatoznu i
hiperplastiCnhu polipozu te intestinalnu cistoidnu pneumatozu ubrajamo u nefamilijarne
polipoze.

NajceS¢i medu sindromima polipoza je FAP, Cija je incidencija 1/5000-7500, a
karcinom kolona vezan uz FAP ¢ini 0,5-1% svih kolorektalnih karcinoma. Vecéina slu¢ajeva
FAPa naslieduje se autosomno dominantno, a posliedica su mutacije APC gena
smjeStenog na dugom kraku kromosoma 5 (5921). Uz to nalazi se i inaktivacija
tumorsupresorskin gena DCC i p53, a nerazjaSnjena je uloga okoliSnih faktora. U
potomaka koji naslijede mutirani gen (vjerojatnost nasljedivanja je 50%), rizik razvoja
karcinoma je 100%, dakle penetrantnost gena je 100%. U oko 20% bolesnika s FAP-om
familijarna je anamneza negativna, te oni predstavljaju nove mutacije na APC lokusu (96).

Identifikacija mutacija unutar APC gena razotkrila je postojanje korelacije genotipa
i fenotipa odnosno ekspresije bolesti. Tako u klasiénom obliku familijarne adenomatozne
polipoze nalazimo mutacije u centralnoj regiji APC gena dok se u atenuiranom obliku
mutacije nalaze na 5° odnosno 3 kraju kodirajuée regije APC gena.

Karcinom debelog crijeva koji se pojavijuie u sindromu FAP jednakih je
patohistoloskih karakteristika kao i sporadi¢ni karcinom debelog crijeva, a distribucija
unutar debelog crijeva odgovara distribuciji u opéoj populaciji. Dijagnoza se postavlja na
temelju nalaza brojnih polipa (vise od 100) prilikom kolonoskopije ili irigografije te
patohistoloSkom analizom odstranjenih polipa kojom se oni definiraju kao adenomi. Svim
bolesnicima s kliniCki i patohistoloSki postavljenom dijagnozom FAPa uputno je uciniti i
genetsko testiranje te genetsko savjetovanje zbog pracenja eventualno ugrozenih ¢lanova
obitelji (92,96).

Terapijski pristup sastoji se u kirurskom tretmanu bolesnika kod kojih je potvrdena
dijagnoza. Kirurski se zahvat moze odgoditi u bolesnika koji nisu zavrsili pubertet. Dvije su
kirurSke opcije: 1. totalna proktokolektomija s konvencionalnom ileostomijom ili
ileoanalnim zdjeliénim rezervoarom, 2. subtotalna kolektomija s ileorektalnom
anastomozom. Zbog rizika pojave karcinoma rektuma, u bolesnika kod kojih je ucinjena
ileorektalna anastomoza preporuc¢a se kontrolna rektoskopija s odstranjenjem polipa,
svakih 3-6 mjeseci (92,96).

U bolesnika s neadenomatoznim, odnosno hamartomatoznim polipozama, bez
obzira na nepostojanje malignog potencijala hamartoma, potrebno je pra¢enje u sklopu
odredenih programa, zbog mogucnosti istodobne pojave adenomatoznih polipa uz
hamartome, pojave adenomatoznih ZariSta unutar hamartomatoznih polipa i pojave

ekstraintestinalnih malignih tumora vezanih uz pojedini polipozni sindrom (101).
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14. Zlocéudni tumori debelog crijeva

1.4.1. Definicija

Najcesc¢i oblik zlo¢udnih tumora debelog crijeva je adenokarcinom. Taj se oblik
tumora javlja kao sporadi¢ni, u sklopu nasljednih sindroma ili na bazi upalnih bolesti
crijeva.

Osnova za razvoj kolorektalnog karcinoma je adenom-karcinom sekvenca, a
molekularne promjene koje se deSavaju u pojedinim koracima te sekvence u velikoj su

mijeri identificirane.

1.4.2. Epidemiologija

U Hrvatskoj je u 2010. godini (zadnji dostupni podaci iz registra za rak) registrirano
1692 slu€aja karcinoma kolona i 1210 slu€ajeva karcinoma rektosigmoida i analnog
kanala. Karcinom kolona je na treCem mijestu po ucestalosti u muskaraca i €ini 8% u
ukupnom broju novootkrivenih malignih oboljenja. Zajedni¢ka incidencija za kolon, rektum
i analni kanal je 14%. Karcinomi debelog crijeva €ine drugo naj¢eSce sijelo raka u
muskaraca. U Zena karcinom debelog crijeva &ini 8% svih tumora i nalazi se na drugom
mjestu po u€estalosti malignih oboljenja (2).

U Sjedinjenim Ameri¢kim Drzavama (SAD) registrira se godiSnje oko 143460
slu¢ajeva karcinoma debelog crijeva. Veéi dio (103170 sluajeva) su karcinomi kolona, a
ostatak se odnosi na rektum. GodiSnje 9% smrti vezanih uz maligna oboljenja otpada na
karcinom kolona u SAD-u (102,103).

Dob je glavni riziéni faktor za razvoj sporadi€nog kolorektalnog karcinoma.
Dijagnoza je rijetka u dobnim skupinama ispod 40 godina. Incidencija znacajno raste u
dobnoj skupini 40-50 godina te u svakoj sljedecoj dekadi. Rizik za razvoj sporadiChog
karcinoma kolona je u op¢oj populaciji 5%; 90% slu€ajeva javlja se u dobi iznad 50 godina
starosti. Rizik je veCi u osoba s naslijedenim stanjima koja ukazuju na moguci razvoj
karcinoma kolona (102-104).

Incidencija kolorektalnog karcinoma je u porastu u razvijenim zemljama, osobito u
zena. Takoder se primjecuje i pomak prema desnom i uzlaznom kolonu, a najveci porast
je u incidenciji karcinoma cekuma. To se djelomiéno moZe pripisati boljim metodama
probira (fleksibilnim kolonoskopom) i odstranjivanja vecine polipa pronadenih pri pregledu.
Medutim primjecuje se i objektivan porast broja tumora u cekumu i uzlaznom kolonu, $to
potvrduje i podatak o znafajno poboljSanom petogodiSnjem prezivljenju za karcinom
transverzuma i descendentnog kolona u odnosu na cekum i ascedentni kolon (105-108).

Globalno, incidencija kolorektalnog karcinoma varira i do 10 puta, ovisno o
geografskom podrucju. Najveéu incidenciju imaju tzv. razvijene zemlje Sjeverna Amerika,

Australija, sjeverna i juzna Evropa) dok je incidencija zna¢ajno niza u zemljama u razvoj u
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(Azija i Afrika). Ta se pojava objasnjava razlikama u nacinu prehrane i vanjskih utjecaja,
superponiranih na genetski odredenu sklonost razvoju kolorektalnog karcinoma (109).
Mortalitet od kolorektalnog karcinoma progresivno se smanjuje od 80-tih godina
proslog stolje¢a. To se moze pripisati otkrivanju bolesti u ranijim fazama kao i efektivnijim
terapijskim pristupima (kirurSka i onkoloSka terapija). U Sjedinjenim Ameri¢kim Drzavama,
petogodiSnje prezivljenje od kolorektalnog karcinoma, bez obzira na lokalizaciju i stadij
bolesti je 61%. Sli¢ni podaci su i za zemlje sjeverne i juzne Evrope, medutim istoCna

Evropa i Azija imaju znatno niZe stope petogodidnjeg prezivljenja, oko 30% (104,109,110).

1.4.3. Etiologija i patogeneza

Okolinski i genetski faktori mogu povecati vjerojatnost razvoja kolorektalnog
karcinoma. lako nasljedna sklonost razvoju kolorektalnog karcinoma najviSe povecéava
rizik od razvoja istoga, ipak je najveci broj sporadi¢nih kolorektalnih karcinoma.

Sve je viSe saznanja o molekularnoj patogenezi kolorektalnog karcinoma. Tako se
identificiralo nekoliko specifi¢nih genetskih poremecaja, koji se svi nasljeduju autosomno
dominantno, i povezani su s izrazito visokim rizikom razvoja karcinoma kolona. Naj¢esci
od tih hereditarnih sindroma su: obiteljska polipozna adenomatoza (FAP) i obiteljski
nepolipozni kolorektalni karcinoma (HNPCC) koji zajedno €ine svega 5% sluCajeva
kolorektalnog karcinoma (111).

FAP ¢ini manje od 1% sluCajeva kolorektalnog karcinoma, a uzrokovan je
mutacijom APC (adenomatous polyposis coli) gena lociranog na 5. kromosomu. Isti gen,
ali s razli¢itom mutacijom, nalazi se i kod atenuiranog oblika FAP-a (112).

HNPCC, poznat i kao Lynch-ev sindrom, ucestaliji je od FAP-a, i &ini 2-3%
kolorektalnih karcinoma. Lynch-ev sindrom uzrokovan je mutacijama u jednom od MMR
(«mismatch repair») gena: hMHL1, hMSH2, hMSH®6 ili PMS2. Sindrom je karakteriziran
pojavom u miadim dobnim skupinama i zahva¢anjem predominantno desnog kolona.
Srednja dob kod pojave je 48 godina, dok su neki pacijenti stari tek 20tak godina. Gotovo
70% lezija nalazi se proksimalno od lijenalne fleksure, a oko 10% pacijenata ima sinkrone
(istovremena pojava dviju ili vise lezija, razdvojenih zdravom sluznicom) ili metakrone
lezije (novi tumor, izvan podrucja anastomoze, razvijen 6 ili viSe mjeseci nakon prve
lezije). Takoder su Cesti i ekstrakoloni¢ni tumori: endometrij, ovarij, zeludac, tanko crijevo,
hepatobilijarni sustav, bubreg, ureter (111,113).

Skupina takozvanog “obiteljskog“ kolorektalnog karcinoma ¢ini oko 25% slu€ajeva.
Oboljeli imaju obiteljsku anamnezu kolorektalnog karcinoma, ali obrazac nasljedivanja nije
jasan kao kod gore opisanih sindroma. Rizik razvoja kolorektalnog karcinoma, u osobe s

jednim oboljelim rodakom u prvom koljenu (roditelj, dijete, blizanac) je 1,7 puta veci od
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rizika opée populacije. Rizik se povetava ako je oboljelih rodaka vise te ako su oboljeli
prije 55. godine Zivota (113,114).

NajceSCe se ipak javlja sporadicni kolorektalni karcinom koji Cini oko 70%
slu¢ajeva. Naj¢esc¢e se javlja u dobnoj skupini iznad 50. godine Zivota, a etioloski je vezan
za okolidne i alimentarne faktore.

Osobna anamneza velikog (>1cm) adenomatoznog polipa s viloznom ili
vilotubularnom komponentom u histoloSkom nalazu, osobito ako su polipi multipli,
povecava rizik od pojave kolorektalnog karcinoma 1,5-3 puta u odnosu na op¢u populaciju
dok mali (<1cm) solitarni polipi €ini se, ne nose povecan rizik za pojavu kolorektalnog
karcinoma. Cak i obiteliska anamneza velikog adenoma s histoloskom slikom visoke
displazije ili intraepitelne neoplazije povecava rizik od razvoja kolorekralnog karcinoma
(112).

Jos jedan od faktora koji znacajno povec¢avaju rizik od razvoja kolorektalnog
karcinoma su upalne bolesti crijeva. Razina poveéanog rizika ovisi o trajanju i ekstenziji
bolesti (115,116), ali i istovremenoj primarnoj bilijarnoj cirozi koja dodatno dize rizik za
razvoj karcinoma kolona u oboljelih od upalne bolesti crijeva (116-119).

Dijabetes i inzulinska rezistencija, akromegalija, kolecistektomija, abzus alkohola,
debljina i puSenje neki su od faktora za koje postoje dokazi da povecavaju rizik od razvoja
kolorektalnog karcinoma (120-123).

Kao protektivni faktori navode se: dijeta bogata vlaknima, folna kiselina, vitamin
B12, kalcij, magnezij, aspirin, nesteroidni antireumatici, statini, antioksidansi, omega 3

masne kiseline, ¢ednjak i tielesna aktivnost (124-131).

1.4.3.1 Genske mutacije u karcinogenezi kolorektalnog karcinoma

Saznanja o genskim osnovama kolorektalnog karcinoma danas su znatno veca
nego za vecinu solidnih tumora. Specifiéne ,germline“ mutacije (mutacije gena nastale u
zametnim stanicama, prije oplodnje) odgovorne su za nasljedne sindrome kolorektalnog
karcinoma (FAP, Lynch) dok se postepena akumulacija somatskih mutacija smatra
podlogom razvoja sporadi¢nog kolorektalnog karcinoma. Za tzv.“obiteljski“ kolorekalni
karcinom, jo$ je uvijek nejasna genetska podloga odnosno genetske promjene koje se
zbivaju. Neki smatraju da je to varijanta Lynch-evog sindroma dok drugi tvrde da se radi o
specifi¢noj mutaciji APC gena.

Identifikacija specificnih genetskih mutacija odgovornih za tumorigenezu u
kolorektalnom karcinomu ima i direktnu klinicku implikaciju jer je omoguéeno gensko
testiranje osoba s najveé¢im rizikom te prilagodavanje nadzora nad ugroZenim

pojedincima.
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Vecina koloretalnih karcinoma, oko 70%, su sporadi¢ni i smatra se da nastaju od
adenoma, tj. displasti¢nih adenomatoznih polipa na $to upucuje nekoliko epidemioloskih i
patohistoloSkih opservacija:

e rani karcinomi ucestalo se vidaju unutar velikih adenomatoznih polipa, a
adenomatozno promijenjena podrucja Cesto se vide u okolini kolorektalnog

kacinoma

distribucija adenoma i karcinoma u kolonu se podudaraju

u zivotinjskim modelima adenomi prethode razvoju karcinoma, a karcinomi se uvijek

razvijaju u adenomatoznom tkivu

u kontroliranim studijama u ljudi dokazano je da se incidencija karcinoma moze
smanijiti uklanjanjem polipa.

Jo§ 1990. godine Fearon i Vogelstien opisali su karcinogenezu kolorektalnog
karcinoma kao viSestupanjski proces akumuliranja genetskih dogadaja tj. mutacija,
stavljaju¢i naglasak na akumulaciju dogadaja, a ne na njihov redoslijed (94). Skupine
gena involvirane u karcinogenezu Kkolorektalnog karcinoma su: onkogeni, tumor-
supresorski geni, ,mismatch repair® geni (96). Medu onkogenima odgovrnim za sporadicni
kolorektalni karcinom su ras, src, c-myc i c-erbB-2 (HER2/neu), a najvazniji je ras i to K-
ras varijanta koja je najCeSc¢e mutirana u kolorektalnom karcinomu u ljudi. Tumor-
supresorski geni identificirani u kolorektalnom karcinomu su APC (na 5q kromosomu),
DCC (deleted in colon cancrer) (na 18p kromosomu), SMAD4 i SMAD2 geni (na 18p
kromososmu) i p53 gen (na 17p kromosomu). APC gen smatra se najkriti¢nijim u ranom
razvoju kolorektalnog karcinoma. Nalazi ga se u 80% sporadi¢nih karcinoma. «Germline»
mutacija APCa odgovorna je za FAP, a smatra se da je odgovorna i za ,obiteljski“
kolorektalni karcinom, barem u odredenih skupina, npr. Ashkenazi Zidova (132-6).

Mutacija gena popravlja¢a (engl. ,mismatch repair‘ gena (MMR)) nalazi se u vecini
HNPCCa ali i u 15% sporadi¢nih kolorektalnih karcinoma. Zna¢ajka MMR mutacije je
instabilnost mikrosatelita, preko ¢ega se laboratorijski moze detektirati MMR mutacija.
Dva su fenotipa mikrosatelitske nestabilnosti MSI-H i MSI-L. Veéina HNPCCa ima MSI-H
fenotip, dok sporadi¢ni kolorektalni karcinom ima MSI-L fenotip. Za razliku od MS stabilnih
sporadiénih CRC-a, karcinomi s MSI imaju drugacije klinicko-patoloSke karakteristike:
javljaju se u proksimalnom kolonu, imaju izrazeniju mucinoznu komponentu, jacu
limfocitnu infiltraciju i ¢eS¢e su slabo diferencirani. Epigenetske alteracije MMR gena u
smislu metilacije promotroske regije ili ,los of imprint* takoder igraju ulogu u karcinogenezi
kolorektalnog karcinoma, bilo kao prava genetska podloga za razvoj karcinoma bilo kao
rizicni faktor (132-136).

MUTYH, COX-2 i PPAR geni takoder se spominju kao moguci faktori u

kolorektalnoj karcinogenezi s jo$ uvijek ne do kraja definiranom ulogom (132-136).
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1.4.4. Probir bolesnika za karcinom kolona

Probir pacijenata za kolorektalni karcinom (CRC) moze identificirati premaligne
lezije i asimptomatske maligne lezije u ranom stadiju. Dokazno je da probir smanjuje
mortalitet od kolorektalnog karcinoma. Smjernice za probir kolorektalnog karcinoma
razlikuju se u pacijenata s uobiCajenim rizikom i pacijenata s povecanim rizikom razvija
kolorektalnog karcinoma (3,4,137-9).

Prvi korak u probiru je dakle odredivanje razine rizika $to se Cini prikupljanjem
dobrih anamnestickih podataka u dobi od oko 20 godina i nadopunjavanjem istih
minimalno svakih pet godina.

U bolesnika s prosjeCnim rizikom preporu¢a se pocetak probira u dobi od 50
godina, a probir se provodi do vremena kada je oCekivano trajanje Zivota manje od 10
godina. Za vecinu pacijenata razumno je prekinuti probir u dobi od 75-85 godina starosti.
Pacijentima treba objasniti sve prednosti i nedostatke pojedine metode probira te
dogovorno odluciti o metodi, medutim preporuka je ipak koristiti metodu koja vizualizira
sluznicu kolona i omogucuje uzimanje bioptata eventualno promijenjene sluznice (139).

Slijedece metode su opcije za vizualizaciju sluznice u bolesnika s prosjecnim
rizikom za razvoj kolorektalnog karcinoma:

1. kolonoskopija svakih 10 godina
2. CT (computed tomography) kolonografija (virtualna kolonoskopija) svakih 5 godina
3. sigmoidoskopija svakih 5 godina
4. irigografija s dvostrukim kontrastom svakih 5 godina.
U pojedinih bolesnika vizualizacijske metode ne mogu biti ucinjene. U tim
slu¢ajevima koriste se sliedec¢e metode probira:
1. test stolice na okultno krvarenje s gvajakom (guaiac-based fecal occult blood test-
gFOBT)- jednom godi$nje tri uzorka
2. test stolice na okultno krvarenje s imunokemijskim testom (iFOBT)- jednom godisnje 2-

3 uzorka

3. DNA u kompletnom uzorku stolice- interval testiranja jo§ uvijek nije definiran, ali

preporuka je svakih 5 godina

Bolesnici kod kojih je procijenjeni rizik povec¢an su sljededéi:

1. Bolesnici s anamnezom kolorektalnog karcinoma ili adenomatoznog polipa

2. Bolesnici s definiranim sindromom predisponirajuéim za kolorektalni karcinom (npr.
HNPCC, FAP)

3. Jedan ili viSe rodaka u prvom koljenu s kolorektalnim karcinomom

4. Dvaili vise rodaka u drugom koljenu s kolorektalnim karcinomom

5. Upalna bolest crijeva s pankolitisom ili dugotrajna ( >8-10 godina) aktivna bolest.
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U gore navedenim sluCajevima primjenjuju se sljiedeée smijernice, prema

Americkom gastroenteroloSkom drustvu (AGA):

1. Probir €initi kolonoskopijom

2. Ako je u rodaka u prvom koljenu kolorektalni karcinom ili uznapredovali adenom (>1
cm ili displazija visokog stupnja ili vilozna komponenta) otkriven iza 60te godine
Zivota, probir s kolonoskopijom treba zapoceti u dobi od 50 godina i ponavljati
svakih 10 godina

3. Ako je kolorektalni karcinom ili uznapredovali adenom otkriven u rodaka u prvom
koljenu prije 60te godine starosti, ili dva ili viSe rodaka u drugom koljenu imaju
kolorektalni karcinom ili uznapredovali adenom u bilo kojoj Zivotnoj dobi, probir s
kolonoskopijama treba zapoceti u dobi od 40 godina starosti, odnosno 10 godina
ranije od starosti najmladeg dijagnosticiranog rodaka. Kolonoskopiju ponavljati
svakih 5 godina.
U slu€aju da bolesnik u probiru nije siguran u dijagnozu postavljenu u srodnika,

preporuca se protokol probira kao za populaciju uobi¢ajenog rizika (137-139).

1.4.5. Karcinom kolona u upalnim bolestima crijeva

Bolesnici s upalnim bolestima crijeva imaju povecéani rizik razvoja kolorektalnog
karcinoma. Rizik je povezan s trajanjem i ekstenzijom bolesti, a mortalitet od
kolorektalnog karcinoma veci je u populaciji bolesnika s upalnim bolestima crijeva. lako ne
postoje velike kontrolirane studije koje bi dokazale da ucestale kontrole i nadzor nad

takvim bolesnicima smanjenje mortalitet, nadzor se preporuca i provodi (140,141).

1.4.5.1. Epidemiologija

Rizik pojave kolorektalnog karcinoma u bolesnika s ulceroznim kolitisom ovisi o
trajanju i ekstenziji bolesti. Tako bolesnici s pankolitisom imaju znacajno visi rizik koji je
jo§ veci uz istovremeni primarni sklerozirajuéi kolangitis. Najveéi rizik od pojave
kolorektalnog karcinoma, dakle imaju bolesnici s ekstenzijom bolesti do hepatalne
fleksure i proksimalnije, a rizik pocinje rasti nakon trajanja bolesti od 8-10 godina od
poCetka simptoma. ProsjeCna kumulativna incidencija kolorektalnog karcinoma je 5-10%
nakon 20 godina i 12-20% nakon 30 godina trajanja bolesti. Neke studije ne nalaze razlike
u riziku razvoja kolorektalnog karcinoma u oboljelih i u opcoj populaciji, $to se objasnjava
agresivnijim kirurSkim pristupom (proktokolektomija) u oboljelih s loSijim odgovorom na
medikamentoznu terapiju. Neki centri imaju znagajno viSe stope incidencije kolorektalnog
karcinoma, Sto se objadnjava regrutiranjem diferentnijih i «teZih» sluCajeva oboljelih u te
centre. Prema nekim studijama i dob pocetka bolesti je znaajna za porast rizika, tako

poCetak bolesti prije 15 godine Zivota povecava rizik razvoja kolorektalng karcinoma.
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Koli¢ina upalne reakcije i tzv. engl.«backwash ileitis» takoder se spominju kao faktori
rizika razvoja kolorektalnog karcinoma. Kod ljevostranog kolitisa (ekstenzija do lijenalne
fleksure) rizik razvoja kolorektalnog karcinoma povecava se nakon 15-20 godina od
pocetka bolesti, dakle desetak godina kasnije nego u pankolitisu. Bolesnici s ulceroznim
proktitisom i proktosigmoiditisom vjerojatno nemaju povecan rizik razvoja kolorektalnog
karcinoma u odnosu na opéu populaciju. U bolesnika s primarnim sklerozirajuéim
kolangitisom koji se javlja istovremeno s ulceroznim kolitisom, primije¢en je povecani rizik
razvoja kolorektalnog karcinoma i to desnostrano $to sugerira mogucu ulogu Zuénih soli u
onkogenezi (15-17,142).

Dugotrajna Crohn-ova bolest koja involvira kolon, vjerojatno ima usporediv rizik
razvoja kolorektalnog kacinoma kao i ulcerozni kolitis. Vrijeme pojavljivanja je takoder
sliéno, dakle 10-15 godina nakon pocetka bolesti. Rizik je pove¢an u bolesnika kod kojih
je bolest ranije po€ela. Unato¢ povec¢anom riziku, ukupan broj bolesnika s Crohn-ovom
bolesti, kod kojih je rizik povec¢an, zapravo je mali jer mnogi od njih imaju totalnu
kolektomiju u ranom tijeku bolesti zbog upornih simptoma koji ne reagiraju na

medikamentoznu terapiju.

1.4.5.2. Patogeneza
Patogeneza kolorektalnog karcinoma u upalnim bolestima crijeva joS je nejasna,
medutim nekoliko je dokaza koji ukazuju da je patobiologija drugacija nego u sporadi¢nom

kolorektalnom karcinomu (142-145):

1. Srednja dob u kojoj se pojavljuje CRC u IBD je niza nego u sporadicnom CRC- (40-50
godina-nasuprot 60 godina)

2. Displaziji u UC prethodi dugotrajni period kroni¢ne upale i moze je se naéi na mjestima
udaljenim od karcinoma. Suprotno tome displazija u sporadic(hom CRC obiéno je
vezana uz polipe bez upale.

3. Mutacije ras protoonkogena prisutne su u 40-60% sporadi¢nih CRC i vjerojatno se
dogadaju u ranoj fazi onkogeneze dok su u CRC vezanim uz IBD rijetko nadene i
vjerojatno su kasni korak u razvoju karcinoma.

4. LOH p53 gena i src aktivacija javljaju se ranije u karcinomima vezanim uz IBD nego u
sporadicnom CRC. Aktivnost src u UC korelira sa stupnjem displazije.

5. Abnormalnosti p53 lokusa u sporadicnom CRC ne nalaze se u normalnoj
(nedisplasticnoj) sluznici dok se u CRC vezanom uz IBD nalaze klonovi stanica s

LOH p53 i u nedisplasti¢noj sluznici.
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1.4.5.3. Patologija

CRC u upalnim bolestima crijeva mozZe se prezentirati kao polipoidna, nodularna,
ulcerirana i ravna (engl. «plaque-like») lezija. U vecini sluCajeva radi se o
adenokarcnomu, medutim, slabo diferencirani, anaplasti¢ni i mucinozni karcinom ¢es¢i su
uz upalne bolesti crijeva nego kod sporadi¢nog oblika kolorektalnog karcinoma (148,149).

Uz UC CRC je najCesce lociran u rektosigmoidnom kolonu dok je u CD jednoliko
rasporeden u desnom i lijevom kolonu. Uvijek se javlja u podrucjima zahvacenim upalom.
Sinkroni tumori su mnogo ucestaliji vezano uz IBD nego u slu€aju sporadiénog CRC (12

nasuprot 3-5%), a javljaju se u svim dijelovima kolona uklju€ujuci i fistulozne kanale (149).

1.4.5.4. Praéenje i nadzor
Postoji konsenzus da bolesnike s upalnim bolestima crijeva treba pratiti i nadzirati
zbog prevencije razvoja kolorektalnog karcinoma, medutim neslaganja se javljaju oko

intervala pracenja te broja i lokacije biopsija koje bi trebalo uciniti. Pracenje bolesnika s

CD koja zahvaca kolon ne razlikuje se od pracenja bolesnika s UC (150-158).

Opéenito, preporuke su sljedeée :

1. u bolesnika s UC s ekstenzijom proksimalno od lijenalne fleksure i u bolesnika s Crohn
kolitisom, s nadzornim kolonoskopijama trebalo bi zapoceti nakon 9 godina trajanja
bolest i ponavljati ih svake godine.

2. u bolesnika s CD preporuc¢a se kolektomija u slucaju da postoji striktura koju se ne
moze proCi aparatom, radi moguénosti postojanja karcinoma iznad strikture ili
barem pasaza ako bolesnik odbija kolektomiju.

3. u bolesnika s ljevostranim kolitisom, s nadzornim godisnjim kolonoskopijama treba
zapoceti nakon 12 godina trajanja bolesti

4. u bolesnika sa subtotalnom kolektomijom i rezidualnim rektumom, preporuca se
godidnja kontrola rektuma

5. u bolesnika koji imaju bolest lokaliziranu u rektumu, nisu potrebne kontrole

6. u bolesnika s pouchom, endoskopska kontrola se preporu¢a svake dvije godine, u

slu¢aju tesSke atrofije sluznice potrebno je uciniti kontrolni pregled svake godine.
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1.5. DNA topoizomeraza

1.5.1. Definicija

DNA topoizomeraze su ubikvitarni enzimi koji imaju kljuénu ulogu u odrzavanju
topologije DNA. One reguliraju stvaranje i raspletanje superzavoja DNA ¢ineci privremene
rezove u dvostrukoj uzvojnici, a genetski integritet odrzava se stvaranjem kovalentnih
veza izmedu aktivnog mjesta enzima i fosfatnih skupina DNA tijekom reakcije cijepanja.
Te su kovalentne veze osnovna znacajka svih DNA topoizomeraza (34,159,160).

Stanice sadrze kod za dvije klase topoizomeraza koje se razlikuju prema svojim
katalitickim mehanizmima. Topoizomeraza | djeluje stvarajuéi privremene rezove u
jednom lancu dvolanCane DNA i glavna joj je uloga odrZavanje integriteta genoma.
Topoizomeraze |l stvaraju privremene rezove u oba lanca dvostruke DNA uzvojnice te
time omogucuju rekombinaciju DNA, separaciju kromosoma te odrzavanje strukture

kromosoma, kondenzaciju i dekondenzaciju (159,160).

1.5.2. Tip Il topoizomeraza

Dok kod nizih eukariota nalazimo samo jedan tip topoizomeraze Il u kraljeZnjaka
razlikujemo dva tipa, topoizomerazu lla i topozomerazu IIB. lako ti enzimi imaju visok
stupanj podudarnosti aminokiselinske sekvence, oko 70%, razlikuju se molekularnom
masom i kodirani su razli€itim genima. Takoder imaju razli¢iti uzorak ekspresije i razli€itu
fiziolodku funkciju.

DNA topoizomeraza lla kljuéna je za prezivljavanje rastuce stanice. Koncentracija
enzima znacajno se povecava u proliferacijskom ciklusu i doseZe maksimalnu vrijednost u
G2/M fazi stani¢nog ciklusa. Tijekom procesa mitoze nalazimo je u replikacijskoj viljusci i
tijekom cijelog procesa mitoze Cvrsto je vezana uz kromosome. Dakle smatra se da
topoizomeraza lla, zbog svoje sposobnosti cijepanja dvostruke uzvojnice DNA, sudjeluje
u replikaciji DNA i segregaciji kromosoma, $to su procesi klju€ni za rast i razvoj stanice
(160,161).

FizioloSka funkcija topoizomeraze I nije do kraja definirana, njena je ekspresija
nevezana uz proliferacijski ciklus stanice i ona se odvaja od kromosoma tijekom mitoze.
Poznato je da ne moze nadoknaditi nedostatak topoizomeraze lla i iako se CEini
nepotrebnom na stani¢noj razini ustanovljeno je da je potrebna za normalan neuralni
razvoj u miSeva (159,160).

lako kljuéne za diobu i rast stanice, topoizomeraze su takoder i genotoksicni
enzimi. Naime kompleks topoizomeraza II- DNA (cleavage complex) je privremeno stanje,
ali klju€no za obavljanje funkcije topoizomeraze. Ako je koncentracija kompleksa preniska
(npr. zbog nedovoljne koli€ine enzima) onemogucena je segregacija kromosoma i

mogucénost zavrSetka mitoze. Poveéana pak koncentracija kompleksa moze dovesti do
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smrti stanice apoptozom, ali i do preZivljavanja stanice sa znacajnim kromosomskim

translokacijama $to pak dovodi do pojave malignih stanica (159,160-163).

1.5.3. Dijagnosticko znaéenje DNA Topoizomeraze Ill-a

S obzirom na ranije navedenu ulogu topoizomeraze lla u procesu dijeljenja
stanice te pojacanu ekspresiju u G2/M fazi stani¢nog ciklusa, imunohistokemijsko bojanje
na topoizomerazu lla moglo bi se koristiti kao marker maligne proliferacije stanice. Malo je
podataka o navedenoj upotrebi topoizomeraze lla (162,164). U literaturi su dostupni
podaci za upotrebu topoizomeraze lla kao proliferacijskog indeksa kod intraepitelne
neoplazije prostate i karcinoma prostate te u malignim bolestima dojke, cerviksa uterusa,
plu¢a, kolona te non- Hodgkin limfomu. Razina ekspresije topoizomeraze lla, prema
navedenim radovima, dobro korelira s patohistoloski utvrdenim stupnjem displazije u

pojedinoj leziji $to bi mogao biti dobar pokazatelj maligne alteracije tkiva (36,37,163-172).

1.6. DNA protoc¢na citometrija

ProtoCna citometrija je metoda multiparametrijske analize pojedinacne stanice, a
koristi se za razli¢ite indikacije: imnofenotipizaciju, analizu ploidije, brojanje stanica i sl.
Analiza se provodi prolaskom tisuéa stanica u sekundi kroz lasersku zraku i hvatanjem
odbijenog svjetla, od svake stanice, pri prolasku. Prikuplieni podaci softverski se
analiziraju, a dobiveni podaci o karakteristikama stanica kao veli¢ina, grada, fenotip i sl.
izrazavaju se u obliku histograma. Osnovni dijelovi proto¢nog citometra su:
1. protoCni sistem koji predoCuje ispitivane stanice do toCke ispitivanja, a ujedno

odstranjuje zagadenja u uzorku

laseri kao izvor svjetlosne zrake,
opti¢ki sustav koji prikuplja i usmjerava odbijene zrake

detektori koji prihvacaju svjetlosne zrake

o &~ 0N

periferni kompjuterski sistem koji pretvara signale iz detektora u digitalne podatke i
provodi analizu podataka.

U vedini sluCajeva citometar ¢e prepoznati stanice veli€ine 1-15um, iako je uz odredene

modifikacije sistema moguce prepoznati i stanice izvan tih parametara. Shematski prikaz

citometra prikazuje slika 3.
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SLIKA 3. Shematski prikaz protoénog citometra FACSCalibur-BektonDickson

Upotrebom fluorescentnih boja (uobicajeno vezanih na antitijela koja se vezu za
odredeni dio stanice) poveéava se koli€ina informacija koju mozemo dobiti proto¢nom
citometrijom. Danas su u upotrebi protoCni citometri koji mogu istovremeno analizirati do
18 boja, iako se uobiajeno barata s 4-5 boja istovremeno.

U analizi podataka koristila se DNA proto¢na citometrija. Za razliku od fluorokroma
vezanih za antitijela, koji fluoresciraju nakon svjetlosnog podrazaja, bez obzira da i su
vezani za stanicu ili ne, fluorescentne boje koje se koriste za DNA analizu proto¢nim
citometrom, fluoresciraju samo kada su vezane za ciljnu molekulu tj. DNA. To znaéi da
nije potrebno ispiranje uzorka nakon dodavanja boje, jer suviSak boje nece fluorescirati u
pozadini, ako nije vezan za molekulu DNA. Najvise upotrebljavan DNA fluorokrom je
propidij jodid koji se veze interkalacijom za dvostruku zavojnicu, i DNA i RNA). Pozitivha
karakteristika je da apsorbira svjetlost 488nm valne duzine pa se moze Koristiti s
argonskim laserom niske snage (uz dodatak RNAze da se ukloni prisutnost dvostruke
uzvojnice RNA), medutim negativna je karakteristika da ne penetrira intaktnu stanic¢nu
membranu, koja se dakle mora permeabilizirati dodatkom deterdZenta ili alkohola.

Kao $to je ranije reCeno podaci dobiveni protoénom citometrijom izrazavaju se u
obliku histograma (slika 4.). U slu¢aju DNA protoCne citometrije, podatak od interesa je

dakle koli¢ina DNA u stanicama odnosno ploidija stanica. Osnovna je pretpostavka da sve
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,zdrave® stanice organizma imaju jednaku koli€¢inu DNA Sto bi znaCilo da na histogramu
oCekujemo samo jedan Siljak, dakle sve, odnosno velika vecina, analiziranih stanica su
euploidne ili normalno diploidne. Dodatni Siljak ukazuje na aneuploidiju, odnosno
neadekvatnu koli¢inu DNA u stanicama. Ta koli¢ina mozZe ukazivati na hiper ili hipoploidiju
stanica. Iz do sada navedenog, nazire se prvi nedostatak ove metode analize DNA, a to je
nemogucnost metode da detektira promjene DNA koje nisu vezane samo za koli€inu
genetskog materijala, ve¢ za strukturne promjene kromosoma, kao $to se translokacije pa
Cak i delecije. Naime svaka promjena manja od 3-5% ukupne koli¢ine DNA sadrzaja ne
moze se detektirati ovom metodom.

Druga zamka metode je tzv. koeficijent varijacije (CV), koji se odnosi na Sirinu
Silijka. Teoretski, obzirom da sve stanice sadrze jednaku koli¢inu DNA Siljak bi trebao imati
Sirinu jednog kanala (valne duzine reflektirane svjetlosti), medutim u praksi je to odredeni
raspon kanala. Dakle CV je zapravo mijera Sirine Siljka i dogovorno ona bi morala biti
unutar 3-8% u usporedbi s kontrolom. Sva mjerenja kojima je Sirina Siljka viSe od 8% Sira
od kontrole ne smatraju se dobrima, a mogu biti posljedica djelomiéno uniStenog
materijala, nepravilnog toka stanica npr. zbog zacepljenja kanala, fluktuirajuée laserske
zrake, prebrzog toka materijala kroz zraku i kona¢no zbog abnormalnih stanica sa
sadrZzajem DNA vrlo blizu normalnom sadrzaju. Klju€no je stoga da je osoba koja provodi
analizu vi¢na provodenju analize i postizanju uskog CV u kontrolnom uzorku.

Sljedeci problem u interpretaciji je tetraploidni Siljak koji mozemo nadéi i u sasvim
urednom uzorku, naime i u odredenoj fazi diobenog ciklusa stanica prolazi tetraploidnu
fazu (fazu s dvostrukom koli¢inom DNA), a isto tako tumorske stanice mogu imati skoro
dvostruku odnosno tetraploidnu koli¢inu DNA. Pretpostavlija se da oko 10% stanica u
uzorku moze biti u fazi ciklusa s dvostrukom koli¢inom DNA, odnosno da je doSlo do
sljepljivanja stanica koje su onda prepoznate kao jedna Cestica. Zbog navedenoga samo
uzorak sa 4C Sillkom, odnosno tetraploidnim Siljkom koji sadrzi vise od 10% ukupnog
broja izbrojenih jezgara, smatrat ¢e se patoloskim nalazom, odnosno aneuploidnim
uzorkom (slika 5.).

Konaéni histogram dobiven analizom uzorka tkiva zapravo je preslika postotaka
stanica u pojedinoj fazi stani¢nog ciklusa. Korelaciju stani¢nog ciklusa i histograma

prikazuje slika 6.
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DNA histogram- shematski prikaz

GG, Gy-M

Broj dogadaja

Intenzitet fluorescencije

SLIKA 4. Shematski prikaz histograma

.........

SLIKA 5. Shematski prikaz histograma: a) dipolidnog b) jasno aneuploidnog

c¢) aneuploidnog uzorka s povec¢anim postotkom 4N frakcije

SLIKA 6. Shematski prikaz korelacije stani€nog ciklusa i histograma
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2. HIPOTEZA

Hipoteza ovog rada je da upotreba dodatnih metoda (citolodki otisak, DNA
proto¢na citometrija i odredivanje ekspresije topoizomeraze Ila imunohistokemijskim
bojanjem s anti-topoizomeraza lla protutijelom) mozZze omoguciti lakSe razlikovanje stupnja
displazije epitela ili zlocudnu transformaciju u upalnim bolestima (IBD) i adenomima

debelog crijeva u odnosu na zlatni standard (histologija).
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3. CILJ RADA

Prema navedenoj hipotezi cilj ovog istrazivanja je:

. usporediti nalaz citoloSkog otiska i patohistoloSke analize u bolesnika s upalnom
bolesti debelog crijeva, adenomima i kolorektalnim karcinomom (utvrditi
pouzdanost citoloSke analize bioptickog materijala sluznice debelog crijeva
metodom preparata otiska)

. usporediti nalaz kvantifikacije DNA proto¢nom citometrijom kod adenoma s displazijom
niskog i visokog stupnja, adenokarcinoma i u uzorcima upalnih bolesti debelog
crijeva (utvrditi stupanj displazije u upalnim bolestima)

. usporediti nalaz ekspresije topoizomeraze Il-a u uzorcima adenoma s displazijom
niskog i visokog stupnja, adenokarcinoma i u uzorcima upalnih bolesti debelog
crijeva

. utvrditi moguénost procjene stupnja displazije epitela citologijom otiska, kvantifikacijom
DNA proto¢nom citometrijom i ekspresijom topoizomeraze Il-a kod adenoma i u
biopsijama upalnih bolesti debelog crijeva u usporedbi s histolodkim nalazom

. utvrditi stupanj ekspresije topoizomeraze Il-a i DNA kvantifikacije u uzorcima
adenokarcinoma i usporediti ih s istim znaCajkama u displaziji visokog i niskog
stupnja u uzorcima adenoma debelog crijeva

. utvrditi stupanj ekspresije topoizomeraze ll-a i DNA kvantifikacije u uzorcima upalnih
bolesti debelog crijeva s displazijom epitela niskog i visokog stupnja i usporediti ih
s istim zna€ajkama u adenomima s displazijom epitela niskog i visokog stupnja

. utvrditi korelaciju broja stanica u S-fazi stani€nog ciklusa odredene DNA protocnom
citometrijom i ekspresije topoizomeraze ll-alfa u uzorcima nedefinirane ili

vjerojatno upalne displazije kod bolesnika s upalnim bolestima debelog crijeva
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4. MATERIJAL | METODE

IstraZzivanje je obuhvatilo 192 bolesnika kod kojih je bilo potrebno uciniti
kolonoskopiju s uzimanjem bioptickog materijala pod sumnjom da se radi o0 adenomu,
zlocudnom tumoru ili upalnoj bolesti debelog crijeva. Indikaciju za pretragu postavio je
lije€nik ordinarius, a pretragu provodio lije€nik gastroenterolog. Od svakog bolesnika
uzete su biopsije sa suspektnih podrucja prema pravilima gastroenterolo$ke struke, dakle
indikaciju za biopsiju i broj potrebnih uzoraka odredivao je lije€nik gastroenterolog tijekom
pregleda.

4.1. Citoloska i patohistoloSka analiza

Od svakog uzorka tkiva uzetog biopsijom (3-5 po bolesniku) najprije je ucinjen
preparat otiska (slika 7.), a ostatak materijala je fiksiran u 10% puferiranom formalinu za
patohistoloSki pregled. Preparat otiska suSen je na zraku, bojen metodom po May-
Grunwald-Giemsi (MGG) i analiziran svjetlosnim mikroskopom. CitoloSke dijagnoze
rasporedene su u skupine: 1. normalne stanice, 2. displazija epitela, 3. suspektno na
karcinom/karcinom (slike 8-9), 4. Upala (slike 10-11) 5. nedostatan materijal/nema

elemenata za analizu.

s~

SLIKA 7. Makroskopski izgled adekvatno u€injenog preparata otiska na staklo

obojanog MGG metodom

Biopti¢ki materijal je nakon fiksacije u formalinu uklapan u parafin, rezan u rezove

debljine 3-4 ym, bojen hemalaun-eozinom (HE) i analiziran svjetlosnim mikroskopom.
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Konacna patohistoloSka dijagnoza postavljena je na temelju pregledanih svih ucinjenih
preparata po pojedinom ispitaniku (engl. «pool sample»).
Na temelju patohistolodke dijagnoze, koja se smatra zlatnim standardom, uzorci su
rasporedeni u skupine:
1. uredan nalaz — normalna sluznica debelog crijeva
2. upalna bolest debelog crijeva:
a) nedefinirana slika (slika 12)
b) Crohnova bolest (slika 13)
c) ulcerozni kolitis (slika 14)
3. adenom:
a) tubularni adenom (slika 15)
b) vilozni adenom (slika 16)
c¢) tubulovilozni adenom
4. karcinom (slika 17).
Za svaku pojedinu dijagnozu, osim karcinoma i uredne sluznice, odredivan je
stupanj displazije u uzorku: 0. nema displazije, 1. displazija niskog stupnja, 2. displazija
visokog stupnja. Za dijagnozu karcinoma odredivan je gradus: 1. dobro diferencirani, 2.

slabo diferencirani, prema pravilima ku¢e u kojoj je radena analiza, a u skladu sa

preporukama AJCC (engl. American Joint Committee on Cancer) (173).

SLIKA 8. Karcinom kolona, citoloSka slika, MGG x1000
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SLIKA 9. Karcinom kolona, citoloSka slika, MGG x1000

SLIKA 10. Upala, citoloska slika, MGG x1000

SLIKA 11.  Upala, citoloSka slika, MGG x1000
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SLIKA 12. Upalna bolest crijeva, nedefinirana, patohistolo$ka slika, HE x200

SLIKA 13. Crohnova bolest, patohistoloska slika, HE x200

SLIKA 14. Ulcerozni kolitis, patohistoloska slika, HE x200
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SLIKA 15.  Tubularni adenom s displazijom epitela niskog stupnja, HE x200.
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SLIKA16.  Vilozni adenom s displazijom epitela visokog stupnja, HE x200

SLIKA 17. Karcinom kolona, patohistoloSka slika, HE x200
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4.2. Protoc¢na citometrija

Za protoCnu citometriju upotrijebljeni su parafinski blokovi od kojih su prije u€injeni
preparati za patohistolosku i imunohistokemijsku analizu. Iz parafinskih blokova rezana su
3-4 reza debljine 10 ym. Tkivo je deparafinirano metodom po Hedley-u i to inkubacijom
rezova u ksilenu na sobnoj temperaturi, a zatim rehidrirano u seriji padajucih koncentracija
etanola i ispiranjem u destiliranoj vodi. Nakon toga tkivo je inkubirano u 0,5% pepsinu u
vodenoj kupelji na 37°C. Stanice su nakon toga filtrirane kroz mikronski filter, obradene
RNAzom, a izolirane jezgre bojene propidijevim jodidom. Dobivena suspenzija obiljezenih
stanica analizirana je FACSCalibur proto¢nim citometrom, a rezultati prikazani u obliku
histograma. Prikazan je broj stanica u pojedinoj fazi stani¢nog ciklusa (G0/G1, S-faza,
G2/M), te ploidija analiziranih stanica (euploidija, diploidija, poliploidija).

Slika 18. prikazuje histograme diploidnih uzoraka, a slika 19. prikazuje histograme

aneuploidnih uzoraka.

SLIKA 18. Histogrami dipolidnih uzoraka
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Analiza sadrzaja DNA protocnim citometrom

SLIKA 19. Histogrami aneuploidnih uzorka

4.3. Imunohistokemijsko bojanje

Parafinski blokovi rezani su u rezove debljine 4-5 mikrometara, bojani
imunohistokemijski s anti-topoizomeraza IlI-a protutijelom (Novocastra, UK) u razrjedenju
1:100, standardnom imunoperoksidaza avidin-biotin metodom koristeéi stroj za
automatsko bojenje (TechMate, Dako, Glostrup, Danska) koji koristi kapilarnu aktivnost.
Reakcija bojenja vizualizirana je 3,3 -Diaminobenzidinom (DAB, Dako). Obojeni preparati
analizirani su svjetlosnim mikroskopom. Pozitivha reakcija je nuklearno bojenje stanica.
Brojen je broj pozitivnih jezgara stanica na 100 izbrojenih stanica, a rezultati su prikazani
kao postotak (%) pozitivnih stanica. Rezultati su grupirani kako slijedi: a) negativan nalaz
(nema bojenja ili manje od 25% pozitivnih stanica), b) slabo pozitivan (25-50% pozitivnih
stanica), ¢) umjereno pozitivan (51-75% pozitivnih stanica), d) jako pozitivan (viSe od 75%
pozitivnih stanica). Kao pozitivna kontrola bojenja koristeni su uzorci tkiva koji pokazuju
ekspresiju topoizomeraze ll-a (tkivo tonzile); negativna kontrola bili su uzorci tkiva bojeni

bez primarnog protutijela (Slike 20-22).
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SLIKA 20. Imunohistokemjsko bojanje s anti-topoizomeraza lla antitijelom u upalnoj
bolesti crijeva pokazuje razliku izmedu uredne sluznice i sluznice s nesigurnom

displazijom. Pozadinsko bojanje HE, x200

SLIKA 21. Imunohistokemijsko bojanje s anti-topoizomeraza Illa antitijelom u
karcinomu kolona. Prisutan je visoki stupanj bojanja jezgri u tkivu karcinoma. Pozadinsko
bojanje HE, x400

SLIKA 22. Imunohistokemijsko bojanje s anti-topoizomeraza Illa antitjelom u
vilotubularnom adenomu s niskim stupnjem displazije epitela (umjereno nuklearno

bojanje). Pozadinsko bojanje HE, x300
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5. REZULTATI

U ovom radu, preteziti dio varijabli koje odredujemo odredenim dijagnostickim
postupkom su kategoric¢ke (kvalitativne) varijable koje mogu biti podijeljene u dvije ili vise
razina (dihotomne, politomne). Statistickom analizom ispitan je medusobni odnos
kategori¢kih varijabli koje su predstavljene RxC (najé¢esée 2x2) tablicom kontingencije, §to
odgovara procjeni stupnja njihove povezanosti. To je primijenjeno i u sluajevima kada bi
egzaktno rjeSenje zadacCe zahtijevalo odredivanje stupnja korelacije izmedu jedne
politomne i jedne kontinuirane varijable (primjerice: stupanj ekspresije topoizomeraze), pri
¢emu je kontinuirana varijabla kategorizirana u nekoliko intervalnih raspona.

Deskriptivnom statistikom izraCunati su statistiCki parametri koji opisuju statisticki
skup uzoraka (bolesnika): frekvencija, eventualno prosje¢na vrijednost, t¢ minimalna i
maksimalna vrijednost.

Povezanost kategoriCkih varijabli odredena je Fisherovim testom, te
izradunavanjem hi-kvadrat (x®) vrijednosti. Buduéi da je u veéini sludajeva brojnost
elemenata u standardnoj 2x2 tablici bila malena, primijenjena je Yates-ova korekcija.
Razina znacajnosti je p< 0,05.

Potrebna statisticka izraCunavanja izvrSena su koriStenjem standardnig statisti¢kog
programa SPSS 15.0 (SPSS Inc., Chicago. IL, USA) (174,175).

5.1. Rezultati deskriptivne statistike

U ispitivanom uzorku od 192 bolesnika bilo je 73 (38%) Zene i 119 muskaraca
(62%) muskaraca. Ispitanici su bili u dobi od 15 do 87 godina, a najviSe ispitanika bilo je u
dobnoj skupini 61-70 godina starosti (Slika 23.).
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SLIKA 23. Distribucija ispitanika po dobnim skupinama

Na temelju patohistolodke dijagnoze (zlatni standard), analizirani uzorci su

rasporedeni u skupine: 1. uredan nalaz — normalna sluznica debelog crijeva, 2. upalna
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bolest debelog crijeva (IBD, engl. inflammatory bowel disease), 3. adenom i 4. karcinom.
U tablici 4. prikazana je raspodjela ispitanika po spolu i dobi u pojedinim skupinama
dijagnoza. U skupini bolesnika s nalazom uredne sluznice biopsije kolona bilo je 12 Zena i
15 muskaraca, prosje¢ne dobi 52,4 odnosno 57,9 godina. U skupini s nalazom upalnih
bolesti bile su 24 Zene prosjeéne dobi 45,6 godina i 25 muskaraca prosjeCne dobi 38,8
godina, dok je u skupini s dijagnozom adenoma bilo 23 Zene i 45 muskaraca prosjecne
dobi 60,2 odnosno 63,2 godine. Karcinom je dijagnosticiran u 14 Zena i 34 muskarca

prosjecne dobi 67,8 odnosno 65,3 godine.

TABLICA 4. Prikaz skupina ispitanika po dobi i spolu

PHD Zene Muskarci
Prosjecna Dobni ProsjeCna Dobni
N dob raspon N dob raspon
(godine) (godine) (godine) (godine)

Uredna
12 52,4 15-69 15 57,9 27-75

sluznica
IBD 24 45,6 17-76 25 38,8 18-79
Adenom 23 60,2 27-79 45 63,2 42-84
Karcinom | 14 67,8 39-87 34 65,3 40-83

PHD- patohistoloSka dijagnoza, IBD- upalna bolest crijeva

Mann-Whitney testom potvrdeno je da ne postoji statisticki znacajna razlika dobi
muskih i Zenskih ispitanika unutar skupine pojedinih patohistoloskih dijagnoza, kao i za
sve ispitanike (bez obzira na patohistoloSku dijagnozu), (p>0,05).

Nadalje, pojedine skupine dijagnoza podijelijene su u podskupine, pa je tako
analizirana distribucija uzoraka definiranih kao upala na: nedefiniranu upalnu bolest
crijeva, ulcerozni kolitis i Crohn-ovu bolest, dok su adenomi razvrstani u tubularne,
vilotubularne i vilozne adenome. U uzorcima dijagnosticiranim kao karcinom odreden je

stupanj diferencijacije u dobro diferencirani (gradus 1) i slabo diferencirani ( gradus 2).
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TABLICA 5. Nalazi patohistoloSke analize HE obojanih uzoraka

UREDNA
PHD IBD ADENOM | KARCINOM | UKUPNO

SLUZNICA

ND |UC |[CD |TB | VT |V | GR1 | GR2

BROJ 27 11 |29 |9 |42 |5 |21 |44 |4

27 49 68 48 192
UKUPNO

(14,06%) | (25,52%) (35,42%) (25,00%) (100%)

PHD - patohistoloSka dijagnoza (HE bojani preparati), IBD- upalna bolest crijeva, ND- nedefinirana upalna bolest crijeva,
UC — ulcerozni kolitis, CD - Crohn-ova bolest, TB - tubularni adenom, VT - vilotubularni adenom V- vilozni adenom, GR1-2 -

gradus 1-2 diferenciranosti tumora

Kao $to je prikazano u tablici 5. ukupno je analizirano 192 uzorka, a uredan nalaz
sluznice debelog crijeva opisan je u 27 ispitanika (14%), dijagnoza upalne bolesti crijeva
postavljena je u 49 ispitanika (25,5%), dijagnoza adenoma postavljena je u 68 ispitanika
(35,5%) i dijagnoza karcinoma kolona u 48 ispitanika (25%). Za dijagnozu karcinoma
odredivan je stupanj diferenciranosti (gradus). Od ukupnog broja karcinoma 44 (93,6%) je
bilo dobro diferencirano (gradus 1) i 4 (6,4%) slabo diferencirano (gradus 2).

Za svaki pojedini uzorak dijagnosticiran kao upala ili adenom, odredivan je stupanj
displazije prema patohistoloskim kriterijima, uzorci su definirani kao 0-bez displazije, 1-

displazija niskog stupnja i 2-displazija visokog stupnja. Podaci su prikazani u tablici 6.

TABLICA 6. Stupanj displazie uz PH dijagnozu upalne bolesti crijeva odnosno

adenoma
PATOHISTOLOSKA DIJAGNOZA
IBD ADENOM UKUPNO
STUPANJ
DO D1 D2 DO D1 D2
DISPLAZIJE
43 6 0 0 53 15
UKUPNO
49 68 117

IBD- upalna bolest crijeva, DO- bez displazije, D1- displazija niskog stupnja , D2- displazija visokog stupnja
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Distribucija uzoraka nakon citolodke analize materijala preparata otisaka na staklo,
bojanih MGG metodom, razvrstanih prema prethodno navedenim skupinama dijagnoza 1-
5. normalne stanice, displazija epitela, suspektno na karcinom/karcinom, upala,
nedostatan materijal/nema elemenata za analizu, prikazana je u tablici 7. Citoloski je
analizirano ukupno 147 uzoraka, od &ega je 141 uzorak bio adekvatan za daljnje analize,
obzirom da u 6 uzoraka na staklu, nakon ucinjenog otiska nije bilo materijala za citoloSku

analizu.

TABLICA 7. Nalazi citolodke analize MGG bojanih preparata otiska na staklo

UREDNA

CIT.DG UPALA | DISPLAZIJA | KARCINOM NM UK
SLUZNICA

BR 53 17 37 34 6 147
36,05% 11,56% | 25,17% 23,12% 4,08% | 100%

CIT.DG - citoloSka dijagnoza (MGG bojani preparati), NM — nema materijala za analizu, BR — broj uzoraka, UK — ukupno

Od ukupno citoloSki analiziranih 147 uzoraka, 53 su dijagnosticirana kao uredan
nalaz, u 17 uzoraka postavljena je dijagnoza upale, a u 37 uzoraka dijagnoza displazije.
Karcinom je dijagnosticiran u 34 uzoraka.

Za svaki patohistoloski analizirani uzorak, odredena je i ekspresija topoizomeraze
lla. Uzorci su podijeljeni u skupine ovisnio o postotku obojanih stanica: a) negativan nalaz
(nema bojenja ili manje od 25% pozitivnih stanica), b) slabo pozitivan (25-50% pozitivnih
stanica), c) umjereno pozitivan (51-75% pozitivnih stanica), d) jako pozitivan (vise od 75%

pozitivnih stanica).

TABLICA 8. Distribucija uzoraka s razli¢itim stupnjem ekspresije topoizomeraze lla

ovisno o patohistoloskoj dijagnozi

PATOHISTOLOSKA DIJAGNOZA
EKSPRESIJA UREDNA IBD ADENOM | KARCINOM UKUPNO
TOPOIZOMERAZE SLUZNICA
lla
<25% 27 17 11 0 55
25-50% 0 30 43 0 73
51-75% 0 2 12 12 26
>75% 0 0 2 36 38
UKUPNO 27 49 68 48 192

IBD- upalna bolest crijeva
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Iz tablice 8. mozZe se izdvojiti podatak da nisu nadeni uzorci sa urednom sluznicom
i ekspresijom topoizomeraze lla viSom od 25%, kao $to nije naden niti jedan uzorak s
dijagnozom karcinoma i ekspresijom topoizomeraze Ila manjom od 51%.

U tablici 9. prikazana je distribucija uzoraka ovisno u stupnju ekspresije
topoizomeraze lla i stupnju displazije u uzorku. Iz tablice je razvidno da u analiziranom

materijalu nedostaje uzoraka s dijagnozom upale i visokim stupnjem displazije.

TABLICA 9. Distribucija uzoraka ovisno o stupnju ekspresije topoizomeraze lla i stupnju

displazije u uzorcima s patohistoloSkom dijagnozom upale ili adenoma

PATOHISTOLOSKA DIJAGNOZA
EKSPRESIJA
TOPOIZOMERAZE lla 8D ADENOM UKUPNO
DO D1 D2 DO D1 D2

<25% 16 1 0 0 10 1 28
25-50% 26 4 0 0 39 4 73
51-75% 1 1 0 0 8 14
>75% 0 0 0 0 2 2

UKUPNO 49 68 117

IBD- upalna bolest crijeva, DO — bez displazije, D1 — displazija niskog stupnja, D2 - displazija visokog stupnja

DNA protonom citometrijom odredena je ploidija uzoraka za koje je bilo dovoljno
materijala u parafinskom bloku. Obzirom da se analiza radi na bioptiCkom materijalu,
jedan od ograni¢avajuéih faktora je veli€ina uzorka, stoga u dva sluéaja, odnosno 1%
ispitanika/uzoraka nije bilo dovoljno materijala za protoénu citometriju.

Ukupno je bilo 145 (76,32%) diploidnih i 45 (23,68%) aneuploidnih uzoraka.
Raspodjelu ploidije ovisno o patohistoloSkoj dijagnozi prikazuje tablica 10. |z tablice je
razvidno da nije naden niti jedan uzorak dijagnosticiran kao uredna sluznica, a koji bi
istovremeno bio aneuploidan. Takoder nije bilo aneuploidnih uzoraka u skupini
dijagnosticiranoj kao upala. Jedan dio objasnjenja za to svakako je u Cinjenici da nije bilo

uzoraka sa visokim stupnjem displazije uz upalu.
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TABLICA 10. Distribucija diploidnih i aneuploidnih uzoraka ovisno o patohistoloskoj

dijagnozi
PATOHISTOLOSKA DIJAGNOZA
UREDNA
PLOIDIJA IBD ADENOM | KARCINOM | Ukupno
SLUZNICA
DIPLOIDAN
26 49 61 9 145
UZORAK
ANEUPLOIDAN
0 0 6 39 45
UZORAK
Ukupno 26 49 67 48 190

IBD- upalna bolest crijeva

Jo$ jedan ograniCavajuci tehnicki detalj pojavio se tijekom izvodenja DNA protocne
citometrije te je za samo 86 uzoraka (44,7%) uCinjena analiza i dobiven podatak o S fazi
ciklusa, dok je za ostali materijal odredena samo ploidija uzorka. Stoga je statisticka
analiza korelacije S faze i histokemijske ekspresije topoizomeraze lla ucinjena na uzorku

s dostupnim podacima.

5.2. Rezultati statistiCcke analize vrijednosti dodatne dijagnosticke metode u

procjeni stupnja displazije sluznice debelog crijeva

5.2.1.Analiza vrijednosti citoloSke analize biopticCkog uzorka debelog

crijeva

Od ukupno 192 uzorka, citoloSka analiza provedena je na 147 uzoraka, a za
usporedbu metoda adekvatan je bio 141 uzorak. U preostalih 6 uzoraka nedostajalo je
materijala za citoloSku analizu, dakle nije bilo stani€nog materijala u otisku na staklo, pa
su ti uzorci izostavljeni iz statisticke obrade. Tablica 11. pokazuje distribuciju uzoraka
prema citoloskoj i patohistoloskoj dijagnozi.

Usporedbom metoda u dijagnosticiranju urednog nalaza sluznice primjenom %2
testa rezultati su sljedeci: xz = 8,818, p = 0,003, koeficijent korelacije = 0,239. Ostali
parametri usporedbe ovih dviju metoda - osjetljivost = 0,6296, specificnost = 0,6975,
pozitivna prediktivna vrijednost = 0,3207, negativna prediktivna vrijednost = 0,8925.

Usporedbom metoda u dijagnosticiranju upalnih bolesti crijeva dobiju se sljedeéi

rezultati: xz = 24,885, p < 0,0001, koeficijent korelacije = 0,387,0sjetljivost = 0,6818,
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specificnost = 0,8403, pozitivha prediktivha vrijednost = 0,4412, negativha prediktivha
vrijednost = 0,9346

TABLICA 11. Distribucija uzoraka ovisno o patohistoloskoj i citoloSkoj dijagnozi

CITOLOSKI
istoosks | UREDNA | DISPLASTICNI | KARCINOM/ »
upno
SLUZNICA EPITEL/ADENOM | SUMNJANA P
KARCINOM

UREDNA
17 7 2 1 27

SLUZNICA
UPALA 1 15 3 3 22
ADENOM 34 11 11 10 66
KARCINOM 1 1 1 23 26
Ukupno 53 34 17 37 141

Usporedbom histoloski i citoloski postavljenje dijagnoze karcinoma sluznice
debelog crijeva utvrdeno je da postoji statisticki znaajna povezanost dviju metoda na
razini znacajnosti p<0,0001, uz koeficijent korelacije 0,575. Osjetljivost ispitivane metode
(citolodke analize) je 0,8077, a specificnost 0,9558 uz pozitivhu i negativhu prediktivhu
vrijednost 0,7500 odnosno 0,9558. (Tablica 12.)

Gore navedena analiza odnosi se na situaciju kada je citoloSka dijagnoza bila
karcinom, dakle za 28 uzoraka. Medutim, u jo§ 9 uzoraka postavijena je dijagnoza
displazija visokog stupnja/temeljita sumnja na karcinom. Kada se i ti uzorci pribroje
citoloskoj dijagnozi karcinom, radi se o ukupno 37 uzoraka dijagnosticiranih kao karcinom
(Tablica 11.). Usporedbom tih podataka takoder se dobije statistiCki znaCajna povezanost
dviju metoda, uz osjetljivost 0,8846 i specificnost 0,8783 metode (citologije). Pozitivha

prediktivna vrijednost je 0,6216 dok je negativna prediktivha vrijednost 0,97.
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TABLICA 12. Podudarnost citoloSke i histoloSke analize u dijagnosticiranju karcinoma

debelog crijeva

Citoloski dijagnoza Citoloski dijagnoza
Ukupno
karcinom nije karcinom
Histoloski dijagnoza
21 5 26
karcinom
Histoloski dijagnoza
7 108 115
nije karcinom
Ukupno 28 113 141
Vrijednost 7 69,699
Vjerojatnost p <0,0001
Koeficijent kontingencije 0,575
Osjetljivost 0,8077
Specifiénost 0,9391
Pozitivna prediktivna vrijednost 0,7500
Negativna prediktivna vrijednost 0,9558

5.2.2. Analiza vrijednosti odredivanja ekspresije topoizomeraze lla

Ekspresija topoizomeraze lla odredivana je za sve patohistoloski analizirane
uzorke. Rezultati su grupirani u Cetiri kategorije: a) negativan nalaz (nema bojenja ili
manje od 25% pozitivnih stanica), b) slabo pozitivan (25-50% pozitivnih stanica), c)
umjereno pozitivan (51-75% pozitivnih stanica), d) jako pozitivan (viSe od 75% pozitivnih
stanica).

Tablica 13. prikazuje distribuciju uzoraka u Cetiri osnovne patohistoloske dijagnoze
u ovisnosti o ekspresiji topoizomeraze lla. Na tom uzorku ucinjena je analiza povezanosti
ekspresije topoizomeraze i pojedine patohistoloske dijagnoze.

Postoji statisti¢ki znacajna razlika (p<0,0001) u ekspresiji topoizomeraze lla u
zdravom i promijenjenom tkivu. S porastom stupnja promjene tkiva (od upale do
karcinoma) raste stupanj ekspresije topoizomeraze lla.

Sliedec¢a pretpostavka bila je da ekspresija topoizomeraze lla raste s porastom
stupnja displazije u uzorku. U tablici 14. razvrstani su svi uzorci u kojima je analiziran
stupanj displazije (upalne bolesti crijeva i adenomi) u ovisnosti o stupnju ekspresije

topoizmeraze lla.
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TABLICA 13. Ekspresija topoizomeraze lla u odnosu na patohistolo$ki nalaz

EKSPRESIJA TOPOIZOMERAZE lla
<25% 25-50% 51-75% >75% Ukupno
stzmica | 7 : : o | =
IBD 17 30 2 0 49
ADENOM 11 43 12 2 68
KARCINOM 0 0 12 36 48
Ukupno 55 73 26 38 192
Vrijednost 7 223,994
Vjerojatnost p <0,0001
Koeficijent kontingencije 0,734

IBD- upalna bolest crijeva

TABLICA 14. Ekspresija topoizomeraze lla u odnosu na stupanj displazije sluznice

(neovisno o osnovnoj dijagnozi)

EKSPRESIJA TOPOIZOMERAZE lla
<25% 25-50% 51-75% >75% Ukupno
BEZ DISPLAZIJE 43 26 1 0 70
DISPLAZIJA NISKOG
11 43 5 0 59
STUPNJA
DISPLAZIJA
1 4 8 2 15
VISOKOG STUPNJA
Ukupno 55 73 14 2 144
Vrijednost 7 68,2
Vjerojatnost p <0,0001
Koeficijent kontingencije 0,570
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Hipoteza da ekspresija topoizomeraze lla raste s porastom stupnja displazije
potvrdena je na razini p<0,001, a visoka vrijednost koeficijenta korelacije pokazuje da je
korelacijska sveza izmedu displazije i topoizomeraze lla takva da se povecanjem
displazije povecava i ekspresija topoizmeraze lla.

Kada se odvojeno analiziraju uzorci s patohistoloSkom dijagnozom upalnih bolesti
crijeva i adenoma, a s obzirom na stupanj displazije i stupanj ekspresije topoizomeraze
lla, dobiju se slicni podaci koju ukazuju na porast ekspresije topoizomeraze lla s
porastom stupnja displazije iako to kod upalnih bolesti nije na razini statisti¢ki znacajnog
porasta. Rezultati su prikazani u tablicama 15. i 16.

S promjenom stupnja displazije u upalnim bolestima crijeva ne mijenja se
statistiCki zna€ajno ekspresija topoizomeraze lla. Uz ovu tablicu treba napomenuti da nije
bilo uzorka s dijagnozom upalne bolesti crijeva i visokim stupnjem displazije $to otezava
donosenje adekvatnih zakljucka o vrijednosti odredivanja ekspresije topoizomeraze lla

kod upalnih bolesti sluznice debelog crijeva.

TABLICA 15. Ekspresija topoizomeraze lla u odnosu na stupanj displazije sluznice u

upalnim bolestima crijeva

EKSPRESIJA TOPOIZOMERAZE lla
IBD
<25% | 25-50% | 51-75% | >75% | Ukupno
BEZ DISPLAZIJE 16 26 1 0 43
DISPLAZIJA NISKOG STUPNJA 1 4 1 0 6
DISPLAZIJA VISOKOG STUPNJA 0 0 0 0 0
UKUPNO 17 30 2 0 49
Vrijednost 7 3,327
Vjerojatnost p 0,185

IBD- upalna bolest crijeva (engl. inflammatory bowel disease)

S promjenom (porastom) stupnja displazije u adenomima mijenja se statisticki
znacajno ekspresija topoizomeraze lla, Sto je oekivani rezultat obzirom na podatke iz
tablice 15. gdje je analiziran odnos displazije neovisno o dijagnozi i ekspresije

topoizomeraze lla.
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TABLICA 16. Ekspresija topoizomeraze lla u odnosu na stupanj displazije sluznice u

adenomima
ADENOM EKSPRESIJA TOPOIZOMERAZE lla
<25% | 25-50% | 51-75% | >75% | Ukupno
BEZ DISPLAZIJE 0 0 0 0 0
DISPLAZIJA NISKOG STUPNJA 10 39 4 0 53
DISPLAZIJA VISOKOG STUPNJA 1 4 8 2 15
UKUPNO 11 43 12 2 68
Vrijednost 7 26,101
Vjerojatnost p <0,0001
Koeficijent kontingencije 0,527

Detaljniju analizu skupine adenoma pokusalo se uciniti razvrstavanjem u
podskupine prema patohistoloSkom tipu adenoma. Dobivene skupine bile su male, §to

otezava adekvatnu statisticku analizu. (Tablica 17.)

TABLICA 17. Ekspresija topoizomeraze lla u odnosu na patohistoloSku vrstu adenoma

EKSPRESIJA TOPOIZOMERAZE lla
<25% 25-50% 51-75% >75% Ukupno
TUBULARNI
9 30 1 2 42
ADENOM
VILOZNI ADENOM 0 2 3 0 5
TUBULOVILOZNI
2 11 8 0 21
ADENOM
Ukupno 11 43 12 2 68
|
Vrijednost 7 20,206
Vjerojatnost p 0,0025
Koeficijent kontingencije 0,479

lako iz prethodne tablice proizlazi da postoji zna¢ajna razlika ( p<0,01) u ekspresiji

topoizomeraze lla ovisno o patohistoloSkom tipu adenoma kolona, detaljnijom analizom
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podataka radi se zapravo o razlici stupnja displazije, a razlika ne ovisi o tipu adenoma.
Osim toga skupine koje se usporeduju u prethodnoj tablici su brojéano bitno razli€ite pa je
izvodenje zakljuCaka i time ograniCeno. Za korektnu analizu pitanja raste li ekspresija
topoizomeraze lla ovisno o patohistoloSkom tipu adenoma, potreban je veéi uzorak sa
ujednacenim skupovima sve tri patohistoloske podvrste adenoma.

Obzirom na ranije spomenuti adenom—karcinomski slijed postavlja se pitanje
porasta ekspresije topoizomeraze lla s porastom stupnja displazije u adenomu, odnosno
pojave nedvojbeno malignih stanica tj. karcinoma. Stoga je ucinjena analiza korelacije
ekspresije tpoizomeraze lla u uzorcima s displazijom epitela niskog i visokog stupnja u
adenomu u odnosu na karcinom.

Kao sto je vidljivo iz tablice 18. postoji statistiCki znaCajna korelacija (p<0,0001)
izmedu ekspresije topoizomeraze lla i stupnja displazije odnosno maligne alteracije
sluznice: s porastom stupnja promjene sluznice (niska displazija/ visoka displazija/

maligno) raste i stupanj ekspresije topoizomeraze lla.

TABLICA 18. Ekspresija topoizomeraze lla u adenomima razli¢itog stupnja displazije i

karcinomu
EKSPRESIJA TOPOIZOMERAZE
lla
<25% | 25-50% | 51-75% | >75% Ukupno
ADENOM S
DISPLAZIJOM NISKOG 10 39 4 0 53
STUPNJA
ADENOM S
DISPLAZIJOM VISOKOG 1 4 8 2 15
STUPNJA
KARCINOM 0 0 12 36 48
Ukupno 11 43 24 38 116
Vrijednost 7 104.712
Vjerojatnost p <0,0001
Koeficijent kontingencije 0,689
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Konacno, analizom stupnja ekspresije topoizomeraze lla, u odnosu na gradus

tumora nije nadena statistiCki znaCajna razlika u ekspresiji. Naime svi analizirani uzorci sa

patohistoloskom dijagnozom karcinoma imali su visoku ekspresiju topoizomeraze lla.

(Tablica 19.)

TABLICA 19. Ekspresija topoizomeraze lla u odnosu na gradus tumora

EKSPRESIJA TOPOIZOMERAZE lla
<25% | 25-50% | 51-75% | >75% Ukupno
DOBRO DIFERENCIRANI
0 0 12 32 44
KARCINOM
SLABO DIFERENCIRANI
0 0 0 4 3
KARCINOM
Ukupno 0 0 12 36 47

5.2.3. Analiza vrijednosti odredivanja ploidije uzorka

Ploidija uzoraka je, DNA proto¢nom citometrijom,

odredivana na ukupno 190

biopsijskih uzoraka. U dva uzorka, zbog veli€ine istih, nije bilo dovoljno materijala za

odredivanje ploidije.

Analizirana je distribucija osnovnih skupina patohistoloskih dijagnoza ovisno o

ploidiji uzoraka.

TABLICA 20. Distribucija osnovnih skupina

patohistoloskih dijagnoza prema ploidiji

uzorka
UREDNA | IBD ADENOM | KARCINOM | Ukupno
SLUZNICA
DIPLOIDNO 26 49 61 9 145
ANEUPLOIDNO |0 0 6 39 45
Ukupno 26 49 67 48 190
Vrijednost 7 119,32
Vjerojatnost p <0,0001

IBD- upalna bolest crijeva

56




Iz tablice 20. vidi se da pojedine histoloske dijagnoze distribuiraju statisticki
znaCajnom razlikom izmedu znacajki diploidno/aneuploidno. To znacCi da treba ispitati
odnos pojedinih histoloskih dijagnoza prema zdravim uzorcima, te pojedinih histoloskih
dijagnoza medusobno.

Prvo je analiziran odnos uzoraka s dijagnozom uredne sluznice i upalnih bolesti
crijeva. Prema rezultatima y” testa postoji razlika izmedu te dvije skupine uzoraka,
medutim to je artefakt s obzirom da ni u jednoj skupini nije bilo aneuploidnih uzoraka.
(Tablica 21.)

TABLICA 21. Ploidija u uzorcima uredne sluznice debelog crijeva u odnosu na upalne

bolesti crijeva

UREDNA
IBD Ukupno
SLUZNICA
DIPLOIDNO 26 49 75
ANEUPLIODNO 0 0 0
Ukupno 26 49 75
Vrijednost 7 6,453
Vjerojatnost p =0,0111

IBD- upalna bolest crijeva

Analiza odnosa uzoraka s urednom sluznicom i uzoraka adenoma prikazana je u

tablici 22. Nije nadeno statisticki znacajne razlike u ploidiji medu navedenim uzorcima.

TABLICA 22. Ploidija u uzorcima uredne sluznice debelog crijeva u odnosu na adenome

UREDNA
ADENOM Ukupno
SLUZNICA
DIPLOIDNO 26 61 87
ANEUPLOIDNO 0 6 6
Ukupno 26 67 93
Vrijednost 7 1,226
Vjerojatnost p =0,2681
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Takoder nije nadena statisticki znaCajna razlika u ploidiji uzoraka histolo3ki

verificiranih kao upalna bolest crijeva u odnosu na adenom. (Tablica 23.)

TABLICA 23. Ploidija u uzorcima s dijagnozom upalne bolesti crijeva u odnosu na

adenom
IBD ADENOM Ukupno
DIPLOIDNO 49 61 110
ANEUPLOIDNO 0 6 6
Ukupno 49 67 116
Vrijednost 7 2,982
Vjerojatnost p =0,0842

IBD- upalna bolest crijeva

Medutim, usporedbom uzoraka uredne sluznice i karcinoma nalazi se statisticki
znacajna razlika u distribuciji diploidno-aneuploidno izmedu uredna sluznice i tumora,
jednako kao i izmedu uzoraka s dijagnozom IBD i karcinoma i uzoraka s dijagnozom

adenoma i karcinoma $to je prikazano u tablicama 24, 25. i 26.

TABLICA 24. Ploidija u uzorcima uredne sluznice debelog crijeva u odnosu na karcinom

SULTJI;?\:I“CA A KARCINOM Ukupno
DIPLOIDNO 26 9 35
ANEUPLOIDNO 0 39 39
Ukupno 26 48 74
Vrijednost 7 41,464
Vjerojatnost p <0,0001
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TABLICA 25. Ploidija u uzorcima s dijagnozom upalne bolesti crijeva u odnosu na

karcinom
IBD KARCINOM Ukupno
DIPLOIDNO 49 9 58
ANEUPLOIDNO 0 39 39
Ukupno 49 48 97
Vrijednost 7 63,246
Vjerojatnost p <0,0001

IBD- upalna bolest crijeva

Uzorci dijagnosticirani kao karcinom statistiCki su znac¢ajno ¢eSce aneuploidni od

uzoraka dijagnosticiranih kao upalna bolest crijeva.

TABLICA 26. Ploidija u uzorcima s dijagnozom adenom u odnosu na karcinom

ADENOM KARCINOM Ukupno
DIPLOIDNO 61 9 70
ANEUPLOIDNO 6 39 45
Ukupno 67 48 115
Vrijednost 7 58,367
Vjerojatnost p <0,0001

U tablici 26. prikazani su rezultati koji pokazuju razliku u distribuciji diploidnih i
aneuploidnih uzoraka izmedu adenoma i karcinoma u smislu statisti¢ki zna¢ajno ¢e3ce

pojave aneuploidije u uzorcima karcinoma.

Iz ranije navedenih podataka vidi se da su aneuploidni uzorci nadeni u skupinama
adenoma i karcinoma, dok ih u skupinama uredne sluznice i IBD nije bilo. Ako je uzorak
aneuploidan, postoji 13,33% vjerojatnosti da se radi o adenomu, odnosno 86,87%

vjerojatnosti da se radi o karcinomu.
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U tablici 27. analiziran je odnos ploidije pojedinog uzorka i stupnja displazije u
istom uzorku. Analizom su obuhvaceni svi uzorci u kojima je odreden stupanj displazije. 1z
dobivenih rezultata zaklju¢ujemo da je stupanj displazije sluznice povezan s ploidijom
uzorka u smislu da je statistiCki zna€ajno viSe aneuploidnih uzoraka sa viSim stupnjem

displazije.

TABLICA 27. Analiza odnosa ploidije i stupnja displazije u pojedinom uzorku

BEZ DISPLAZIJA | DISPLAZIJA Ukupno
DISPLAZIJE NISKOG VISOKOG
STUPNJA STUPNJA
DIPLOIDNO 70 57 10 137
ANEUPLOIDNO 0 1 5 6
Ukupno 70 58 15 143
Vrijednost 7 35,628
Vjerojatnost p <0,0001

Iz tablice 28. vidi se da u analiziranom materijalu nije bilo uzoraka s dijagnozom
upalne bolesti crijeva i visokim stupnjem displazije, a takoder nije bilo aneuploidnih
uzoraka koji su histoloski bili dijagnosticirani kao upalna bolest crijeva. Stoga analizu
odnosa displazije u upalnim bolestima i ploidije nije bilo moguée uciniti. Potrebna je
analiza veéeg broja uzoraka u toj kategoriji, kao i analiza uzoraka s visokim stupnjem

displazije.

TABLICA 28. Ploidija u odnosu na stupanj displazije u uzorcima s dijagnozom upalne

bolesti
UPALNA BEZ DISPLAZIJA | DISPLAZIJA Ukupno
BOLEST DISPLAZIJE NISKOG VISOKOG
STUPNJA STUPNJA
DIPLOIDNO 43 6 0 49
ANEUPLOIDNO 0 0 0 0
Ukupno 43 6 0 49
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Usporedbom stupnja diferenciranosti karcinoma i ploidije stanica nadeni su ¢eSce
aneuploidni uzorci, a raspodjela uzoraka diploidno/aneuploidno ne mijenja se s gradusom
tumora (Tablica 29.).

TABLICA 29. Ploidija u odnosu na stupanj diferenciranosti/gradus tumora

DOBRO SLABO
DIFERENCIRANI | DIFERENCIRANI Ukupno
KARCINOM KARCINOM

DIPLOIDNO 8 1 9

ANEUPLOIDNO 36 3 39

Ukupno 44 4 48
Vrijednost 7 0,112
Vjerojatnost p <0,738
Koeficijent kontingencije 0,048

Nije nadena statistiCki znaCajna korelacija ploidije uzorka i histoloSke podvrste

adenoma. (Tablica 30.).

TABLICA 30. Analiza odnosa ploidije uzorka i histolodkog tipa adenoma

TUBULARNI | VILOZNI | TUBULOVILOZNI
Ukupno
ADENOM ADENOM ADENOM
DIPLOIDNO 38 5 17 61
ANEUPLOIDNO 3 0 4 6
Ukupno 41 5 21 67
Vrijednost 7 3,951
Vjerojatnost p 0,1387
Koeficijent kontingencije 0,60
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Postoji statistiCki znacCajna razlika u distribuciji diploidno/aneuploidno izmedu

adenoma s niskom i visokom displazijom epitela i karcinoma, u smislu porasta broja

aneuploidnih uzoraka s porastom stupnja displazije (Tablica 31.).

TABLICA 31. Distribucija uzoraka adenoma niskog i visokog stupnja displazije i

karcinomima ovisno o statusu ploidije uzorka

ADENOM S ADENOM S KARCINOM Ukupno
DISPLAZIJOM | DISPLAZIJOM
NISKOG VISOKOG
STUPNJA STUPNJA
DIPLOIDNO 5 10 9 70
ANEUPLOIDNO 1 5 39 45
Ukupno 52 15 48 115
Vrijednost 7 66,187
Vjerojatnost p <0,0001

5.2.4. Analiza odredivanja S-faze staniénog ciklusa

U tablicama 32-35. navedeni su podaci o vrijednostima S faze u uzorcima
podijeljenim u skupine prema patohistolodkim dijagnozama te ovisno o stupnju displazije u
pojedinom uzorku. 1z navedenih podataka moze se vidjeti trend porasta vrijednosti S faze
sa stupnjem promjene sluznice, u smislu porasta vrijednosti sa porastom stupnja
displazije, odnosno pojavom malignih stanica. Najveée vrijednosti (prosje¢na vrijednost) S
faze biljeze se u uzorcima sa dijagnozom karcinoma. Medutim za korektnu statisti¢ku
obradu ovih podataka, koju bi trebalo uciniti neparametrijskim metodama, postoje dva
ograni€avajuca faktora. Prvi je nedostatna veli€ina uzorka, obzirom je S faza odredena u
svega 82 uzorka, a drugi zna€ajan nedostatak je nesrazmjer izmedu pojedinih skupina
uzoraka. Stoga, gore navedeni rezultat o porastu vrijednosti S faze sa stupnjem promjene
u sluznici, zapravo nismo u mogucnosti temeljem ovog uzorka potvrditi. Za korektnu
statistiCcku analizu potreban je veci uzorak i svakako bolja ujednacenost veli€ine pojedinih

skupina uzoraka.
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TABLICA 32. Vrijednosti S faze u uzorcima podijeljenim u skupine prema patohistolo$koj

dijagnozi
N Min. Max. prosjek
UREDNA SLUZNICA 3 2,28 5,58 3,86
IBD 14 2,14 10,71 5,80
ADENOM 45 3,36 13,43 7,35
KARCINOM 20 3,94 20,87 11,53
SVI UZORCI 82 2,14 20,87 7,98

IBD- upalna bolest crijeva

TABLICA 33. Vrijednosti S faze u adenomima s niskim i visokim stupnjem displazije i

karcinoma

N | min | max | prosjek

ADENOM, DISPLAZIJA NISKOG STUPNJA 38 | 3,36 | 12,30 6,94

ADENOM, DISPLAZIJA VISOKOG STUPNJA 7 |6,52 | 13,43 9,60

KARCINOM 20| 3,94 | 20,87 | 11,53

TABLICA 34. Vrijednosti S faze ovisno o stupnju displazije u svim uzorcima s

odredivanom displazijom ( adenomi, upalne bolesti)

N | min max prosjek

BEZ DISPLAZIJE 15 | 2,28 | 10,71 5,60
DISPLAZIJA NISKOG STUPNJA 40 | 2,14 | 12,30 6,81
DISPLAZIJA VISOKOG STUPNJA 7 6,52 | 13,43 9,60
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TABLICA 35. Vrijednosti S faze u uzorcima s dijagnozom dobro i slabo diferenciranog

karcinomima

N min max prosjek
DOBRO DIFERENCIRANI KARCINOM 7 3,94 | 17,97 11,71
SLABO DIFERENCIRANI KARCINOM 11 | 4,87 | 17,12 10,26

5.2.5. Analiza vrijednosti kombinacije odredivanja topoizomeraze lla i

ploidije uzorka u odredivanju stupnja displazije

Kombinacija dviju dodatnih metoda, analize ploidije uzorka i imunohistokemijskog
bojanja s topoizomeraza lla antitijelom u analizi stupnja displazije sluznice debelog
crijeva, trebala bi olak$ati diferencijaciju displazije niskog i visokog stupnja. U tablici 36.
nalazi se distribucija svih uzoraka u kojima je odredena ploidija, ovisno o stupnju

ekspresije topoizomeraze Il a.

TABLICA 36. Ekspresija topoizomeraze lla u odnosu na ploidiju uzorka

EKSPRESIJA TOPOIZOMERAZE lla

<25% 25-50% | 51-75% >75% Ukupno

DIPLOIDNO 53 72 13 7 145

ANEUPLOIDNO 0 1 13 31 45

Ukupno 53 73 26 38 190
Vrijednost 7 116,998
Vjerojatnost p <0,0001
Koeficijent kontingencije 0,61

Iz prikazanih podataka je vidljivo da postoji statistiCki znaCajna povezanost

aneuploidije i veCe ekspresije topoizomeraze lla.
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U tablicama 37. i 38. nalazi se distribucija uzoraka s niskim stupnjem displazije
ovisno o ploidiji i stupnju ekspresije topoizomeraze lla. Treba istaknuti da u ovom
materijalu nije bilo niti jednog uzorka s displazijom epitela niskog stupnja, koji je
istovremeno aneuploidan i sa visokom ekspresijom topoizomeraze; medutim, naden je
jedan uzorak koji je patohistoloSki dijagnosticiran kao niski stupanj displazije, a DNA
analiza je ukazala na aneuploidan uzorak. Isti uzorak citoloS8kom je analizom preparata
otiska na staklo dijagnosticiran kao visoki stupanj displazije/ suspektno na karcinom.
Ovdje dakle, ostaje otvoreno pitanje pravilne patohistoloSke dijagnoze, odnosno moguce
greske u odredivanju stupnja displazije, u ¢emu bi ovdje analizirane metode trebale dati

dodatnu vrijednost.

TABLICA 37. Distribucija uzoraka s displazijom niskog stupnja ovisno o stupnju

ekspresije topoizomeraze lla i ploidiji uzorka

EKSPRESIJA TOPOIZOMERAZE lia
DISPLAZIJA
NISKOG <25% | 25-50% | 51-75% | >75% | Ukupno
STUPNJA
DIPLOIDNO 10 42 5 0 57
ANEUPLOIDNO 0 1 0 0 1
Ukupno 10 43 5 0 58

TABLICA 38. Distribucija uzoraka s displazijom visokog stupnja ovisno o stupnju

ekspresije topoizomeraze lla i ploidiji uzorka

EKSPRESIJA TOPOIZOMERAZE lla
DISPLAZIJA
VISOKOG <25% | 25-50% | 51-75% | >75% Ukupno
STUPNJA
DIPLOIDNO 1 4 5 0 10
ANEUPLOIDNO 0 0 3 2 5
Ukupno 1 4 8 2 15
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U tablicama 39. i 40. zbog malih frekvencija u pojedinim skupinama ekspresije
topoizomeraze lla, ekspresija topoizomeraze lla je prikazana u dvije kategorije (<50% i
>50%).

TABLICA 39. Vjerojatnost za dijagnozu displazije niskog stupnja uz pojedinu kombinaciju

stupnja ekspresije topoizomeraze lla i ploidije u uzorku

EKSPRESIJA EKSPRESIJA Ukupno
TOPOIZOMERAZE TOPOIZOMERAZE
lla <50% lla >50%
DIPLOIDNO 89,66% 8,62% 98,28%
ANEUPLOIDNO 1,72% 0% 1,72%
Ukupno 91,38% 8,62% 100%

Iz tablice 39. vidi se da je vjerojatnost dijagnoze displazije niskog stupnja uz
dokazanu diploidiju uzorka i istovremeno nisku ekspresiju topoizomeraze lla gotovo 90%
dok je ista dijagnoza vjerojatna 0% uz dokazanu aneuploidiju uzorka i istovremeno visoku

ekspresiju topoizomeraze lla.

TABLICA 40. Vjerojatnost za dijagnozu displazije visokog stupnja uz pojedinu

kombinaciju stupnja ekspresije topoizomeraze lla i ploidije u uzorku

EKSPRESIJA EKSPRESIJA Ukupno
TOPOIZOMERAZE | TOPOIZOMERAZE
lla <50% lla >50%
DIPLOIDNO 33,33% 33,33% 66,66%
ANEUPLOIDNO | 0% 33,34% 33,34%
Ukupno 33,33% 66,67% 100%

IzraCunavanjem vjerojatnosti dijagnoze displazije visokog stupnja kombiniranjem
dvije dodatne metode, odredivanja ploidije i ekspresije topoizomeraze lla, dobiven je
podatak da je vjerojatnost displazije visokog stupnja 0% u slu€aju aneuploidnog uzorka s

niskim stupnjem ekspresije topoizomeraze lla, dok je uz sve ostale kombinacije nalaza
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jednako vjerojatan visoki stupanj displazije (Tablica 40). Medutim ograni¢avajuéi faktor u

ovom je slucaju veli€ina uzorka, svega je 15 uzoraka s visokim stupnjem displazije epitela.
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6. RASPRAVA

PatohistoloSka analiza bioptiCkog materijala sluznice debelog crijeva (3to je
analizirano u ovom radu), zlatni je standard u dijagnostici malignih bolesti i premalignih
lezija. Medutim, metoda je subjektivha, osobito u podrucju procjene premalignih lezija
(npr. stupnja displazije) i uvelike ovisi o iskustvu patologa koji analizira uzorak. Dakle,
odluka o konacnoj dijagnozi ponekad moze predstavljati znacajan klini¢ki problem, osobito
imajuéi u vidu posljedicu koju pojedina dijagnoza povlaci (npr. totalna kolektomija nakon
dijagnoze displazije visokog stupnja uz upalnu bolest crijeva).

lako je nemoguée u potpunosti iskljuciti mogucnost pogreske, stalno se traga za
metodama i pokazateljima koji bi greSku mogli svesti na prihvatljivi minimum. Cilj ovog
rada bio je istraziti koliko dodatne metode, konkretno citoloSka analiza preparata otiska,
DNA proto€¢na citometrija i imunohistokemijsko bojanje s anti-topoizomeraza lla
protutijelom, pojedinacno ili u kombinaciji, mogu podignuti stupanj valjanosti ,zlatnog
standarda“ u dijagnostici stupnja displazije u upalnim bolestima debelog crijeva te
adenomima debelog crijeva, odnosno odredivanju gradusa karcinoma debelog crijeva.

U literaturi nema puno podataka o kombinaciji navedenih metoda, osobito ne u
dijagnostici na bioptickom materijalu i na uzorcima sluznice debelog crijeva, stoga je
dodatni cilj ovog rada bio istraZiti koliko se podataka moze dobiti iz minimalnog, biopti¢kog
uzorka. U ovoj studiji koridten je jedan uzorak za sve &etiri navedene metode, te je zbog
veliine uzorka od nekoliko milimetara moguce imati tehni¢ke poteSkoce. Prema
podacima iz literature priprema preparata otiska za citolosku analizu nakon endoskopske
biopsije ne osteéuje znacajnije uzorak (176). Problem koji je realan u analizi citoloskih
preparata je nedostatak materijala za analizu, odnosno neadekvatan materijal za analizu
zbog nedostatka epitelnih stanica. Naknadnom analizom materijala ustanovljeno je da je
oskudan materijal za analizu, odnosno potpuni nedostatak epitelnih elemenata, naden u 4
slu¢aja adenokarcinoma i 5 sluajeva tubularnog adenoma, dakle u 9/147 (6%)
analiziranih uzoraka. Dva su moguéa objasnjena za navedeno : 1) neadekvatna priprema
uzorka — uzorak nakon biopsije nije dobro otisnut na predmetno staklo (npr. otisnut je rub
biopti¢kih klijeSta, pa uzorak ne doti¢e staklo), 2) konzistencija bioptickog uzorka je takva
da ne dolazi do odvajanja epitelnih stanica ili je u uzorku podrucje nekroze na povrsini pa
na predmetnom staklu ostaju samo upalni elementi i stani¢ni detritus.

Nadalje, isti uzorak koristi se za izradu histoloSkog preparata za standardnu
patohistoloSku analizu, te za izradu dodatnih rezova za imunohistokemijsko bojanje s anti-
topoizomeraza lla protutijelom i proto¢nu citometriju. S obzirom da se za standardne
histolodke preparate rezu rezovi debljine 3-4um, a za imunohistokemijsko bojanje rezovi

debljine 4-5um, navedeno znatno smanjuje veli€inu ostatnog uzorka $to moZe Ciniti

68



tehnicki problem za provodenje analize uzorka DNA protoénom citometrijom. Medutim u
nasem uzorku od 192 bolesnika tek u 2 bolesnika (1%) nije bilo dostatno materijala za
protocnu citometriju.

Jo$ je jedan tehnicki detalj potrebno razjasniti u ovom istraZivanju. Kao &to je
reeno uzorci bolesnika koristeni u ovom istrazivanju su uzimani prema pravilima
gastroenteroloSke struke, a analizirani su za potrebe ovog istrazivanja kao zbirni uzorak
(engl. ,pool sample*). Konacna dijagnoza postavljena je nakon analize svih uzoraka uzetih
tijekom pregleda. lzuzetak Cine slucajevi kod kojih se radilo o dvije razli€ite lezije npr. polip
u rektumu i polip u cekumu kod istog bolesnika, kada su lezije analizirane kao dva uzorka,
dok su multiple biopsije s jedne lezije analizirane kao jedan uzorak. U slu€aju zbirnog
uzorka, za analizu imunohistokemijskog bojanja s anti-topoizomeraza lla protutijelom i
DNA proto€nu citometriju uziman je uzorak koji je na temelju klasi¢ne patohistoloSke
analize HE bojanog preparata bio reprezentativan, odnosno u kojem je ustanoviljena
promjena koju je trebalo dodatno analizirati.

Za citoloSku analizu preparata otiska na staklo, ucinjeno je 147 preparata, zapravo
zbirnih uzoraka od 147 bolesnika koji su imali kolonoskopiju. Obzirom da su preliminarni
rezultati ove studije ukazali na velika ogranienja citoloSke analize u odredivanju stupnja
displazije, kao i razlikovanja tipa adenoma, odustalo se od daljnjeg prikupljanja uzoraka.
Analizom prikupljenog materijala nalazi se da je citoloSka analiza preparata otiska na
staklo dostatno osjetljiva i specificna u prepoznavanju malignih promjena i prisutstva
displazije, ali nedostatna u odredivanju stupnja displazije, kao i u prepoznavanju adenoma
i histoloSkog podtipa (tubularni, vilozni, vilotubularni). Navedeno se djelomi¢no moze
objasniti i neiskustvom citologa u analizi uzoraka biopsije debelog crijeva, obzirom da
navedeno podrucje nije dio rutinske edukacije, a ni rutinskog, svakodnevnhog posla
citologa. Analiza uzoraka probavnog trakta metodom otiska na staklo, radi se rijetko i u
visokospecijaliziranim ustanovama, uz napomenu da se viSestruko €esSc¢e radi citoloSka
analiza uzoraka sluznice Zeluca, dok se citoloSka analiza uzoraka sluznice debelog crijeva
radi iznimno rijetko. Stoga su i literaturni podaci oskudni (177-179). Bez obzira na sve
navedene nedostatke, citoloSka analiza ima prednosti u smislu brzine obavljanja pretrage
i niske cijene. S obzirom da je prihvatljive osjetljivosti i specificnosti u detektiranju malignih
lezija, bez osteCenja uzorka koji se Salje na patohistoloSku analizu, mozda bi ova metoda
mogla posluziti kao komplementarna, ali ne moze biti jedina metoda izbora u postavljanju
dijagnoze.

Ovdje je vrijedno osvrnuti se na jo$ jedan detalj u analizi vrijednosti citoloSke
dijagnostike malignih promjena sluznice kolona. Naime, lazno negativni citoloSki nalazi
mogu biti posljedica jo§ jedne moguce greSke u izradi preparata otiska. Vec¢ je ranije

navedeno da su uzorci analizirani kao zbirni uzorak (citoloSki i patohistoloski). Dakle
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postoji teoretska mogucnost da prilikom izrade preparata otiska iz reprezentativhog
uzorka, nije ucinjen tehniCki dobar otisak, 3to mozZe dovesti do postavijanja laZzno
negativne dijagnoze. Lazno pozitivni nalaz citoloSke analize uzoraka sluznice kolona ne
predstavljaju veliki problem, s obzirom da u tom slu€aju svakako slijedi patohistoloska
reevaluacija uzorka.

PatohistoloSka analiza uzoraka sluznice kolona uzetih biopsijom, unato€ svim
definiranim kriterijima, je dijelom subjektivna metoda, s obzirom da procjena tzv.
~grani¢nih® lezija ovisi o iskustvu patologa koji analizira uzorak. Moguée greSke mogu
nastati u neadekvatno uzetim i osteCenim uzorcima i u promjenama epitela maskiranim
upalnom reakcijom. Naime, tijjekom uzimanja biopsijskog uzorka, ovisno o nacinu
uzimanja on moze biti viSe ili manje oStecen (npr. koagulacija tkiva kod primjene
elektrodijatermijske omdce, nagnjecenja prilikom kidanja tkiva biopsijskim klijestima i sl.).
Osim toga greSke kod uklapanja i rezanja uzorka takoder mogu doprinijeti greSkama u
interpretaciji istoga. Unato€ svim zamkama u analizi, patohistoloSka analiza ostaje ,zlatni
standard“ u dijagnostici biopsijskih uzoraka sluznice debelog crijeva i referentna tocka za
sve ostale dodatne analize. Dodatne analize poput DNA protocne citometrije i
imunohistokemijskog bojanja s anti-topoizomeraza lla antitijelom, istraZivane u ovom
radu, nisu zamisljene kao osnovne dijagnostiCke metode, ve¢ metode koje ¢e biti pomoc¢ u
razluCivanju graninih sluajeva. Dakle, u sluajevima s poteSkocama u odredivanju
stupnja displazije epitela, primjenom dodatnih metoda mogla bi se s ve¢om vjerojatnodéu
postaviti §to toCnija dijagnoza. Jednako tako vrijedi i za diferenciranje gradusa tumora.

Dakle ,zlatni standard“, patohistolodka analiza uzoraka, u rukama iskusnog
patologa je i dalje nezamjenjiva metoda kojoj mogu pomoc¢i dodatne metode u sluzbi
povecanja specificnosti i osjetljivosti ,zlathog standarda®“.

DNA proto¢na citometrija je jedna od dodatnih metoda koristenih u ovom radu u
svrhu povecanja valjanosti patohistoloSke analize u dijagnozi upalnih i malignih bolesti
debelog crijeva. U primjeni metode na bioptiCkom uzorku sluznice debelog crijeva postoje
neke otezavajuce okolnosti. Veli€ina bioptickog uzorka kao ograniCavajuéi faktor vec je
ranije komentirana. Drugi ograni€avajuci faktor je broj uzoraka koji se dobije po pojedinom
pregledu i koji se patohistoloSki obraduje kao zbirni uzorak (engl. ,pool sample®). Naime,
DNA protocnom citometrijom ne mogu se analizirati svi uzeti uzorci ve¢ se za analizu
uzima reprezentativan uzorak, prema nalazu patohistoloSke analize. Obzirom na
prethodnu konstataciju o subjektivnosti patohistoloSke analize, moze se reci da postoji
odredeni stupanj mogucnosti pogresSke pri odabiru uzorka za DNA protoénu citometriju.
Moguénost ovakve pogredke prvenstveno se odnosi na upalne promjene sluznice u

kojima se uzimaju multipli uzorci. Kod pripreme uzoraka definiranih kao adenom,
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mogucénost pogreske je minimalna, obzirom da se tkivo tumora obi¢no nalazi u cijelom
uzorku ukloplienom u parafin.

Kao 3sto je navedeno u uvodnom dijelu, DNA proto¢na citometrija temelji se na
odredivanju broja stanica u uzorku u pojedinoj fazi stani¢nog ciklusa, a temeljem analize
kolicine DNA u stanici. Statistickom analizom podataka dobivena je statistiCki znacajna
razlika u distribuciji patohistolo$kih dijagnoza (uredan nalaz sluznice kolona, upalna bolest
crijeva, adenom, karcinom) izmedu znacajki diploidno/aneuploidno, u smislu da je
znacajno vise aneuploidnih uzoraka medu karcinomima u odnosu na ostale tri analizirane
dijagnoze. U skupini uzoraka definiranih kao uredna sluznica kolona nije naden niti jedan
aneuploidan uzorak, dakle svi su uzorci bili diploidni. Nije nadena statistiCki znacajna
razlika u odnosu na ploidiju uzorka, kada su usporedivani uzorci definirani kao uredna
sluznica i adenom, kao niti medu uzorcima upalnih bolesti crijeva i adenoma. Statisticki je
znacajna razlika (p<0,0001) izmedu uzoraka normalnog tkiva i karcinoma, adenoma i
karcinoma i upalnih bolesti crijeva i karcinoma. Dakle moZe se zakljuciti da je distribucija
izmedu kategorija diploidno/aneuploidno znacajno razliita za karcinome u odnosu na
preostale dijagnoze, pa diploidan uzorak prije svega ukazuje na nalaz uredne sluznice ili
upale dok aneupliodan uzorak ukazuje da se radi o adenomu (vjerojatnost 13,33%),
odnosno karcinomu (vjerojatnost 86,87%).

Prethodno navedena tvrdnja uzima u obzir sve analizirane dijagnoze, medutim,
ovdje valja napomenuti da u klinickom smislu nikada ne postoji dilema izmedu dijagnoze
upalne bolesti crijeva i adenoma, pa te dvije dijagnoze/znadajke zapravo moramo
analizirati odvojeno.

Ako se analizira odnos stupnja displazije i ploidije uzorka, statisti¢ki je znacajno
razli€ita distribucija uzoraka bez displazije te s displazijom niskog i visokog stupnja u
odnosu na ploidiju uzorka u smislu da porastom stupnja displazije raste broj aneuploidnih
uzoraka. U ovu analizu su uklju€eni svi uzorci s displasti€nim promjenama (uzorci upalnih
bolesti crijeva i uzorci adenoma). Analizom dobivenih podataka nadeno je da u uzorku
upalnih bolesti crijeva nije bilo aneuploidnih uzoraka stoga analiza odnosa ploidije i
stupnja displazije u ovom slucaju nije moguc¢a. Dodatno, usporedbom adenoma s niskim i
visokim stupnjem displazije epitela i karcinoma u odnosu na ploidiju uzorka, nadena je
statistiCki znacajna razlika u distribuciji uzoraka u smislu da s porastom zlo¢udnosti
promjene sluznice raste i udio aneuploidnih uzoraka.

Unato€ svemu gore navedenom, $to upucéuje na zakljuCak da je aneuploidija
znacCajka maligno promijenjene sluznice, ostaje podatak o 9 karcinoma u naSem uzorku
(18,75% uzoraka s dijagnozom karcinoma) koji su bili dijagnosticirani kao diploidni. Ako se
analizira samo tih 9 uzoraka, nalazimo da je 8 (88,8%) imalo histolodki stupanj

diferenciranosti 1, odnosno bili su dobro diferencirani, dok je jedan tumor (11,2%) bio
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stupnja diferenciranosti 2. Medutim, analizom ukupnog uzorka karcinoma i njihovog
stupnja diferenciranosti u odnosu na ploidiju ne nalazi se statistiCki znacajna razlika u
distribuciji stupnja diferenciranosti tumora u odnosu na ploidiju.

Pitanje greSke metode u analizi DNA protocnom citometrijom svakako je vrlo
znacajno, osobito u kategoriji tzv. skoro diploidnih tumora (,near diploid tumors*) kod kojih
je promijenjena koli¢ina DNA takva da ulazi u diploidan Siljak na histogramu, odnosno
ulazi u skupinu 3-8% varijacija Sirine Siljika koja se jo$ uvijek smatra urednim diploidnim
nalazom, a moze skrivati manje promjene u sadrzaju DNA. S obzirom da je mjera Sirine
Silika arbitrazno postavljena, veli¢ina gresSke ovdje opet ovisi o sposobnosti, vjestini i
iskustvu izvodaca pretrage. Druga kategorija ,greSke” koja se mogla dogoditi je posljedica
ograni¢enja same metode u smislu ne prepoznavanja promjene u sadrzaju DNA manje od
3-5% ukupnog sadrzaja, Sto se odnosi npr. na translokacije, delecije pojedinih gena,
toCkaste mutacije i sl.

Sagledamo li u cjelini analizirane podatke o vrijednosti DNA protoéne citometrije,
moze se zakljuciti da je metoda vrijedan dodatak patohistoloSkoj analizi u diferenciranju
dijagnosticki tezih sluCajeva. UzimajuCi u obzir sva ograni¢enja metode, kao Sto su
vrijeme potrebno za pretragu, cijena, visoko educirano osoblje, metodu bi trebalo koristiti
samo u selekcioniranim slu¢ajevima.

Iz literaturnih podataka poznato je da je ekspresija topoizomeraze lla povecana u
S fazi stani¢nog ciklusa, $to je razumljivo, obzirom na ranije objasnjenju funkciju
topoizomeraze u stanici, odnosno diobenom ciklusu stanice (159,161). Takoder, postoje
literaturni podaci o korelaciji ekspresije topoizomeraze lla i stupnja diferenciranosti tumora
za prostatu, dojku i cerviks (162-4,166). Prema dostupnim literaturnim podacima
dokazana je pojaCana ekspresija topoizomeraze Il a u karcinomima kolona (165),
medutim nije naden podatak o korelaciji ekspresije s gradusom tumora ili pak sa stupnjem
displazije u sluznici kolona. Medutim, objavljeno je nekoliko radova koji upotrebljavaju
topoizomerazu Il a, ali u kombinaciji s jo§ nekim markerima proliferacije, u premalignim i
malignim stanjima grli¢a maternice (169).

U naSem istrazivanju ekspresija topoizomeraze lla podijeljena je u 4 kategorije: 1)
negativan nalaz (nema bojenja ili manje od 25% pozitivnih stanica), 2) slabo pozitivan (25-
50% pozitivnih stanica), 3) umjereno pozitivan (51-75% pozitivnih stanica), 4) jako
pozitivan (viSe od 75% pozitivnih stanica). Kategorije su namjerno stavljene u navedene
postotke obojanih stanica kako bismo izbjegli lazno pozitivne rezultate u kategorijama
reaktivno/regeneratornih lezija. Naime oCekuje se da regeneratorne lezije imaju veci broj
stanica u diobi (viSe stanica u S fazi), u kojoj je poveéana ekspresija topoizomeraze lla,
jer je svrha ovog istrazivanja bila upravo diferencirati grani€ne lezije. U objavljenim

radovima o ekspresiji topoizomeraze lla u malignim i premalignim lezijama prostate ili
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cerviksa (162-4), razina od 2-5% obojanih stanica smatrana je pozitivnim nalazom.
MiSljenja smo da je ta razina za uzorke sluznice kolona niska, s obzirom da je sluznica
tkivo koje se kontinuirano obnavlja, stoga je odredeni broj stanica uvijek u S fazi ciklusa,
pa se oCekuje i odredeni postotak stanica koje ¢e pokazivati ekspresiju topoizomeraze lla.
U naSim uzorcima patohistoloski definiranim kao uredan nalaz sluznice, niti u jednom
slu¢aju nije nadena pojaCana ekspresija topoizomeraze Ila, niti jedan uzorak
patohistoloSki verificiran kao karcinom kolona, nije imao ekspresiju topoizomeraze lla
ispod 50% i samo je jedan uzorak definiran kao displazija visokog stupnja imao ekspresiju
topoizomeraze Il a ispod 25% obojanih stanica.

Nadena je statisticki znacajna (p<0,0001) razlika u ekspresiji topoizomeraze lla u
zdravom i promijenjenom tkivu. S porastom stupnja promjene, od uredne sluznice, preko
upale, adenoma do karcinoma raste stupanj ekspresije topoizomeraze lla, dakle postoji
visoki stupanj korelacije dijagnoze s ekspresijom topoizomeraze lla. Takoder, stupan;j
ekspresije topoizomeraze lla raste s porastom stupnja displazije (razina znacajnosti
p<0,0001), ako se analiziraju i displazija u upalnim bolestima crijeva i displazija u
adenomima zajedno. Razdvajanjem uzoraka s opisanim displasticnim promjenama na
adenome i upalne bolesti crijeva, dobivaju se sliéni podaci iako je za adenome ta
povezanost jaCe izrazena nego za upalne bolesti crijeva. Ovdje valja hapomenuti da u
uzorku upalnih bolesti crijeva nije bilo uzoraka s opisanom displazijom visokog stupnja
ve¢ samo uzorci bez displazije i s displazijom niskog stupnja. Obzirom na statisticki
znacajnu razliku distribucije uzoraka s razli¢itim stupnjem displazije u ukupnom uzorku i u
adenomima, vrijedno bi bilo povecati uzorak upalnih bolesti crijeva te ukljuciti i uzorke s
visokim stupnjem displazije. Pretpostavka je, na temelju rezultata dobivenih za uzorke
definirane kao adenom, da bi i ovdje ekspresija topoizomeraze lla, znacajno ovisila o
stupnju displazije.

Sliedec¢e pitanje koje se namece, obzirom da je dokazan porast ekspresije
topoizomeraze lla u odnosu na porast zlo¢udnosti promjena sluznice, postoji li razlika u
ekspresiji topoizomeraze lla ovisno o histoloSkoj podvrsti adenoma. Provedenom
analizom podataka, na prvi pogled postoji navedena razlika, medutim veéa ekspresija
topoizomeraze, neocekivano, biljezi se u skupini tubularnih adenoma. Detaljnijom
analizom podataka, zapravo dolazimo do zaklju¢ka da se radi o efektu stupnja displazije u
obradivanim adenomima. Naime razdvajanjem adenoma u podskupine dobili smo
neujednaCene skupine uzoraka, te je korektna analiza na takvom uzorku zapravo
nemoguca. Za odgovor na prethodno postavljeno pitanje trebalo bi povecati uzorak
adenoma i broj¢ano ujednaciti podskupine.

Stupanj ekspresije topoizomeraze lla raste i s gradusom tumora, dakle slabije

diferencirani tumori imaju jacu ekspresiju topoizomeraze Illa (razina znacajnosti
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p<0,0001). Prema literaturnim podacima, koji se uglavhom odnose na neoplazme dojke i
prostate, takoder se navodi porast ekspresije topoizomeraze lla s porastom gradusa
tumora, odnosno smanjenjem diferencijacije tumora (180-182).

Sljedec¢i parametar obradivan u ovom radu je vrijednost S faze stani¢nog ciklusa.
Kao $&to je ve¢ ranije obrazloZzeno, zbog tehni¢kih poteSkoéa u obradi materijala, nije bilo
moguce prikupiti podatke o S fazi za sve obradivane uzorke, ve¢ samo za 89 uzoraka.
Veli¢ina uzorka i ne predstavlja preveliki problem u statisti¢koj obradi podataka, premda je
uzorak relativno malen, medutim kad se relativno mali broj bolesnika rasporedi u
promatrane skupine, broj uzoraka po pojedinim skupinama je premali za donosenje
korektnih zaklju¢aka. Ono $to je vidljivo iz prikazanih rezultata jest da postoji trend porasta
vrijednosti S faze s porastom zlo¢udnosti promjene sluznice $to se podudara s podatkom
o0 poveéanom broju stanica u diobi u malignim uzorcima, kao $to je potvrdeno i
odredivanjem ploidije uzorka i ekspresije topoizomeraze lla.

Konacéno, cilj ove studije je bila analiza vrijednosti odredivanja ploidije i ekspresije
topoizomeraze lla na bioptiCkom uzorku sluznice debelog crijeva, u svrhu tocnijeg
odredivanja stupnja displazije. Kao 3to je vidljivo iz analize podataka kombinacijom
odredivanja ploidije uzorka i ekspresije topoizomeraze lla moguce je razluciti stupnjeve
displazije u pojedinim uzorcima. U nasem materijalu nedostaje statisticki dovoljan broj
uzoraka upalnih bolesti debelog crijeva s visokim stupnjem displazije, te stoga nije bilo
moguce predvidjeti korist kombinacije ovih metoda (ekspresija topoizomeraze lla i DNA
proto¢na citometrija) u tom kontekstu. Medutim, podaci dobiveni na uzorku adenoma
govore u prilog korisnosti navedenih metoda u razdvajanju stupnja displazije sluznice
kolona. Stoga, u slu€aju dvojbe prilikom rutinske patohistoloSke dijagnostike HE bojanih
preparata bioptickog uzorka debelog crijeva, primjenom dodatnih analiza ekspresije
topoizmeraze lla i DNA protoCne citometrije mozZe se s vecom sigurnoScu postaviti tocna

dijagnoza.
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7. ZAKLJUCCI

Patohistoloska analiza bioptiCkog materijala sluznice debelog crijeva i dalje ostaje
zlatni standard u dijagnostici malignih i premalignih lezija.

Provedenim istrazivanjem potvrdena je hipoteza ovog rada da postoji pojaCana
ekspresija topoizomeraze lla u zloéudnim promjenama sluznice debelog crijeva u
odnosu na upalne promjene i adenome debelog crijeva. Takoder je potvrdeno da
postoji i razlika u ploidiji uzoraka u zlo¢udnim promjenama u odnosu na upalne
promjene i adenome.

CitoloSka analiza preparata otiska na staklo biopti¢kog uzorka sluznice debelog crijeva
pokazala se insuficijentna u odredivanju stupnja displazije sluznice, kao i histolosSkog
tipa adenoma debelog crieva. Ova metoda, medutim, ima visoku osjetljivost i
specificnost u dijagnosticiranju zlo¢udnih promjena sluznice debelog crijeva. Stoga
moze sluZiti kao komplementarna metoda probira u takozvanim nadzornim pregledima
(kolonoskopijama) u bolesnika s upalnim bolestima debelog crijeva. Priprema uzorka
otiska ne ostecuje biopticki materijal te je on adekvatan za daljnju patohistoloSku
analizu.

DNA proto€na citometrija, kojom odredujemo ploidiju uzorka, korisna je dodatnha
metoda u odredivanju postojanja zlo¢udne alteracije sluznice debelog crijeva, obzirom
da je pokazana statistiCki znacajna razlika u statusu ploidije izmedu uzoraka
definiranih kao nemaligne i maligne promjene. Metoda zahtijeva visoko sofisticiranu
opremu i visoko obrazovani kadar &to je Cini i skupom, stoga se ne mozZe Koristiti kao
rutinska metoda analize biopti¢kih uzoraka, ali je vrijedan dodatak u dijagnosticki
~grani¢nim® (engl. ,border line) slu¢ajevima.

Odredivanje S faze, odnosno broja (udjela) stanica u S fazi stani¢nog ciklusa, u ovom
istraZivanju, zbog nedovoljnog broja uzoraka, nije dalo konkretne rezultate, medutim,
oCekivano, prati se trend veceg broja stanica u S fazi u pojedinom uzorku, ovisno o
tezini patohistoloske dijagnoze. Dakle na ovom podru¢ju bilo bi vrijedno provesti
daljnja istraZivanja, $to bi zahtijevalo veci uzorak, konkretno veci broj uzoraka s
dijagnozom upalnih bolesti crijeva s razliitim stupnjem displazije. Stoga bi na takvom
uzorku upravo odredivanje S faze uzorka u korelaciji s ekspresijom topoizomeraze lla
moglo dati zanimljive i vrijedne rezultate.

Ekspresija topoizomeraze lla statistiCki je znac¢ajno visa u malignim lezijama sluznice
kolona u odnosu na uzorke s displazijom i upalnim promjenama. Takoder postoji
znacajna razlika ekspresije topoizomeraze lla u uzorcima s niskim i visokim stupnjem

displazije kao i u uzorcima karcinoma visokog i niskog stupnja diferenciranosti.
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Stoga je odredivanje stupnja ekspresije topoizomeraze lla visoko vrijedan dodatak
standardnoj analizi HE bojanih preparata sluznice debelog crijeva.

Kombinacija metoda DNA proto¢ne citometrije i imunohistokemijskog bojanja s anti-
topoizomeraza lla protutijelom moze biti korisna za odredivanje stupnja displazije u
slu¢ajevima kada je tedko odrediti stupanj displazije epitela. Upotrebom obje gore
navedene metode na istom bioptickom uzorku uz standardnu patohistolosku analizu
HE bojanog preparata istog uzorka, moze se s visokim postotkom vjerojatnosti
postaviti to¢na dijagnoza.

Potrebno je provesti daljnja istrazivanja u smislu analize S faze DNA protonom
citometrijom, koja bi se takoder mogla koristiti u dijagnostiCkom algoritmu ocjene
stupnja displazije epitela, ¢ime bi se mogla povecéati vjerojatnost to¢nosti dijagnoze

osobito u uzorcima upalne bolesti debelog crijeva.
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8. SAZETAK

Patohistolodka analiza biopti¢kiog materijala sluznice kolona zlatni je standard u
dijagnozi malignih i premalignih lezija.

U ovom radu analizirane su dodatne metode i to: citoloska analiza preparata otiska
biopsije sluznice kolona, ekspresija topoizomeraze lla i odredlvanje ploidije uzorka, kao
dodatne metode za bolje razluCivanje grani¢nih lezija i maligne alteracije u biopticCkom
materijalu sluznice kolona.

Rezultati su pokazali da postoji statistiCki znacajno visa ekspresija topoizomeraze
lla u malignim lezijama sluznice kolona u odnosu na uzorke s displazijom i upalnim
promjenama. Takoder postoji znaCajna razlika ekspresije topoizomeraze lla u uzorcima s
niskim i visokim stupnjem displazije kao i u uzorcima karcinoma visokog i niskog stupnja
diferenciranosti.

Dodatno je nadena razlika u ploidiji izmedu malignih lezija i uzoraka sa displazijom
ili upalnim promjenama, kao i razlika izmedu uzoraka sa rali€itim stupnjem displazije.

Ovi rezultati ukazuju da dvije dodatne metode (odredivanje ekspresije
topoizomeraze lla i odredivanje ploidije uzorka), osobito u kombinaciji, jesu vrijedan
dodatak standardnoj patohistolo$koj analizi.

CitoloSka analiza preparata otiska biopti¢kih uzoraka sluznice kolona, osjetljiva je i
specificna metoda za detekciju malignih lezija, ali je insuficijentna u odredivanju displazije,
upale ili tipa adenoma. Ona moZe naéi svoje mjesto u algoritmu pretraga, u smislu
komplementarne metode uz histologiju.

DNA protocna citometrija, koja je koristena za odredivanje ploidije uzoraka,
pokazala je vrijednost odredivanja S faze, osobito u dijagnosti¢kom algoritmu za detekciju
displazije sluznice kolona u upalnim bolestima crijeva. Medutim zbog ograni¢ene veli€ine
uzorka i nedostatka uzoraka upalnih bolesti crijeva s visokim stupnjem displazije,

potrebna su dodatna istrazivanja.
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9. SUMMARY

Patohistologycal analysis of colon mucosa biopsy is a golden standard in
diagnosing malignant and premalignant lesions.

In this work additional methods: cytological analysis of imprint smear of colon
mucosa biopsy, expression of topoisomerase Il alpha and ploidy determination, have
been analized as adjunct to the patohystological analysis in achieving better distinction in
some borderline cases of dysplasia and malignant alteration.

According to data there is significantly higher expression of topoisomerase Il alpha
in malignant lesions of colonic mucosa comparing to dysplasia and inflammation in colonic
mucosa. There is also significant difference in topoisomerase Il alpha expression between
low and high-grade dysplasia as well as between low and high-grade tumors.

Significant difference in ploidy of malignant lesions comparing to dysplasia and
inflammation in colonic mucosa is also found, as well as difference between different
dysplasia grades.

This data show that those two methods (determination of topoisomerase Il alpha
expression, and determination of ploidy), especially when they are combined, are valuable
help for standard patohystological analysis.

Cytological analysis of biopsy samples of colonic mucosa is sensitive and specific
for detecting malignant lesions, but is insufficient in determining dysplasia, inflammation
and adenoma type. It can be used as complementary method with patohystological
analysis.

DNA flow cytometry, which was used to determine sample ploidy, has also shown
the value of S-faze determination, wich could be helpful in diagnostic algorithm of
diagnosing dysplasia in colonic mucosa, especially in inflammatory bowel disease, but
other investigations are needed since our sample size was not big enough, and there

wasn’'t any analysed samples of inflammatory bowel disease with high grade dysplasia.
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