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POPIS OZNAKA I KRATICA

FAP - familijarna adenomatozna polipoza

NBI - metoda virtualne kromoendoskopije (od eng. ,,narrow band imageing*)

FICE - metoda virtualne kromoendoskopije (od eng. ,,FUJI Intelligent Chromo Endoscopy*)

I-scan - metoda virtualne kromoendoskopije (od eng. ,,intelligent-scan*

RAS - obitelj stani¢nih signalnih molekula (od eng. ,,rat sarcoma”)

k-RAS - stani¢na signalna molekula (od eng. , Kirsten rat sarcoma”)

HNPCC - nasljedni nepolipozni karcinom kolona (od eng. ,,hereditary nonpolyposis
colorectal cancer”)

DNA - deoksiribonukleinska kiselina (od eng. ,,deoxyribonucleic acid*)

p53 - stani¢na signalna molekula (od eng. ,,protein 53”)

p27 - stani¢na signalna molekula (od eng. ,,protein 27”)

DCC - gen koji nedostaje u karcinomu kolona (od eng. ,,deleted in colorectal carcinoma’)

SMAD - stani¢ni signalni proteinski sustav (od eng. ,,Caenorhabditis elegans (Sma)” i eng.
,Drosophila mothers against dipeptidyl peptidase (Mad)”)

CIN - kromosomska nestabilnost (od eng. ,,chromosomal instability”)

MSI - mikrosatelitska nestabilnost (od eng. ,,microsatelelite instability™)

APC - stani¢ni protein, prijenosnik signala (od eng. ,,adenomatous polyposis coli”)

Wnt - stani¢ni signalni put (od eng. ,,integration” i eng. ,,wingless”)

TCF-LEF - grupa ¢imbenika prijenosa signala (od eng. ,, T cell factor-lymphocyte enhancer
factor family”)

TGF - protein koji regulira stani¢ni rast (od eng. ,,transforming growth factor”)

TGFBR2 - receptor za TGF protein (od eng. ,,TGF beta receptor I11”)

TP53 - gen koji kodira stani¢nu signalnu molekulu, protein p53 (od eng. ,,tumor protein 53°)

G1- faza stani¢nog diobenog ciklusa (od eng. ,,gap 1%)

MAPK - enzim koji sudjeluje regulaciji stanicnog dijeljenja (od eng. ,,mitogen-activated
protein kinase™)

BRAF - stani¢na signalna molekula (od eng. ,,B - rapidly accelerated fibrosarcoma™)

MMR - geni zaduzZeni za kontrolu replikacije DNA (od eng. ,,mismatch repair”)

MLHI - gen povezan s nastankom HNPCC (od eng. ,,mutL homolog 1)

MSHI1 - gen povezan s nastankom HNPCC (od eng. ,,mutS homolog 1)

PMS - gen povezan s nastankom HNPCC (od eng. ,,postmeiotic segregation increased”)



RER - pojam za tumore s viSe mutacija (od eng. ,,replication error”)

COX-2 - enzim koji sudjeluje u metabolizmu prostaglandina (od eng. ,,cyclooxygenase-2)

PGDH - prostaglandin dehidrogenaza

PI3K - enzim, sudjeluje u regulaciji stani¢nog ciklusa (od eng. ,,phosphoinositide 3-kinase”)

EGFR - stani¢ni receptor koji sudjeluje u regulaciji stani¢nog ciklusa i imunosti (od eng.
,epidermal growth factor receptor”)

EGF - protein koji sudjeluje u regulaciji stani¢nog ciklusa i imunosti (od eng. ,,epidermal
growth factor”)

VEGF - faktor rasta, sudjeluje u angiogenezi (od eng. ,,vascular endothelial growth factor”)

v-Src - onkogen pronaden u Rousovom sarkomu, kodira tirozin kinazu

PKC - protein kinaza C, regulira funkciju drugih proteina fosforilacijom

Cdc2 - ciklin ovisna kinaza 2 (od eng. ,,cyclin-dependent kinase 2*)

Cip/Kip - obitelj proteinskih inhibitora ciklin-ovisne kinaze (od eng. ,,Cyclin Dependant

Kinase interacting protein/Kinase inhibitory protein’)

ADHI - alkoholna dehidrogenaza 1, sudjeluje u oksidacijskim procesima u stanici

c¢GMP - ciklicki gvanozin monofosfat, sekundarni glasnik

cAMP - ciklicki adenozin monofosfat, sekundarni glasnik

TGFD - protein koji sudjeluje u stani¢nom rastu (od eng.”’transforming growth factor beta”)

JAK - Janus kinaza, protein interferonskog receptora s dva vezna mjesta (Janus, rimski bog
s dva lica), primarno sudjeluje u regulaciji imunog odgovora leukocita

Stat - dio signalnog puta JAK/Stat u leukocitima koji sudjeluje u regulaciji imunosnog
odgovora (od eng. ,,signal transducer and activator of transcription’)

NAD - nikotin adenozin dinukleotid, koenzim, stani¢ni prijenosnik elektrona

ATP - adenozin trifosfat, signalna, energetski bogata molekula (od eng. ”adenosine tri-
phosphate”)

Cx43 - koneksin 43

Cx29 - koneksin 29



1. UVOD

Proces kolorektalne karcinogeneze idealan je model za proucavanje procesa maligne
preobrazbe, obzirom na dobro definirane stupnjeve u nastanku karcinoma, te relativno
jednostavnu moguénost klinickog pracenja.

Karcinom debeloga crijeva je globalni javno-zdravstveni problem. Cinjenica je da se
starost svjetske populacije povecava, da velina zemalja u razvoju preuzima nezdrave
zapadnjacke prehrambene navike, misle¢i pritom prvenstveno na konzumaciju takozvane
brze hrane 1 smanjenu fizicku aktivnost, §to dovodi do porasta broja pretilih. Sve navedeno
dovodi postupno do povisenja incidencije kolorektalnog karcinoma u svijetu. U Hrvatskoj je
zadnjih dvadeset godina, kao i u vecini zemalja isto¢ne Europe, prisutan trend porasta
incidencije kolorektalnog karcinoma, pritom izraZeniji kod musSkaraca nego kod Zena (1).
Sli¢no je i s trendom smrtnosti. Karcinom debeloga crijeva je drugi po ucestalosti u zenskoj
populaciji i tre¢i u muskoj, dok je po smrtnosti na drugom mjestu u obje populacije (2).

Opée je prihvaceno da najveéi broj karcinoma debeloga crijeva nastaje iz
adenomatoznih polipa, pa je vazno teziti prevenciji raka debeloga crijeva kako promjenama
zivotnih navika, tako 1 otkrivanjem i resekcijom adenoma debeloga crijeva. Upravo u ovoj
fazi bolesti rezultati lijeCenja su najbolji, uz najmanje javno-zdravstvene troskove. Obzirom
na veliki dio, osobito starije populacije, kod koje se moze ocekivati prisutnost polipa debeloga
crijeva, od osobitog je interesa izdvojiti bolesnike s adenomima debeloga crijeva koji imaju
visoki rizik nastanka karcinoma. Na taj bi se nalin smanjilo nepotrebno pracenje i
kolonoskopiranje bolesnika, te pretraga ucinila dostupnijom opcoj populaciji. lako je Hrvatska
uz Finsku, Francusku, Italiju i Veliku Britaniju, jedna od tek pet europskih zemalja koja ima
Nacionalni program prevencije raka debelog crijeva, on je pokrenut tek 2007. godine i joS je
prerano za konkretnije pomake u smislu smanjivanja ucestalosti i smrtnosti raka debeloga
crijeva. Pritom treba uzeti u obzir ¢injenicu da se manje od 20 % pacijenata uopce odazove
probiru (3). Ovi programi, ali i smjernice probira za rak debeloga crijeva, u drugim europskim
drzavama i Sjedinjenim americkim drzavama dovele su do znaajnog pada ucestalosti i
smrtnosti od ove vrste raka (1). Takoder je viSe randomiziranih studija i jedna Cochranova
analiza pokazalo smanjenje smrtnosti od raka debeloga crijeva u zemljama gdje se provodi
probir za 16 % (4). Hrvatska je u europskim okvirima po ucestalosti raka debeloga crijeva na
devetom mjestu kod muskaraca i Sesnaestom mjestu kod Zena, a po smrtnost je u oba spola na

cetvrtom mjestu, Sto govori da mi otkrivamo rak debeloga crijeva u poodmakloj fazi.



1.1. Adenomatozni polipi debeloga crijeva

Polipi debeloga crijeva su izrasline koje se u vecoj ili manjoj mjeri izboCuju u lumen
crijeva. Najcesce sijelo polipa u gastrointestinalnom traktu je debelo crijevo, a njihova
prevalencija kod populacije u dvadesetim i tridesetim godinama Zivota je do 4 %, iza pedesete
godine do 30 %, a u sedamdesetim godinama preko 50 % (5). Oko 2 / 3 polipa su
adenomatozni, dakle imaju zariSte displazije, a time 1 maligni potencijal (6). Osnovni znacaj
adenomatoznih polipa je $to su to benigne neoplasticne promjene, koje progresijom displazije,
od niskog preko visokog stupnja, prelaze u karcinom. Adenomi su najéesc¢e asimptomatski i
otkrivaju se slu¢ajno ili nakon pozitivnog nalaza okultnog krvarenja u stolici, obi¢no u obradi

anemije (7).

1.1.1. Etiologija polipa debeloga crijeva

U nastanku polipa debeloga crijeva bitan je utjecaj nasljeda i vanjskih ¢imbenika, te
njihova kombinacija. Utjecaj nasljeda nalazimo u 15 - 20 % slucajeva, uz jo§ oko 6 %
dodatnog rizika koji nose uobifajene genetske varijacije u populaciji (8, 9). Od vanjskih
¢imbenika vaznu ulogu imaju prekomjerna tjelesna tezina, pusenje, fizicka neaktivnost,
prekomjerna konzumacija alkohola, te dijetetski ¢imbenici, kao $to je prekomjeran unos
masnoca 1 crvenog mesa, uz neadekvatan unos povréa (10). Utjecaj nasljeda jasno je vidljiv
kod familijarne adenomatozne polipoze (FAP)(11). Osim ovog sindroma, tesko je definirati
gensku osnovu povecanog rizika nastanka polipa zbog velikog utjecaja i interakcije okoline.
Znacajan rizik za nastanak polipa nosi kroni¢na upala, npr. u ulceroznom kolitisu ili

Crohnovoj bolesti, te izlozenost zra¢enju (9).

1.1.2. PatohistoloSka podjela polipa debeloga crijeva

Polipe dijelimo na benigne neoplasticne polipe, maligne neoplastine polipe,
neneoplasti¢ne polipe i subepitelne polipoidne tumore (tablica 1). Adenomatozni polipi su
premaligne promjene koje spadaju u epitelne tumore, a dalje ih prema tipu histologije
dijelimo na tubularne 1 vilozne (kada je vise od 80 % adenoma gradeno od tubularnih ili
viloznih, prstolikih formacija), odnosno tubulovilozne adenome (kada su adenomi podjednako

gradeni od tubularnih i prstolikih formacija)(12, 13)(slika 1). Od svih adenomatoznih polipa,



80 - 85 % Cine tubularni adenomi, 3 - 16 % vilozni adenomi, te 8 - 16 % tubulovilozni
adenomi (6). Svi adenomi imaju po definiciji izrazen odredeni stupanj displazije, a
klasificiraju se uvijek prema naviSem stupnju. Adenomatozni polipi se prema stupnju
displazije dijele na adenome s displazijom niskog stupnja (,,Jlow grade*), Sto ukljucuje ranije
pojmove displazije niskog i srednjeg stupnja, a nalazi se u preko 80 % svih adenomatoznih
polipa (6, 14), te na adenome s displazijom visokog stupnja (,,high grade), Sto se odnosi na
ranije pojmove displazije visokog stupnja i karcinoma ,,in situ, a nalazi se u oko 10 %
adenomatoznih polipa (15). Karcinom ,,in situ® je naziv za ZariSte neoplasti¢nih stanica u
adenomu koje ne probijaju bazalnu membranu, a ako zariSte neoplasti¢nih stanica probija
bazalnu membranu, ali ne i laminu propriju, radi se o intramukoznom karcinomu. Karcinom
»In situ“ 1 intramukozni karcinom nemaju metastatski potencijal, pa se zajednicki nazivaju
neinvazivni karcinom. Maligni polip je onaj kod kojeg se neoplasti¢ne stanice probijaju ispod
muskularis mukoze, a takav polip ima odredeni metastatski potencijal i pripada skupini
invazivnih karcinoma (5 - 7 % svih adenomatoznih polipa)(15, 16).

Posebna skupina premalignih epitelnih polipoidnih promjena su nazubljeni
(,,serrated) polipi koji ¢ine oko 1 % svih polipa debelog crijeva (17). Danas je poznato da
mogu izrazavati elemente tubularne, odnosno vilozne transformacije, znakove atipije ili
displazije (18). Nazubljeni polipi se dijele na hiperplasti¢ne polipe, tradicionalne nazubljene
adenome 1 sesilne nazubljene adenome, a razli¢it im je i put nastanka (13, 19). Sporadi¢ni
sesilni nazubljeni adenomi u pravilu se nalaze u oralnom dijelu debeloga crijeva.
(pedukularni, s elementima displazije) i tipi¢no se nalaze u distalnom kolonu. Prevalencija
displazije visokog stupnja ili malignoma u nazubljenim adenomima je 5 - 16 %, Sto ostavlja

otvorenim pitanje prac¢enja bolesnika s ovom vrstom polipa (19).



Tablica 1. Patohistoloska podjela polipa debeloga crijeva (20)

Benigni neoplasti¢ni | Maligni neoplasticni Ne-neoplasti¢ni Subepitelne tvorbe
polipi polipi polipi

- tubularni adenomi | Neinvazivni - hiperplasti¢ni - intestinalna

- tubulovilozni karcinom - juvenilni pneumatoza
adenomi - karcinom ,,in - sluznicni - colitis cistica

- vilozni adenomi situ“ (mukozni) profunda

- nazubljeni - intramukozni - Peutz - Jeghers - limfoidni polipi
(,,serrated*) karcinom - upalni - lipomi
adenomi Invazivni karcinom - karcinoid

- maligni polip - metastaze

Slika 1. Histoloski tipovi adenomatoznih polipa 1 nazubljeni adenom (20)

(A) Tubularni adenom, (B) Tubulovilozni adenom, (C) Vilozni adenom, (D) Nazubljeni

adenom.




1.1.3. Endoskopska podjela adenomatoznih polipa debeloga crijeva

Obzirom na potrebu konzistentnijeg oznacCavanja polipoidnih promjena u
gastrointestinalnom sustavu, od 2000-te godine u uporabi je Pariska klasifikacija povrSinskih
neoplastiénih promjena gastrointestinalnog sustava (21)(tablica 2)(slika 2). Adenomatozni
polipi spadaju u povrSinske neoplastiéne promjene (tip 0). Ovisno o tome da li su, i koliko,
0-Ip (pedunkularni, na peteljci), tip 0-Is (sesilni, na §irokoj bazi), te tip 0-2 1 tip 0-3 (polipi u
razini stijenke, ,,flat* polipi) (slika 3 A - C)(tablica 2). Polipi tip 0-Is su oni kod kojih je visina
manja od polovice promjera, tako da je ve¢ina adenoma u nastajanju u toj skupini.

Medu adenomima tipa 0-Ip rjede nalazimo visoki stupanj displazije nego u ostalim
adenomatoznim polipima iste veli¢ine (16, 22). Prac¢enjem se u skupni bolesnika sa sesilnim i
adenomima u razini stijenke ¢eS¢e ponovno nadu adenomatozni polipi. Udio adenoma koji su
u razini stijenke crijeva u ukupnom broju adenoma je 8,5 do 12 % (23).

Upotrebom kromoendoskopije, te novijih metoda obrade slike ili virtualne
kromoendoskopije, kao Sto su NBI (,,narrow band imageing™, Olympus), FICE (,,FUJI
Intelligent Chromo Endoscopy®), te I-scan (,,intelligent-scan“, Pentax), zbog boljeg prikaza
promjena u razini sluznice, taj se postotak moze znacajno povecati. Takvi su adenomi manji i

ceSce sadrze displaziju visokog stupnja ili zariSte karcinoma (23, 24).

Tablica 2. Pariska endoskopska klasifikacija povrSinskih neoplasti¢nih promjena (21)

TIP 0 (PovrSinske neoplasticne promjene)

Polipoidne o .
. Nepolipoidne promjene
promjene
Lagano uzdignute U razini | Lagano udubljene Ulkusi
0-1
0-1Ila 0—1IIb 0-Ilc 0-111
(Ip, Is)




O-Ip O-Is

Pedunkularni polip Sesilni polip

-~ 0 =
5 0-lIlc
0-Ila 0-1Tb
Nepolipoidna promjena, Nepolipoidna promjena, Nepolipoidna promjena,
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Slika 2. Pariska endoskopska klasifikacija povrSinskih neoplasti¢nih promjena (21)

Prirodni tijek razvoja adenoma u razini stijenke crijeva nije u cijelosti poznat, a kako
ne sadrze k-ras mutaciju nije nuzno da tijekom progresije displasticnih promjena prolaze

tipicnu polipoidnu fazu (25).

Slika 3. Endoskopska podjela adenomatoznih polipa debeloga crijeva (20)
(A) Tip 0-Ip (pedunkulski polip), (B) Tip 0-Is (sesilni polip), (C) Tip 0-IIa (,,flat* polip).



Veli¢inom adenome dijelimo u tri skupine: manje od 10 mm, od 10 do 20 mm, te vece
od 20 mm (15, 20). Samo 13 - 16 % adenoma na obdukcijskim serijama je veée od 10 mm
(25), dok se isti broj na endoskopskim i kirurSkim serijama kre¢e od 26 do 40 % (15). Vec¢i
adenomi se ¢eS¢e nalaze u populacijama s viSom incidencijom kolorektalnog karcinoma, kod
starijih, te u distalnom crijevu (16, 26).

Polipi manji od 5 mm nazivaju se diminutivni. Ranije se smatralo da to nisu
neoplasti¢ni polipi, ali danas znamo da se u diminutivnim polipima nalaze ZariSta displazije u
cak 30 do 50 % slucajeva (27, 28). U pravilu se nalaze distalno od lijeve fleksure debeloga
crijeva, rastu sporo i njihova klini¢ka vaznost nije velika. U diminutivnim polipima se rijetko
nadu zarista displazije visokog stupnja (do 4,4 %), a iznimno ZzariSte invazivnog karcinoma
(0,1 %)(28, 29). To u svakodnevnoj klinickoj praksi znaci da kod diminutivnih polipa nakon
resekcije nije nuzno uvijek inzistirati na patohistoloSkom nalazu, jer to ne utjece na prognozu i
pra¢enje bolesnika (29). Njihova znacajnost raste ako se nadu proksimalno od lijenalne
fleksure gdje je znatno ¢es$¢i nalaz displazije visokog stupnja ili zariSta karcinoma (28).
Klinicka vaznost je 1 u tome §to se kod 29 % diminutivnih polipa u distalnom crijevu, nalaze
adenomatozni polipi u proksimalnom dijelu crijeva (30). Tijekom vremena oni pokazuju
iznimno spori rast (ako uopée i imaju tendenciju rasta), tako da se smatra da je rizik razvoja
karcinoma crijeva u bolesnika s diminutivnim polipima isti kao onaj u opéoj populaciji (28,
29).

Sto se ti¢e raspodjele adenomatoznih polipa duZ crijeva, u slijepom i uzlaznom
debelom crijevu nalazi se 34 %, u poprecnom crijevu 26 %, u silaznom crijevu 10 %, u
sigmoidnom crijevu 19 %, te u zavrSnom crijevu 11 % adenoma (31). Ako se gledaju adenomi
debeloga crijeva ve¢i od 1 cm, onda se nesSto viSe adenoma nalazi u aboralnom crijevu, i to u

silaznom crijevu 14 %, u sigmoidnom crijevu 16 %, te u rektumu 21 % adenoma (31).

1.14. Potencijal zlo¢udnih promjena adenomatoznih polipa debeloga

crijeva

Slijed adenom - karcinom je u procesu nastanka karcinoma debeloga crijeva opetovano i
nedvojbeno potvrden (32). Oko 95 % karcinoma debeloga crijeva nastaje iz adenomatoznih
polipa (33). Vrijeme pretvorbe u karcinom je u prosjeku 7 godina, a moze biti brze kod
adenoma s visokim stupnjem displazije, te kod bolesnika s familijarnom adenomatoznom

polipozom i hereditarnim nepolipoznim karcinomom kolona (HNPCC)(11,15, 20, 33).



Glavni ¢imbenici rizika za razvoj karcinoma u adenomatoznim polipima su veli¢ina,
visoki stupanj displazije i vilozni tip adenoma (34 - 37).

Kod adenoma vecih od 10 mm potencijal maligne pretvorbe je tijekom pracenja i do
Cetiri puta vec¢i nego kod manjih od 10 mm (34)(tablica 3). Displazija visokog stupnja nalazi
se u 10 - 12 % malih polipa, a znatno ¢es¢e u srednje velikim i velikim polipima, gdje ju
nalazimo u oko 30 % adenoma (37). Kod bolesnika s velikim adenomom debeloga crijeva,
posebno ako je ujedno rije¢ i o multiplim adenomima viloznog tipa, vjerojatnost pojave
metakronog karcinoma kolona je 6,6 puta veéa nego u opc¢oj populaciji (35). Pritom je
vjerojatnost nepovoljnog dogadaja izravno ovisna o broju adenoma, te ako je broj veéi od

Cetiri, u razdoblju prac¢enja 3 - 5 godina iznosi 24 % (36, 38).

Tablica 3. Povezanost histoloskog tipa, stupnja displazije i veli¢ine adenomatoznog polipa s

pojavom zariSta invazivnog karcinoma u polipu (15)

Adenomatozni polipi s prisutnim ZariStem invazivnog karcinoma

Veli¢ina Histoloski tip Stupanj displazije
adenoma adenoma u adenomu
Tubularni  Tubulovilozni ~ Vilozni Niski Srednji Visoki
(mm) 0, 0, 0, (o) (o) 0,
0-9 1 4 10 0,3 2 27
10-19 10 7 10 3 14 24
> 20 35 46 53 42 50 48

1.1.5. Adenom-karcinom sekvenca

Vise je direktnih i indirektnih dokaza da velika vecina karcinoma debeloga crijeva
nastaje iz adenomatoznih polipa. EpidemioloSki se prati geografska podudarnost nalaza
multiplih adenoma debeloga crijeva, adenoma viloznog tipa ili adenoma s prisutnom
displazijom visokog stupnja s podrucjima visoke prevalencije karcinoma debeloga crijeva

(39). Vremenski se moze jasno pratiti usporedni porast prevalencije nastanka polipa i



karcinoma debeloga crijeva, time da nastanak kolorektalnog karcinoma prati vremenski
odmak od 5 do 10 godina (15).

Klinicki gledano, najocitiji dokaz adenom-karcinom sekvence je familijarna
adenomatozna polipoza kolona. Kod pacijenta koji ima na stotine ili tisu¢e polipa, nastanak
kolorektalnog karcinoma je neizbjezan. Takoder se praéenjem populacije kojoj je ucinjena
endoskopska resekcija adenoma vidi znacajan pad incidencije kolorektalnog karcinoma prema
onoj oc¢ekivanoj u populaciji (1, 2, 4, 22).

Opce je poznato da se u adenomatoznim polipima debeloga crijeva Cesto nade ZariSte
karcinoma, §to je u normalnoj sluznici iznimno rijetko. Isto tako se uz tumorsko tkivo ¢esto
vidi adenomatozno promjenjena sluznica (6, 15).

Dodatnu, mozda 1 najjau razinu dokaza adenom-karcinom sekvence pruzaju
molekularne i genetske studije. ViSekratno je potvrdena i dodatno proSirena hipoteza
,multiplih pogodaka“ koju su jo§s 1990. godine postavili Fearon i Vogelstein (12). Prema toj
hipotezi za razvoj kolorektalnog karcinoma potreban je slijed od nekoliko mutacija. Radi se
primarno o inaktivaciji tumor supresor gena ili aktivaciji onkogena, te dodatno i drugim

oblicima genske nestabilnosti.

1.1.6. Molekularna osnova karcinoma debeloga crijeva

Kolorektalni karcinom je medu prvim karcinomima kod kojeg je DNA
sekvencioniranjem otkriven kompletan genom. Somatske mutacije su otkrivene na 848 gena,
od kojih se 140 pojavljuje u dva ili viSe karcinoma i najvjerojatnije su odgovorni za
fenotipska obiljeZja karcinoma (40). Uglavnom se iste mutacije pojavljuju i u metastazama,
Sto upucuje na to da nisu potrebne dodatne mutacije za tumorski rasap (41). Pra¢enjem
mutacija zakljuceno je kako je metastatski rasap brz, te se javlja unutar manje od 24 mjeseca
od nastanka tumora (42). U cCetvrtom stupnju karcinoma prosjecno se nalazi 15 mutacija
karcinomskih gena, te jo§ oko 60 rijetkih popratnih mutacija, $to pokazuje kolika je genska
heterogenost kolorektalnog karcinoma. To upucuje na vaznost proucavanja puteva kojima
geni djeluju, da bi se olaksalo nase shvacanje nastanka tumora, te pronasle nove moguénosti
lijeenja. Bitno je povezati znanje o genetskoj osnovi raka debeloga crijeva s prognozom i
mogucéim izborom terapije. Tako sporadi¢ni kolorektalni karcinom s poremecajem popravka
DNA polimeraze (,,mismatch repair) ima bolju prognozu (43, 44), a loSija prognoza

povezana je s gubitkom p27 ili gubitkom heterozigotnosti kromosoma na poziciji 18q (45).



1.1.6.1. Genska nestabilnost

Danas su poznata dva glavna puta u nastanku adenoma kolona i1 nastanku kolorektalnog
karcinoma. To su kanonski ili supresijski put (engl. «chromosomal instability pathway,

CIN), te mikrosatelitska nestabilnost (MSI) ili mutacijski put (46).

1.1.6.1.1. Mutacija ili inaktivacija tumor supresor gena

Kanonski put nastaje uslijed kromosomske nestabilnosti i klasi¢na je, opisana ve¢ od
strane Fearona i Vogelsteina (12), adenom-karcinom sekvenca od 4 - 5 mutacija koja dovodi
do aktivacije onkogena ili inaktivacije tumor supresor gena (12, 22, 46). Podrazumjeva
prisustvo adenoma kao prekursora kolorektalnog karcinoma. Prisutna je u 80 - 85 %
karcinoma i najces¢i je tip genske nestabilnosti karcinoma debeloga crijeva. Uzrokuje mnoge
promjene u broju i strukturi kromosoma (47). To je mehanizam kojim se gube kopije divljeg
tipa tumor supresor gena, kao Sto su gubici alela na kromosomima 5q (APC), 17p (p53) 1 18q
(DCC/SMAD obitelj).

Gen APC (5921) je oznacen kao kljucan (eng. ,,gatekeeper) u procesu kolorektalne
onkogeneze, 1 njegova je mutacija najcesca (14). Moze biti nasljedna, u sklopu FAP-a, ili
steena, a nalazi se u 60 - 82 % adenoma 1 kolorektalnih karcinoma (48). U odsutnosti
funkcionalnog APC gena dolazi do poremecaja razgradnje beta katenina u Wnt signalnom
putu, te njegove neadekvatne aktivacije, koaktivacije pojedinih gena u jezgrici zaduzenih za
regulaciju stani¢nog ciklusa ili za tumorski rast (46). Aktivacija Wnt signalnog puta je jedna
od promjena neophodnih za razvoj adenoma i dalje karcinoma. U tom procesu se onkoprotein
beta-katenin veze za transkripcijske faktore u jezgri, TCF-LEF obitelj 1 regulira transkripciju
gena ukljucenih u stani¢nu aktivaciju (32). Neovisno od Wnt signalnog puta, APC sudjeluje u
regulaciji izgradnje i1 funkcije citoskeleta, te u mitozi (49). APC inaktivacija potice
tumorogenezu uslijed poremecaja u procesu stani¢ne adhezije, neprepoznavanja kromosomske
abnormalnosti, te dovodi do promjene stanicne membrane uslijed smanjenja E-kadherina (50).
Kod nosioca mutiranog APC gena vjerojatnost nastanka kolorektalnog karcinoma do 40-te
godine je gotovo 100 % -tna (32). U malog broja bolesnika sli¢an ucinak ima pojava
mutiranog beta-katenina, rezistentnog na uobicajeni put razgradnje, Sto takoder dovodi do
aktivacije Wnt signalnog puta.

Sljede¢i dogadaj u kanonskom putu procesa karcinogeneze je mutacija tumor supresor

gena lociranog na kromosomu 18q, §to je ujedno povezano s loSom prognozom karcinoma
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debeloga crijeva (51). Iako je u pocetku smatrano da je rije¢ o DCC genu, vjerojatnije je da je
to SMADA4. On igra znac¢ajnu ulogu u razvoju karcinoma debeloga crijeva inaktivacijom TGF
beta signalnog puta (46). U tre¢ini kanonski nastalih karcinoma debeloga crijeva, te polovine
karcinoma s ,,mismatch® pogreskom, TGF-beta signalni put je onemogucen inaktivacijom
domene TGFBR2 kinaze, ili ¢eS¢e mutacijama ili delecijama koje inaktiviraju daljnju kaskadu
signalnoga puta, transkripcijske faktore SMAD 2-4 (12, 52). Ove se mutacije poklapaju
vremenski s prijelazom adenoma u displaziju visokoga stupnja ili karcinom (53).

Tumor supresorski gen TP53 kodira protein p53 koji je ,,Cuvar genoma*, a njegova
mutacija je zadnji korak u kolorektalnoj kancerogenezi. Mutacija, odnosno gubitak ovog gena
nalazi se u oko 50% ljudskih tumora (54). Gubitak TP53 je obi¢no kombinacija mutacije koja
inaktivira transkripcijsku aktivnost za p53, te delecije 17p kromosoma koja dovodi do
nestanka drugog alela (54). Divlji tip p53 prepoznaje oSteCenje DNA, zaustavlja dijeljenje
stanice u G1 fazi 1 daje joj moguénost reparacije greske, a u slucaju nesupjeha dolazi do
apoptoze (46, 49). Prema Fearonu i Vogelsteinu (12), mutacija TP53 koincidira sa prelaskom
adenoma visokog stupnja displazije u karcinom (12). Abnormalnost proteina p53 nadena je u
4 - 26 % adenoma, 50 % adenoma sa zariStima karcinoma, te u 50 - 75 % kolorektalnih
karcinoma (55, 56). U pojedinim slucajevima nastanka raka debeloga crijeva dolazi do

atenuacije aktivnosti p53 proteina putem induktora apoptoze (32).

1.1.6.1.2. Mutacija ili aktivacija onkogena

Onkogeni su oni geni koji sadrzavaju strogo ¢uvane sekvence DNA, igraju znacajnu
ulogu u regulaciji stani¢noga ciklusa, a njhovim poremecajem ili aktivacijom dolazi do
poremecaja rasta stanice ili tumorskog rasta. Kod karcinoma debeloga crijeva najcesca je
mutacija onkogena koji aktiviraju signalni put mitogen aktivirane protein kinaze (MAPK), a
to su RAS geni, K, N i H (37 % karcinoma), te BRAF (13 % karcinoma)(40). RAS mutacija,
uglavnom u K-RAS, nalazi se u srednjoj fazi adenomske progresije. BRAF mutacija aktivira
signalne BRAF serin-treonin kinaze koji dalje utjecu na MAPK signalnu kaskadu (57). BRAF
mutacije se vide ve¢ 1 u malih polipa, a u usporedbi s RAS mutacijama, ¢eS¢e su u
hiperplasti¢nih polipa, nazubljenih adenoma, te karcinoma proksimalnoga kolona (25).
Pacijenti s brojnim i veé¢im hiperplasticnim polipima imaju poveéani rizik nastanka
kolorektalnog karcinoma, a to se uglavnom dogada preko nazubljenih adenoma kao

medijatora (19) .
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1.1.6.2. Mikrosatelitska nestabilnost

U pojedinih pacijenata s kolorektalnim karcinomom dolazi do inaktivacije gena koji
ispravljaju pogreSke DNA polimeraze u mikrosatelitskim sekvencama (,,mismatch repair* ili
MMR geni)(46). Poznato je najmanje sedam gena MMR sustava: hMLH1, hMLH3, hMSH2,
hMSH3, hMSH6, hPMS1 i hPMS2, a nalaze su u oko 15 - 20 % sporadi¢nih kolorektalnih
karcinoma (58). Poremecaj moze biti i nasljedan (HNPCC). Tumori s mikrosatelitskom
nestabilno$¢u (MSI tumori), koje zovemo jo§ i RER+ tumorima (od eng. ,,Replication Eror*),
obiljezava velika akumulacija mutacija u odredenim kratkim (mikrosatelitskim) sekvencama
koje se ponavljaju kroz genom (MSI-H, H od eng. ,,High®), a ¢es¢e su 100 - 1 000 puta od
razine mutacija u normalnim stanicama (46, 59). Epigenetske promjene ( najceS¢e izazvane
metilacijom) hMLH1 1 hMSH2 naj¢es$¢i su uzrok MMR mutacija u karcinomu debeloga
crijeva (60). Ove vrste karcinoma nemaju ili imaju tek sporadi¢no mutacije koje su prisutne u
kanonskom putu (61).

Osoba s mutacijom MLHI1 1 MSH2 nosi vjerojatnost nastanka kolorektalnog karcinoma
oko 80 % do 45-te godine Zivota. U ovih je bolesnika ubrzan i nastanak kolorektalnog raka, te
se on moze naéi ve¢ oko 3 godine nakon urednog nalaza kolonoskopije (62,63).
Novotvorine vezane uz ovaj genski poremecaj nastaju prvenstveno u oralnom crijevu, cesce
kod Zena (63). Kod pronalaska ovog tumora veca je lokalna invazija, ali nizim ukupnim
stadijem bolesti i1 rjede prisutnim udaljenim metastazama (63). Nacelno su slabije
diferencirani i ¢e$¢i u bolesnika mladih od 55 godina i starijih od 70 godina (64).

Iako se smatralo da je ovo put nastanka nepolipoznog karcinoma kolona, sve je vise
dokaza da poremecaji MMR gena induciraju adenom-karcinom sekvencu, ali sa znatno

kra¢im vremenom pretvorbe od adenoma do karcinoma (65).

1.1.6.3. Poremec¢aj ¢imbenika rasta

U ranoj fazi nastanka adenoma bitan je poremecaj signalnog puta prostaglandina (66).
Uzrok poremecaja moze biti upala, poremecaj regulacije enzima COX-2 ili gubitak
15-prostaglandin dehidrogenaze (15-PGDH) i porast koncentracije prostaglandina E2 koji se
dovodi u izravnu vezu s nastankom kolorektalnog karcinoma (67). Porast COX-2 se nalazi u
2 / 3, a gubitak 15-PGDH u oko 4 / 5 kolorektalnih karcinoma (68). To je put kojim
nesteroidni protuupalni lijekovi preveniraju nastanak novih adenoma ili dovode do regresije

ve¢ postojeéih adenoma (69, 70).
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Epidermalni ¢imbenik rasta ima znacajnu ulogu u nastanku kolorektalnog karcinoma
putem signalnih puteva MAPK i PI3K (41, 71). Istrazivanja nisu pokazala odgovor
uznapredovanih kolorektalnih karcinoma na anti-EGFR terapiju (72, 73).

Novije studije sugeriraju moguc¢u ulogu vaskularnog endotelnog faktora rasta (VEGF).
Terapija s anti-VEGF protutijelima produljuje prezivljenje kod kolorektalnog karcinoma za

oko 30 % (74).

1.1.6.4. Poremecaj diferencijacije zametnih stanica

Zametne stanice imaju moguénost samostalno se obnavljati (75). Nalaze se u
normalnom epitelu kripti sluznice debeloga crijeva, a njena daljnja difrencija je odredena
sloZenim stromalnim 1 epitelnim interakcijama. Takva se pojedinacna stanica, koja ima
neoplasti¢ne promjene moze uz odredene uvjete smjestiti u pojedini organ, kao §to je jetra, te
na taj nacin nastane metastaza. Za sada nije moguce izolirati takvu stanicu, iako postoje neki
markeri koji bi na to mogli upucivati, kao $to su CD133, CD44, CD166 i ADHI. Teoretski bi
se kontrolom diferencijacije mati¢nih stanica moglo utjecati na prevenciju i terapiju

kolorektalnog karcinoma.

1.1.7. Uloga medustani¢ne komunikacije u kolorektalnoj karcinogenezi

1.1.7.1. Pukotinasta spojiSta

U onkogenezi su, osim ranije navedenih mehanizama, bitne medustanicne interakcije
posredovane propusnim vezama. Direktan kontakt stanice sa stanicom ukljucuje regulaciju
zivotnog ciklusa stanice, a razmijenjeni sekundarni glasnici medu stanicama moduliraju
izrazenost stani¢nih gena i funkciju proteina (76). Klju¢ni medustani¢ni komunikacijski kanali
su pukotinasta spojista (engl. Gap junction, GJ). Pukotinasta spojista su 1967. godine otkrili
Jean-Paul Revel i Morris Karnovsky, a smatra se da njihovo pojavljivanje u evoluciji
koincidira s pojavom viSestani¢nih organizama (77)(slika 4). Pukotinasta spojiSta su kanali na
stanicnim membranama promjera od 1,5 do 2 nm. Dozvoljavaju prolaz molekulama veli¢ine
do 1,2 kDa, molekule 1,2 do 2 kDa prolaze selektivno i otezano, a vece od 2 kDa
(molekularne mase preko 1 000), kroz ovaj tip veze ne mogu proc¢i. Na ovaj nacin stanice

medusobno komuniciraju, uskladuju svoje funkcije, prvenstveno elektricnu i metabolicku
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aktivnost, a na tkivnoj razini razvoj i diferencijaciju (77 - 83). Na taj nacin reguliraju i proces
apoptoze, ¢ime odrzavaju tkivnu homeostazu (84 - 86). GJ se nalaze u svim stanicama tkiva,
osim onih koje inae funkcioniraju pojedinac¢no, kao Sto su eritrociti, neutrofili i neke

zametne stanice.

Slika 4. Pukotinasto spojiste izmedu dva dendrita (D), na slici ozna¢eno strelicama (20)

Svako pukotinasto spojiste sastoji se od molekulskog kompleksa kojeg Cine stotine
kanala na membranama dviju susjednih stanica udaljenih oko 4 nm, na povsini 1 um/? (87).
Svaki pojedini kanal ¢ine dvije podjedinice na susjednim stanicama, koje nazivamo
koneksoni. Koneksoni su sastavljeni od 6 transmembranskih proteina, koneksina ili
paneksina. Sam konekson moze biti homomericki, sastavljen od jedne vrste koneksina, ili
heteromericki, sastavljen od vise vrsta koneksina. Kanali pukotinatog spojista mogu biti
homotipski, sastavljeni od dva ista homomeri¢ka koneksona, ili heterotipski, sastavljeni od
dva razli¢ita homomeric¢ka koneksona, homomeri¢kog 1 heteromerickog koneksona ili od dva
heteromericka koneksona (78)(slika 5).

Kanali mogu biti otvoreni, zatvoreni ili u rezidualnom stanju. U pojedinim situacijama,
reagirajuéi na podrazaje koji pokazuju loSe stanje stanice, kao Sto su poremecaj pH,
koncentracije kalcija ili promjene potencijala medu stanicama, mogu povecati svoju
propusnost za odredeni glasnik i preko stotinu puta. Kanali spojista su veéinu vremena u
zatvorenom stanju, i kao takvi ¢uvaju cjelovitost stanice. Do zatvaranja kanala dolazi i kao
odgovor na brojne fizioloske poticaje, kao Sto je ubrzano dijeljenje stanice uz povisenu razinu
faktora kao §to su PDGF i EGEF, ili onkogena kao v-Src, PKC i Cdc2 kinaza povezanih s

mitozom (88).
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1.1.7.2. Koneksinski proteini

Koneksinski proteini ili koneksini skupina su transmembranskih proteina koji tvore
pukotinasta spojista (90). Svaki koneksinski protein ima detiri transmembranske zavojnice
(M1 - M4), koje imaju N-terminalni i karboksiterminalni kraj, visoko varijabilnu
citoplazmatsku petlju (CL) 1 dvije strogo ¢uvane izvanstani¢ne petlje, koje su ¢vrsto povezane
disulfidnim vezama (EL 1 1 EL 2)(91)(slika 5). Citoplazmatska c-terminalna domena kao
»kugla na lancu” zatvara kanal ovisno o pH, transmembranskoj voltazi, razini izvanstanicnog
ili citoplazmatskog kalcija, mehanickoj stimulaciji, promjenama redoks potencijala, hipoksiji,
nitrozilaciji koneksinskih proteina, razini inzulina ili ovisno o fosforilacijskom statusu
(92 - 98). Na taj nacin je omogucen ulaz elektrolita (Na, Ca2+), ili bijeg esencijalnih stani¢nih
metabolita kao S§to su NAD, ATP, glutamat, prostaglandini ili glutationi (99 - 101).
Citoplazmatska C-terminalna domena istovremeno sadrzi mno$tvo veznih mjesta za razne
kinaze, potporne i signalne molekule (91).

Prosjecna duljina koneksina je 380 aminokiselina, a relativna molekularna tezina
izmedu 23 1 62 kDa, prema ¢emu se skrac¢eno 1 oznacavaju. Poluvrijeme Zivota im je od 1 do 5
sati (102). Sinteza, zamjena i razgradnja koneksinskih proteina je kontinuirani dinamicki
proces, koji zahtjeva komplicirane regulatorne mehanizme, a samim time i otvara moguénosti
za intervencije unutar tog ciklusa. Koneksini prolaze kroz Golgijev aparat te se kasnije u
procesu biosinteze oligomeriziraju (103). Usljed poremecaja transkripcije, koneksinski
proteini Cesto se mogu naéi zarobljeni u endoplazmatskom retikulumu i1 Golgijevim

tjeleScima.
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Homomericko Homomericko Heteromericko
homotipsko heterotipsko heterotipsko
spojiste spojiste spojiste

o N
Pukotinasto Konekson Koneksin
spojiste
A)
a1 ol 2
B)

Slika 5. Shematski prikaz pukotinastog spojista i koneksina (89)
(A) Membrane dviju susjednih stanica povezane pukotinastim spojistima, (B) Koneksin,
koneksinski protein (m - transmembranska zavojnica, el - izvanstanicna petlja, cl —

citoplazmatska petlja).

Za integraciju koneksina u membranu bitna je funkcija kadherina. Koneksini se
degradiraju formiranjem vezikula unutar stanice u koju ulaze dijelovi koneksona, koji se dalje
razgraduju proteosomalnim i lizosomalnim putem (102). Sastav i raspored unutar podjedinica
propusne veze kljucan je u odredivanju funkcije kanala. Broj i struktura kanala se dugoro¢no
mijenja ovisno o unutarnjim ili vanjskim homeostatskim ¢imbenicima.

Kod ljudi je poznato dvadeset razlicitih koneksinskih proteina (104). Do sada je kod
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sisavaca opisano 14 gena koji kodiraju istoimene koneksine, medu kojima je i koneksin 43
(Cx43). U in vitro pokusima je pokazano da stanice uglavnom sadrze mjeSavinu izraZzenosti
viSe koneksina, §to u slu¢aju mutacije umanjuje gubitak funkcije spojista (105).

Kod bezki¢menjaka je pronadena druga skupina proteina koja tvori spojista, ineksini,
a njihovi ortolozi su kasnije pronadeni i kod kraljeznjaka i nazvani paneksini (106). Kod
covjeka su nadene tri vrste pankesina: paneksin 1, paneksin 2 i panexin 3. Vjerojatno je da uz
mogucénost stvaranja homomerickih ili heteromerickih koneksina, ¢ine 1 kompetentna,
funkcionalna pukotinasta spojiSta, iako u tome postoje i neke kontroverze (107, 108).
Nacelno koneksini formiraju¢i kanale spojiSta omogucavaju medustani¢ni transport i
signalizaciju, dok paneksini imaju klju¢nu ulogu u parakrinoj regulaciji putem ATP-a.
Koneksini dakle sudjeluju u primarnoj komunikaciji, a paneksini sekundarno pojacavaju
signal. IzraZzenost koneksina u pojedinoj vrsti stanica, te njihov uticaj na stani¢ni zivotni
ciklus nije vidljiv samo kroz formiranje medustani¢nih veza kao kanala kroz koje prolaze
glasnicke molekule, ve¢ je njihova uloga vjerojatno i posljedica uloge koneksina koja je
nevezana za izgradnju spojista (109 - 112). Mehanizam djelovanja jo$ nije u potpunosti jasan,
ali se ¢ini da koneksini ili njihovi dijelovi ulaze u podrucje jezgre i djeluju direktno na

transkripciju proteina ili na apoptoticke faktore (113, 114).

1.1.7.3. Koneksinima posredovana stani¢na smrt

Ve¢ su 1966. godine Lovwenstein i Kanno (115) dokazali da se kod neoplasti¢nih
stanica gubi komunikacija s okolnim stanicama, te da je medustani¢na komunikacija vazna za
rast i diferencijaciju tkiva. Stanice se dijele i rastu u skladu s okolnim stanicama, uz
medusobnu kontrolu, a gubitak takve interakcije, koju zovemo kontaktna inhibicija, smatra se
jednim od najvaznijih koraka u onkogenezi (116). U kulturi tkiva mnoZenje stanica prestaje
kada se formira odredeni sloj, dok u tkivima razmnoZzavanje prekida odredena gustoca stanica.
Prestanak rasta koji je odreden procesom kontaktne inhibicije membranskim proteinima, kod
ljudi je posredovan putem proteina p27 koji spada u Cip/Kip (CDK interacting protein/Kinase
inhibitory protein) obitelj proteinskih inhibitora ciklin-ovisne kinaze, koju jo§ ¢ine proteini
p21 1 p57. Regulacija koli¢ine proteina p27 u stanici vrsi se dijelom zbog utjecaja vanjskih
faktora (npr. TGFb putem SMAD proteina ili IL2 putem Ras/MAPK, JAK/Stat i PI3-K/Akt
signalnih modula), ali znatno viSe putem spojista (117). Konac¢ni u¢inak kontaktne inhibicije

putem p27 ide aktivacijom patoloskih putova tumor supresor gena, proteina p53 i RB1 (117).
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Manjak izrazenosti p27 u stanici povezan je s loSom prognozom pacijenata oboljelih od
maligne bolesti (118).

Osim u kontaktnoj inhibiciji, vazna je uloga koneksina i pukotinastnih spojiSta u
kontroli procesa apoptoze (85). Apoptoza se dogada u svim tkivima kao dio normalnog
stani¢nog ciklusa, a isto tako u mnogim patoloskim stanjima, kao sto je ishemijska stani¢na
ozljeda, npr. nakon inzulta (119).

Danas postoje jasni dokazi povezanosti pukotinastih spojista i apoptoze (85).
Indirektno je pokazano da kemijski inhibitori pukotinastih spojisSta, kao $to su karbenoksolon i
18-beta-glicilretinicka kiselina preveniraju apopotozu (120 - 122). Obrnuto gledano, tumorski
promotori kao Sto su peroksisom proliferatori i fenobarbital, koji svojim djelovanjem
prekidaju apoptozu, takoder inhibiraju spojiSta (123). Zna se da je u viSe eksperimentalnih
modela egzogena introdukcija koneksina facilitirala apoptoticku smrt stanice (85, 86, 122).
Razni modeli demonstriraju obrasce Sirenja signala umiruce stanice na susjedne stanice, a taj
se fenomen naziva ,,poljubac smrti“ (eng. ,bystender death® ili ,kiss of death®)(122).
Proucavanje te pojave vrlo je interesantno sa strane prevencije sekundarne ozljede, npr. u
kontekstu mozdane traume ili mozdanog udara, ili lijeCenja malignih bolesti (eng. ,,suicide
gene / prodrug therapy*)(124, 125).

U ranoj fazi apoptoze potrebna su pukotinasta spojista, ali se progresijom stanicne
smrti morfoloski mijenjaju 1 nestaju, Sto na kraju dovodi do odsutnosti veza medu
apopoptotiénim stanicama (126). Smanjivanje broja spojiSta ide paraleleno s kaspaza 3
posredovanom degradacijom koneksina Cx43 (127). Promjena fosforilacijskog statusa je
glavni mehanizam koji je za to odgovoran (128 - 130).

Postoje istrazivanja koja pokazuju i da pukotinasta spojiSta mogu prevenirati smrt
stanice (131 - 134). Zdrave stanice mogu pomo¢i okolnim umiru¢im stanicama spasonosnim
signalima, ili ugroZene stanice mogu oslabiti toksi¢ne substance odasilju¢i ih kroz spojista
susjednim zdravim stanicama (85, 131). Taj dogadaj, kada se prezivljenje stanice pomaze
signalima iz okoline nazvan je fenomenom ,,dobrog Samaritanca“ (,,poljubac zZivota® ili eng.
»Kiss of life”). Signali koje razmjenjuju stanice u ranoj apoptozi i okolne neapoptoticne
stanice zavisno od stanja stanice koja prima signale i uvjeta u okolini moze zavrsiti smréu ili
prezivljenjem stanice (85, 135).

Malo se zna o signalnim molekulama koje su odgovorne za stani¢nu smrt. Kao glavni
signal za promociju stani¢ne smrti i apoptoze predloZen je model za koji je odgovoran kalcij,
iako je njegova uloga limitirana interakcijama sa slabije pokretnim proteinima (124,

135 - 137). IP3 je zato bolji kandidat posto lakse prolazi kroz spojista (138). Noviji radovi
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pokazuju da ¢e smrt stanice ili njezino prezivljenje ovisiti o stabilnosti koncentracije kalcija:
promjenjive vrijednosti znace prezivljenje, a postojane vrijednosti smrt stanice (139). Drugi
moguci glasnici smrti su cAMP i cGMP (140). Sto se ti¢e molekula koje §ire spasonosne
signale (eng. ,,resque messengers”), to bi mogle biti energijom bogate molekule glukoze i
ATP, ili skupljaci slobodnih radikala kao $to je askorbinska kiselina ili reducirani glutation

(83, 85).

1.1.7.4. Koneksin 43

Koneksin 43 (Cx43) ¢lan je porodice koneksinskih proteina kojeg kodira humani gen
GJAT mapiran na 6. kromosomu (102). Molekuska tezina mu je 43 036 Da i najzastupljeniji
je ¢lan obitelji u propusnim vezama. Nalazi se u preko 30 tkiva i preko 45 stani¢nih linija, te
je fosfoprotein, pa je fosforilacija klju¢na za njegovu aktivaciju i ugradnju u pukotinasta
spojista (128, 130, 141).

Cx43 je gastrointestinalnom traktu zastupljen u gotovo svim sluznickim slojevima,
tvore¢i propusne veze medu raznim vrstama stanica koje ¢ine pojedine slojeve crijeva (142,
143). Jedini sloj koji nije pokazivao imunohistokemijsku reaktivnost na Cx43 je
longitudinalni misiéni sloj. Osim uobicajenih uloga koje imaju u svim stanicama, u crijevu
je bitna i kontrola motiliteta (142).

Izrazenosti i aktivnost Cx43 mogu ovisiti o pojedinim sastojcima hrane, kao $to su npr.
katehini zelenog caja ili selen, te ekstrakati duhanskog dima i upala, §to je osobito znacajno s
aspekta kolorektalne kancerogeneze (144 - 147).

Gubitak koneksina Cx43 nespojiv je sa zivotom, te dovodi do smrti u embrionalnom ili
neonatalnom razdoblju (148). Autosomno recesivna mutacija Cx43 dovodi do okulodentalne
displazije, koja se ocituje manjim o¢ima, nerazvijenim zubima, sindaktilijom, atroseptalnim
defektom 1 aritmijama (149). Interesantno je da se radi o ubikvitarnom koneksinu koji
sudjeluje u diferencijaciji tkiva, a da su oboljeli od okulodentalne displazije u osnovi manje
bolesni nego §to bismo ocekivali (104).

Poremecaj izrazenosti Cx43 promjenom morfoloskih ili funkcionalnih osobina stanica
1 tkiva, promjenom transkripcije, mutacijom ili aktivacijom citokinskih kaskada proteina
stanicnog ciklusa, moze dovesti do nastanka neoplazmi (150, 151). Mutacija Cx43 u
tumorima se nalazi vrlo rijetko (143). Restauracija Cx43 u stanicama malignih tumora moze

usporiti rast tumora, te poboljsati njegovu diferencijaciju, dok se obrnuto dogada kod
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smanjivanja njegove aktivnosti (152 - 156). Poznato je da je izrazenost Cx43 manja u nekim
vrstama tumorskih stanica u odnosu na stanice iz kojih je tumor potekao (stanice zdravog
epitela). Primjer su karcinom dojke, karcinom pluéa, jajnika, neuroblastom i kolorektalni
karcinom (157 - 160). Pritom je utjecaj na tumorski rast ili tumorska supresija specificna za
koneksin i odredenu vrstu tkiva (143).

Promjena izraZenosti Cx43 na stani¢noj membrani ili njegovo nakupljanje u jezgri ili
citoplazmi vazna je u procesu metastaziranja tumora (80, 161). Da bi tumorska stanica
hematogeno metastazirala, potrebno je da dijepedezom prode kroz endotel krvne Zile, putuje
cirkulacijom, te se ponovno vrati u vezivno tkivo koje okruzuje krvnu zilu. U novoj okolini
mora se povezati na odredeni nacin s okolnim stanicama, te poceti iskoriStavati zdravi okoli$
za svoje daljnje napredovanje (80, 162 - 164). Maligne stanice koje medusobno ne
komuniciraju propusnim vezama, iste takve veze formiraju s okolnim zdravim stanicama, $to
upucuje na zakljucak da je to mehanizam koji omogucuje razvoj metastaza (128, 129, 143).

Cx43 se uglavnom, pa tako i u karcinomu debeloga crijeva javlja kao tumor-supresor
kroz odrzavanje normalnih funkcionalnih veza medu stanicama (150, 165 - 167). Isto tako je
moguce da u nekim tumorima pogoduje nastanku i progresiji tumora (168). To bi mogla biti
posljedica istovremenog poremecaja izrazenosti pro- i protuapoptotickih gena u nekim
stanicama kod poremecaja funkcije pukotinastih spojista (169).

Vaznost Cx43 u adeomatoznim polipima i kolorektalnoj karcinogenezi je utoliko veca
kada se zna da Wnt signalni put i beta katenin pojacavaju transkripciju koneksina, a Cx43 ima
moguénost povratne regulacije beta katenina (150, 170, 171). Cx43 pritom negativno regulira
Whnt signalni put (84, 166, 173).

Ono §to je intrigantno u svim istraZivanjima, je zakljuciti da li je promjena izraZenosti
koneksina 1 medustani¢ne komunikacije u procesu kancerogeneze njegov uzrok ili posljedica
(172). Takoder je bitno tu promjenu gledati u odnosu na okruzenje u kome se nalazi (171,
173), te u kakvom je odnosu izrazenost u zdravom tkivu prema izrazenosti u neoplazmama
(174 - 176). To je ujedno podatak koji najvise intrigira i poti¢e daljnja istrazivanja o ulozi
koneksina u procesu kancerogeneze.

Prognosticka vrijednost Cx43 proucavana je na mnogim tumorima (178 - 182), pa tako
i u karcinomu debeloga crijeva (150, 166, 180). Iako se Cx43 nacelno ponasa kao tumor
supresor, 1 njegov gubitak znaci loSiju prognozu karcinoma debeloga crijeva (166, 179),
njegovu prognosticku ulogu treba i dalje istrazivati, kako u karcinomu, tako i u potencijalu

malignih promjena adenoma, koji sam po sebi nije visok (182).
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1.1.8. Klini¢ka slika adenomatoznih polipa debeloga crijeva

Adenomi debelog crijeva su daleko najces¢e asimptomatski (14). Veliki adenomi
mogu okultno ili vidljivo krvariti, zbog ¢ega dovedu do pozitivnog nalaza okultnog krvarenja
iz stolice, odnosno do sideropenije i moguce posljedi¢ne anemije. To je ¢eS¢e kod polipa u

distalnom dijelu crijeva (4). Iznimno zbog svoje veli¢ine mogu izazvati smetnje pasaze.

1.1.9. Dijagnostika adenomatoznih polipa debeloga crijeva

Izostanak jasne klinicke slike dodatno naglaSava potrebu za aktivnhim stavom u
dijagnostici polipa, a ovisno o dobi bolesnika i obiteljskoj anamnezi, to mogu biti testovi
stolice na okultno krvarenje ili mutiranu DNA, odnosno druge neinvazivne ili invazivne
dijagnosticke metode. Osnovni dugoro¢ni cilj je pritom prevencija karcinoma debeloga

crijeva.

1.1.9.1. Test okultnog krvarenja

Test okultnog krvarenja je sam za sebe dosta neosjetljiva i nespecificna metoda probira
za adenome, pa i karcinome debeloga crijeva, osobito u populaciji visokog rizika, jer adenomi
manji od 10 mm ne krvare. Test je pozitivan u oko 3 % asimptomatskih osoba iznad 40-te
godine Zivota (183). Manje od 40 % bolesnika s adenomima debeloga crijeva ima pozitivan
test okultnog krvarenja (14, 184). Gvajak test okultnog krvarenja ima pozitivnu prediktivnu
vrijednost za neoplazme kolona izmedu 30 i 35 % (185). To znaci da se gotovo tri Cetvrtine
svih polipa ovim testom previdi. Posljedica je to i dijelom lazno pozitivnog testa kod
pacijenata koji su kratko pred provodenje testa konzumirali svjeze crveno meso ili povrée
bogato peroksidazom te lazno negativnog testa kod pacijenata s ve¢im unosom antioksidansa.
Zbog toga su razvijeni imunoloski testovi koji se oslanjaju na prepoznavanje ljudskog
hemoglobina u stolici. Oni predstavljaju poboljSanje u odnosu na gvajak test, ali i dalje
otkrivaju samo 30 - 60 % svih neoplazmi kolona (186). Sto se ti¢e adenoma, nema znacajne

razlike, te se otkriva njih 25 - 27 % (187).
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1.1.9.2. Irigografija

Irigografija je kao metoda probira za adenome, a i kolorektalni karcinom, davno
napustena, uzimajuci u obzir slabe rezultate. Dijagnosticka osjeljivost irigografije u otkrivanju
polipa manjih od 6 mm bila je 32 %, polipa veli¢ine 6 - 10 mm 53 %, a polipa ve¢ih od 10
mm svega 48 % (16).

1.1.9.3. Endoskopski pregled debeloga crijeva

Endoskopskim pregledom debeloga crijeva do lijeve fleksure (sigmoidoskopija), u oko
15 % asiptomatskih osoba iznad 40-te godine Zivota se nadu adenomi (188), a u osoba od 55
do 64 godine kod njih 0,3 % se nalazi karcinom (189). Preventivhom sigmoidoskopijom
smanjuje se pojava neoplazmi debeloga crijeva za 60 - 75 % (188). Pritom je znacajno da se u
oko 30 % karcinoma nade sinkroni adenom (15), Sto u svakom sluc¢aju daje prednost
kompletnom endoskopskom pregledu crijeva, kolonoskopiji (189). Pritom je taj nedostatak
metode posebno izrazen kod starijih bolesnika, onih s pozitivnom anamnezom kolorektalnog
karcinoma, te kod muskaraca (9, 190, 191).

Endoskopski pregled debeloga crijeva u cijelosti (totalna kolonoskopija) u dijagnostici
adenoma 1 karcinoma debeloga crijeva superiornija je drugim metodama, a ujedno je i
terapijska metoda (192, 193). Istodobno je kolonoskopija glavna metoda probira
kolorektalnog karcinoma (193). Glavni nedostatci metode su invazivnost i tehnicka
nemogucnost dosizanja cekuma u 5 do 10 % pacijenata. Uvijek postoji i moguénost previda
adenoma zbog haustracije i zavoja crijeva, te slabe pripreme za zahvat. Prema recentnim
studijama previdi adenoma koji su manji od 10 mm iznosi 15 - 27 %, dok se u slucajevima
kada je adenom veci od 10 mm, previd moze dogoditi u do 13 % slucajeva (194). Obzirom na
dosta visok postotak previda adenomatoznih polipa, osim adekvatne pripreme i sedacije
bolesnika, danas se inzistira na adekvatnoj edukaciji operatera te pregledu crijeva kod
izvlacenja aparata (,,withdrawal time”), u trajanju ne kratem od 6 minuta. To smanjuje
mogucnost pogreske za vise od 50 % (195).

Rizik ozbiljnih komplikacija nakon kolonoskopije je nizak. U pregledu 12 studija s
57 742 dijagnostickih kolonoskopija, ozbiljne komplikcije dogodile su se u 0,28 % slucajeva
(196). Vise od 85 % komplikacija dogodilo se kod resekcije adenoma. U jednoj drugoj studiji
koja je koristila bazu s 2,3 milijuna kolonoskopija, sveukupna stopa komplikacija koje su

rezultirale hospitalizacijom bila je 1,98 %o (197).
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1.1.9.4. Kolonografija

CT kolonografija je danas najbrze rastu¢a metoda u probiru crijevnih adenoma i
karcinoma. Sama metoda moze se nakon pripreme crijeva kao za kolonoskopiju izvoditi
klasi¢no s insuflacijom CO2 i snimanjem ili se moze dati peroralni kontrast, Sto po nekima
povecava moguénost razlikovanja polipa od rezidua stolice (198). Prednost ove metode je
neinvazivnost, dok se uvijek treba uzeti u obzir ozracivanje bolesnika (ili zdravoga kada je
rije¢ o probiru), koje nosi rizik nastanka karcinoma do 50-te godine Zivota oko 0,14 % (193).
Pouzdanost metode je viSe nego drugdje ovisna o iskustvu operatera, a naravno i o tehnickim
znaCajkama CT aparata. Obzirom na enormnu razinu zrac¢enja, danas se u pregledu crijeva
umjesto CT-a sve viSe koristi pregled magnetskom rezonancom, kod koje zraenja nema
(199). MR se zasad najceSce koristi u Crohnovoj bolesti za analizu tankoga crijeva, ali isto
tako sve Cesce i za pregled debeloga crijeva.

Kada CT kolonografiju usporedujemo s kolonoskopijom, mali, srednje veliki ili veliki
adenomi se detektiraju u 29 naprema 59 %, 47 naprema 82 % i 63 naprema 92 % slucajeva.
Osjetljivost CT-a je neSto viSa u populaciji s niskom prevalencijom kolorektalnih karcinoma
(200). Opcenito gledajuci, multicentricne studije pokazuju osjetljivost za male adenome oko
78 %, a za srednje velike i velike adenome oko 90 % (200). Sto se ti¢e adenoma manjih od 5
mm, u studijama je osjetljivost CT kolonografije izrazito niska, a dobar dio radiologa ih ne
opisuje niti kada ih vidi.

Kod CT kolonografije se u oko 70 % slucajeva nade nusnalaz u zdjelici ili trbuhu koji
uzrokuje dodatnu obradu i troskove, te izaziva dodatnu zabrinutost pacijenata. Samo oko 11

% ovih bolesnika ima klinicki znacajan nalaz (193).

1.1.9.5. Endoskopski pregled crijeva video kapsulom

Video kapsula je posebno konstruirani aparat oblika kapsule, veli¢ine manje od 1 cm,
koji u sebi sadrzi malu kameru, izvor svijetla, odasilja¢ i1 bateriju. Prilikom prolaska kroz
crijevo slika isjecke sluznice crijeva, te ih odasilje u vanjsku jedinicu, gdje se pohranjuju, te se
mogu dalje pregledavati i analizirati. Kamera je izvrsna za dijagnostiku tankoga crijeva, dok
se kolon-kapsule tek razvijaju. Veliki nedostatak im je Sto zahtjevaju izvrsnu pripremu
crijeva, te cijena. U buducnosti se planira razvoj kapsula koje bi imale vlastiti pogon, te

moguénost uzimanja uzoraka tkiva. Za adenome bilo koje veliCine osjetljivost je 71 %
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(61 - 76 %), a specificnost 75 % (66 - 83 %). Kod bolesnika koji imaju adenom veci od 6 mm,
ili tri ili viSe adenoma osjetljivost je 68 % (56 - 79 %), a specificnost 82 % (77 - 85 %)(201).

1.1.9.6. Test karcinomske humane DNA u stolici

Test izmjenjene humane DNA u stolici razvija se kao neinvazivna metoda detekcije
tumora, zasnovana na dosadasnjim saznanjima o kolorektalnoj karcinogenezi. UsavrSavanjem
metode, osjetljivost za karcinom je narasla na preko 80 %, dok je za adenome, primarno one
preko 10 mm, jo$ uvijek relativno niska i iznosi nesto preko 40 % (202, 203). Specifi¢nost
metode je 95 % (202). Za ocekivati je da ¢e ova metoda daljnjim usavrSavanjem postati

dodatno osjetljivija, te jeftinija i prihvatljiva za svakodnevnu uporabu.

1.1.10. Lijecenje adenomatoznih polipa debeloga crijeva

Podaci o brzini rasta adenoma i pretvorbi u karcinom su dosta Saroliki i uglavnom se
tijekom vremena ocekuje progresija njihove veli¢ine. Smatra se da je brzina rasta i vrijeme
udvostrucenja veli¢ine adenoma slicno kao i kod karcinoma te da je uglavnom potrebno
razdoblje dulje od Sest mjeseci (14). Za adenom manji od 5 mm potrebno je oko 3 godine da
dosegne veli¢inu od 10 mm (14, 16). Populacijske studije su pokazale da je prosje¢na dob
bolesnika s adenomatoznim polipima 4 - 5 godina niza od prosjeéne dobi bolesnika s
dijagnosticiranim kolorektalnim karcinomom (15, 16). Sli¢no je primjeceno kod bolesnika sa
obiteljskom polipozom (FAP), gdje je razlika u dobi bila oko 12 godina (15). Kod bolesnika s
nereseciranim adenomima, Muto 1 sur. (15) su pokazali da je potrebno minimalno pet godina
za progresiju adenoma u karcinom, ali i da je to vrijeme uglavnom dulje od deset godina.
Naravno da je to vrijeme bilo krace $to je adenom bio ve¢i ili je imao visi stupanj displazije,
ako je bio viloznog tipa ili mozda ve¢ sadrzao zariSte karcinoma. Kozuka i sur. (204) su
pokazali da je prosjecno vrijeme pretvorbe adenoma s niskim stupnjem displazije u karcinom
iznosilo oko 8 godina, dok je kod adenoma s visokim stupnjem displazije vremenski slijed
iznosio prosje¢no oko 3,6 godina (204). Ocekivani kumulativni rizik nastanka karcinoma u
adenomatoznom polipu je nakon 5 godina 2,5 %, nakon 10 godina 8 % te nakon 20 godina
24 % (205). Interesantni su rezultati Bersentesa i1 sur. (206), koji su pratili bolesnike s 30
rektosigmoidnih tubularnih adenoma. Tijekom dvije godine nisu nasli znakove regresije

veli¢ine polipa, dok ih je samo 10 % pokazalo ubrzani rast. Knoerochild i sur. (207) su
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analizirali 213 adenoma, te je nakon serijskog pracenja tijekom 3 - 5 godina pokazano da je
samo 4 % adenoma (veli¢ine do 15 mm) raslo, dok su ostali adenomi ostali veli¢inom
nepromjenjeni, smanjili se ili ¢ak nestali. Pritom se ¢ini da regresiju veli¢ine pokazuju

uglavnom mali adenomi, veli¢ine do 10 mm (207).

1.1.10.1. Endoskopska resekcija adenomatoznih polipa debeloga crijeva

Svaki dijagnosticiran adenomatozni polip, s klinickog stajaliSta, treba resecirati
(,,polipi se ne bioptiraju, ve¢ reseciraju!”).

Primarno, terapijski pristup resekciji adenomatoznih polipa je endoskopski, a postoje
mnoge tehnike resekcije (208). U svakodnevnoj primjeni za manje adenome se Kkoristi
mehanicka resekcija polipektomijskom omcom (eng. ,,cold snare excision”). Kod vecih
adenoma koristi se elektroresekcija polipektomijskom omcom, s odizanjem fizioloSkm
otopinom, uz eventualno dodatak adrenalina, za polipe veée od 10 - 15 mm (slika 6). Kod
velikih adenoma se moze raditi resekcija u dijelovima (“peacemeal”), a rubovi se dodatno
mogu termokoagulirati. Termokoagulacija se koristi 1 kod malih adenoma, a pritom treba
imati na umu da nakon koagulacije adenoma nema materijala za histolosku analizu.

Veliki adenomi se osim u dijelovima mogu odstranjivati i metodama endomukozne
resekcije ili submukozne disekcije, koje su tehnicki dosta zahtjevne i nose veéi rizik
komplikacija (209). Ako se adenom ne uspije odstraniti u jednom aktu, procedura se ponavlja,

a ako se nakon 2 - 3 procedure ne odstrani u cijelosti, indicirano je kirursko lijecenje.

Slika 6. (A) - (D) Endoskopska resekcija adenomatoznog polipa debelog crijeva (208)
(A) Adenomatozni polip, (B) Odizanje polipa fizioloSkom otopinom, (C) Zaomcavanje

adenoma polipektomijskom omc¢om, (D) Mjesto resekcije
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Kod adenoma tipa 0-Is, 0-IIa ili O-IIb, granica prema zdravoj sluznici se moze bolje
markirati koriste¢i pri endoskopiji posebne boje za bolju demarkaciju, odnosno
kromoendoskopiju. U debelom crijevu za bojenje se koristi indigo karmin, a boja se
posebnim kateterom poput spreja rasprSuje po sluznici, naglaSavajuci teksturu adenoma,
odnosno zdrave sluznice. Kao §to smo ranije spomenuli, danas je u upotrebi i takozvana
virtualna kromoendoskopija. Koriste se posebni modaliteti rada endoskopa, koji mjenjaju
spektar izvora svijetla endoskopa, kao $to je Olympusov NBI sustav, ili vrSe doradu slike, kao
Sto je Pentaxov i-scan ili Fujinonov FICE sustav. Na ovaj nain uz znacajno poboljSanu
rezoluciju slike ekrana, omogucuju puno bolju vizualizaciju neoplasticnih promjena sluznice

gastrointestinalnog trakta.

1.1.10.2. Komplikacije resekcije adenomatoznih polipa debeloga crijeva

Najées¢e  ozbiljne  komplikacije  endoskopske  resekcije su  krvarenje,
postpolipektomijski sindrom, perforacija crijeva, te infekcije (209-211). Moguce su takoder
komplikacije vezane za sedaciju bolesnika ili ¢iS¢enje crijeva. Krvarenje se javlja u oko 1 - 2
% endoskopskih resekcija, a moze se javiti odmabh ili odlozeno, naj¢es¢e nakon 5 - 7 dana.
Rjesava se uglavnom endoskopski postavljanjem hemostatske kopce, a vrlo rijetko je potrebna
kirurSka intervencija. Perforacija se javlja u 0,01 - 0,1 % svih kolonoskopija, naravno znatno
ceS¢e kod intervencija, nego kod dijagnostickih procedura (211). Kod endomukoznih
resekcija i submukoznih disekcija broj perforacija je znatno visi i1 krece se do 10 % (212).
Postpolipektomijski sindrom (eng. ,,Colon Coagulation Syndrome”) javlja se kao posljedica
termicke ozljede dubljih slojeva stijenke crijeva s nadrazajem seroze i posljedi¢cnom okolnom
upalom reakcijom. Javlja se uglavnom kod resekcije preko 2 cm velikih adenoma, osobito tipa

0-Is,u 0,14 - 0,5 % procedura (209, 211).

1.1.10.3. Pracenje bolesnika nakon endoskopske resekcije adenomatoznih polipa

debeloga crijeva

Obzirom na brojnost bolesnika kod kojih je ucinjena endoskopska resekcija adenoma,
potencijalnog rizika razvoja kolorektalnog karcinoma, te nedovoljno razvijene neinvazivne
metode dijagnostike adenoma debeloga crijeva, vrlo je vazno definirati smjernice

postpolipektomijskog pracenja. Osnova za odredivanje perioda pracenja kod adenomatoznih
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polipa su kombinacija veli¢ine i broja polipa, histoloskog tipa, te stupnja displazije u adenomu

(tablica 4), dok se polipozni sindromi prate po zasebnim kriterijima.

Kod endoskopske resekcije adenoma visokog stupnja displazije bez jasne rezne plohe,

preporucuje se ponavljanje kolonoskopije kroz 6 mjeseci, a kod malignog polipa ili adenoma

sa zariStem intramukoznog karcinoma za 3 do 6 mjeseci (20).

Tablica 4. Preporuke prac¢enja osoba prosjecnog rizika po resekciji adenoma ili po inicijalnoj

kolonoskopiji prema US Multisociety Task Force on Colorectal Cancer (213)

Promjena u

nazubljeni adenom

Prva kolonoskopija : Preporucen Znacaj dokaza odnosu na
najznacajniji nalaz period pracenja koji podupiru preporuke iz
(godine) preporuku 2006.godine
Nema polipa 10 Umjeren Da
Hiperplasti¢ni polip < 10 10 Umjeren Ne
mm u rektumu ili sigmi
Jedan ili dva tubularna 5-10 Umjeren Da
adenoma < 10 mm
Tri do deset tubularnih 3 Umjeren Da
adenoma
Vise od deset tubularnih <3 Umjeren Ne
adenoma
Jedan ili dva tubularna 3 Visok Da
adenoma > 10 mm
Jedan ili dva vilozna 3 Umjeren Da
adenoma
Adenom s displazijom 3 Umjeren Ne
visokog stupnja
Nazubljeni adenomi
- <10 mm, bez 5 Nizak
displazije
- >10 mm, bez 3 Nizak
displazije
- s prisutnom 3 Nizak
displazijom
- tradicionalni 3 Nizak

27




2. HIPOTEZA ISTRAZIVANJA

Izrazenost koneksina 43 snizena je u adenomatoznim polipima debeloga crijeva
visokog stupnja displazije u odnosu na adenomatozne polipe niskog stupnja displazije, te u

odnosu na morfoloski normalnu sluznicu debeloga crijeva.
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3. CILJEVI ISTRAZIVANJA
3.1. Opéi cilj

Odrediti izrazenost koneksina 43 u adenomatoznim polipima debeloga crijeva niskog
stupnja displazije, adenomatoznim polipima visokog stupnja displazije, te u morfoloski

normalnoj sluznici stijenke crijeva nasuprot polipa.
3.2. Specificni ciljevi :

1. Usporediti izrazenost koneksina 43 u adenomatoznim polipima visokog stupnja
displazije prema izraZenosti u adenomatoznim polipima niskog stupnja displazije, te u
odnosu na izraZenost u morfoloski nepromjenjenoj sluznici crijeva.

2. Usporediti izrazenost koneksina 43 u sluznici crijeva uz polip niskog stupnja
displazije, prema onoj uz polip visokog stupnja displazije.

3. Usporediti izrazenost koneksina 43 u odnosu na pojedine klini¢ke parametre.
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4. MATERIJALI I METODE

4.1. Ispitanici

U prospektivno istrazivanje koje je provedeno na Zavodu za gastroenterologiju Klinike
za unutarnje bolesti 1 Klinickom zavodu za patologiju Klinickog bolnickog centra ,,Sestre
milosrdnice* u Zagrebu, uklju¢eno je 87 bolesnika kojima je izmedu 27. travnja 1 30.
studenog 2011. godine na indikaciju ucinjena kolonoskopija i endoskopska resekcija
adenomatoznih polipa debeloga crijeva. Od ukupnog broja ispitanika bila je 21 (24 %) Zena i
66 (76 %) muskaraca, a u trenutku endoskopskog zahvata bolesnici su bili u dobi izmedu 28 i
82 godine (medijan 65)(slika 7).

Ukljuceni su samo oni bolesnici koji su zadovoljavali sljedece uvjete :

1. bolesnici su dragovoljno pristali sudjelovati u istrazivanju i potpisali su
Informirani pristanak

2. za bolesnika postoje svi potrebni klini¢ki podaci i adekvatni patohistoloski
nalaz.

Iskljuceni su bolesnici koji :

1. imaju drugi maligni visceralni tumor 1/ili polipozni sindrom
2. bolesnici koji iz bilo kojeg razloga nisu pristali na uklju¢ivanje u istrazivanje

1 nisu potpisali Informirani pristanak.

35-
30

251
20
151
10

a [l 1

2029 30-39 4049 5059 6069 70-79 >80

Slika 7. Dobna struktura ispitivane populacije
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Od svakog pojedinog bolesnika za analizu je uzet jedan adenomatozni polip i
nasuprotna, endoskopski izgledom zdrava sluznica, koja niti patohistoloski nije imala
znacajnih promjena.

Prema patohistoloskom nalazu adenomatoznog polipa debeloga crijeva, ispitanici su
svrstani u dvije skupine: prva skupina su bili ispitanici s adenomatoznim polipima niskog
stupnja displazije, a druga skupina ispitanici s adenomatoznim polipima visokog stupnja
displazije.

Osim histoloskog materijala, od svakog ispitanika su dodatno uzeti podaci o pojedinim
klini¢kim odrednicama, ispitanikovim funkcijama i navikama, te laboratorijski nalazi (stolica
na okultno krvarenje, hemoglobin, glukoza u krvi, Zeljezo, hepatogram i lipidogram), ne
stariji od 3 mjeseca.

Komplikacije su se tijekom endoskopske resekcije adenoma dogodile kod tri bolesnika
(3,3 %). Kod dva bolesnika (2,2 %) je bila rije¢ o krvarenju: kod jednog bolesnika tijekom
zahvata (1,1%), a kod drugog peti postresekcijski dan (1,1 %). Kod jednog bolesnika (1,1 %)
razvio se je postpolipektomijski sindrom. Sve su komplikacije rijeSene konzervativno: kod
bolesnika s krvarenjem postavljanjem hemostatskih kopci tijekom endoskopskog zahvata,
odnosno ponovljenog endoskopskog zahvata kod bolesnika s odgodenim krvarenjem, te
antibiotikom S$irokog spektra kod bolesnika postpolipektomijskim sindromom. Ponavljanje
kolonoskopije bilo je potrebno kod samo jednog bolesnika (1,1 %). Komplikacije kao
posljedice dodatne biopsije sluznice nije bilo.

Klini¢ki podaci o bolesnicima, podaci o patohistoloskom nalazu i podaci o pra¢enju
bolesnika dostupni su kod doktoranta, te u arhivi bolesnika i bazi podataka Klinike za internu
medicinu 1 Zavoda za patologiju, Klinickog bolnickog centra ,,Sestre milosrdnice®. Svaki
bolesnik dobio je jedinstveni identifikacijski broj pod kojim je bio ukljucen u istrazivanje, a
pravi identitet ispitanika, radi zaStite osobnih podataka, bio je poznat samo glavnom

istrazivacu.
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4.2. Metode

U istrazivanju je koristeno tkivo adenomatoznog polipa debeloga crijeva i tkivo
bioptirane zdrave sluznice stijenke crijeva nasuprot adenomatoznom polipu, bolesnika koji su
zadovoljavali ranije navedene uvjete.

Bolesnicima koji su upuéeni na kolonoskopski pregled zbog resekcije adenoma
debeloga crijeva ponudeno je sudjelovanje u istrazivanju. Kod onih koji su pristali na
sudjelovanje u istrazivanju, nakon §to su potpisali Informirani pristanak, dodatno je uzeta
detaljna anamneza, te je ucinjen uvid u raniju medicinsku dokumentaciju. Potom je uc¢injena
kolonoskopija i planirana endoskopska resekcija adenomatoznog polipa, pri ¢emu je dodatno
uzeta biopsija izgledom zdrave sluznice crijeva nasuprot polipa.

Patohistoloski uzorci adenomatoznih polipa i biopsija pohranjeni su na Klinickom
zavodu za patologiju, gdje je ucinjena fiksacija tkiva u 10 % -tnom puferiranom formalinu i
uklapanje u parafinske blokove, rezanje na debljinu 5 pm, deparafiniziranje i bojenje
standardnom metodom hemalaun-eozin. Nakon deparafiniziranja tkiva dodatno je ucinjeno
imunohistokemijsko bojanje na antigen proteina pukotinastih spojista - koneksin 43. Bojanje
je ucinjeno po protokolu Microwave Streptavidin ImmunoPeroxidase (MSIP protocol), na
DAKO Tech-Mate TM Horizon (DAKO, Copenhagen, Denmark) automatiziranom stroju za
imunohistokemijsko bojenje. U istrazivanju je koriSteno poliklonalno kozje IgG protutijelo na
koneksin 43 (sc-6 560, Santa Cruz Biotechnology, Inc., USA, razrjedenje 1 : 300).

Kao pozitivna kontrola koristeno je tkivo debeloga crijeva. U negativnoj kontroli je
primarno protutijelo zamjenjeno izotipskim imunoglobulinom.

Rezultati imunohistokemijske analize za koneksin 43 prikazani su semikvantitativno,
odredivanjem postotka imunoreaktivnih stanica u adenomu i sluznici debeloga crijeva.
Postotak imunoreaktivnih stanica na Cx43 odredivan je na cijeloj povrsini odabranog prereza
adenomatoznog polipa i bioptata sluznice debelog crijeva, a podijelili smo ga u tri skupine
izrazenosti: 0 - negativna izrazenost (do 10% pozitivnih stanica), 1- srednje visoka izrazenost

(10 do 50 % pozitivnih stanica) i 2 - visoka izrazenost (viSe od 50 % pozitivnih stanica).
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4.3. Statisticka analiza

Podaci su prikazani tablicno i graficki. Napravljena je deskriptivna statistika s
odgovarajuéim prikazima centralne tendencije za kvantitativne varijable (aritmeticka
sredina i standardna devijacija), te apsolutnim frekvencijama i ucestalostima za kvalitativne
i kategorijske varijable. Analiza raspodjele podataka je napravljena Smirnov-
Kolmogorovljevim testom. Razlike u distribuciji kvalitativnih 1 kategorijskih varijabli
analizirane su hi kvadrat testom. Razlike u prosjeénim vrijednostima izmedu
kvantitativnih podataka su napravljene nezavisnim t - testom. Izracunati su korelacijski
koeficijenti po Pearsonu izmedu pojedinih klini¢kih varijabli i izraZzenosti koneksina. Sve
p vrijednosti manje od 0,05 su smatrane znacajnima. Dobiveni rezultati su prikazani
koriste¢i tablice, dijagrame i slike karakteristicnih patohistoloskih preparata, koji su od
znaaja za razmijevanje postupka, vodeéi brigu o anonimnosti bolesnika. U analizi se

koristila statisticka podrska IBM SPSS Statistics, verzija 19.0.0.1 (www.spss.com).
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5. REZULTATI

5.1. Usporedba pojedinih klini¢kih i patohistoloSkih odrednica promatranih

skupina ispitanika

U istrazivanje je ukupno ukljuceno 43 bolesnika s adenomom niskog stupnja displazije
(adenom ,,low grade”, ALG, 49,4 %) i pripadaju¢im sluznicama (sluznica uz ,low grade*
adenom, SLG), te 44 bolesnika s adenomom visokog stupnja displazije (adenom ,,high grade®,
AHG, 50,6 %) 1 pripadajuim sluznicama (sluznica uz ,high grade* adenom, SHG).

Prema endoskopskom nalazu u skladu s PariSkom klasifikacijom bilo je 66 adenoma

tipa 0-Is (75,9 %) i 21 adenom tipa 0-Ip (24,1%) (slika 8).

ENDOSKOPSKA PODJELA ADENOMATOZNIH POLIPA

TIP 0- Ip (24,1%)

TIP O - Is (75,9%)

Slika 8. Raspodjela ispitanika prema endoskopskoj pojavnosti adenomatoznih polipa

Patohistoloski gledano, adenomi su najceS¢e bili tubularnog tipa (45 ili 51,7 %), zatim

tubuloviloznog tipa (25 ili 28,7 %), a najrjedi su bili viloznog tipa (17 ili 19,6 %)(slika 9).
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PATOHISTOLOSKA PODJELA ADENOMATQOZNIH POLIPA

Tubulovilozni tip Milozni tip (19,6%)
(28,7%)

Tubulami tip
(51,7%)

Slika 9. Raspodjela ispitanika prema patohistolo§kom tipu adenoma

Ucinjena je wusporedba pojedinih klini¢kih, patohistoloskih, endoskopskih i
laboratorijskih odrednica izmedu ispitivanih skupina: skupine ispitanika s adenomatoznim
polipom debeloga crijeva niskog stupnja displazije (ALG) naspram skupine ispitanika s
adenomatoznim polipom visokog stupnja displazije (AHG), a rezultati su prikazani u tablici

(tablice 5 - 7).
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Tablica 5. Usporedba pojedinih patohistoloskih, endoskopskih i laboratorijskih
odrednica izmedu skupine bolesnika s adenomom niskog stupnja (ALG) i visokog

stupnja (AHG) displazije

ALG AHG
N % N %
Tubularni 30 | 69,8% 15| 341%
Histoloki tip * Vilozni 41 93% 13 295%
Tubulovilozni 9] 209% 16| 364 %
% Tip O-Ip 3 7,0 % 18 | 409 %
Endoskopski tip .
Tip O-Is 40 | 93,0% 26 | 59,1%
. Desni kolon 13| 30,2% 12| 27,3%
Lokacija
Lijevi kolon 30 | 69,8% 32| 727 %
Cekoascedens 10 | 23,3% 71 159%
Detaljna Transverzum 4 9,3 % 5| 11,4%
lokacija Desc. i sigma 22| 51.2% 25| 56,8 %
Rektum 71 16,3% 71 159%
o . . 29| 674 % 33| 750%
Hiperlipoproteinemija
Da 14| 32,6 % 11| 250%
okultnog krvarenja 19 | 54,3% 24 | 750%

*p < 0,05



Tablica 6. Usporedba pojedinih klinickih odrednica izmedu skupine bolesnika s

adenomom niskog (ALG) i visokog (AHG) stupnja displazije

ALG AHG
N % N %
Sool Zenski 9| 209% 12| 27,3%
0
P Muski 34| 791 % 32| 72,7%
Ne 33| 76,7% 36| 818%
Bol u trbuhu
Da 10 | 233% 8| 182%
Ne 21| 488 % 22| 50,0 %
Krv u stolici
Da 22| 512% 22| 50,0%
Ne 32| 744 % 34| 773%
Promjena ritma stolice
11| 256 % 10| 22,7%
o Ne 32| 744 % 30 | 682%
Obstipacija
Da 11| 256 % 14| 31,8%
Ne 33| 76,7% 30| 682%
Koristi laksative
Da 10 | 233% 14| 318%
Pr0|jev 10 23,3 % 9 20,5 %
Konzistencija stolice Normalna 21| 488 % 23| 323%
Tvrda 12| 279% 12| 273%
Mediteranska 3 7,0 % 3 6,8 %
Tip kuhinje Kontinentalna 35| 81,4 % 31| 70,5%
Ostalo 5] 11,6% 10 | 22,7 %
Nepu$ac 23| 535% 16 | 36,4 %
Pusenje Pusac 14 | 32,6 % 13| 295%
BivSi pusac 6| 140% 15| 341 %
Ne pije 25| 58,1 % 28 | 63,6 %
Alkohol Pije 17 | 39,5% 12| 27,3%
U anamnezi 1 23% 4 9,1 %
o Ne uzima 33| 76,7 % 35| 795 %
Salicilati
Uzima 10| 233% 9| 20,5%
o 36 | 83,7% 36| 81,8%
Ca kolona u obitelji
Da 7| 16,3% 8| 182%

*p < 0,05



Tablica 7. Usporedba pojedinih klinicko - patoloskih i endoskopskih odrednica izmedu
bolesnika s adenomom niskog (ALG) i visokog (AHG) stupnja displazije

PHP N Aritme_tiéka SD P
skupina sredina
) ALG 43 65,40 10,55 0,296
Dob (godine)
AHG 44 62,75 12,78
ALG 43 24,79 3,82 < 0,001
BMI (kg/m2)
AHG 44 28,36 5,18
Veli¢ina adenoma na patolodkom ALG 43 6,21 2,56 < 0,001
preparatu (mm) AHG 44 10,59 6,43
) ALG 43 10,77 3,18 < 0,001
Veli¢ina adenoma endoskopski (mm)
AHG 44 15,91 8,70
o ) ALG 43 8,21 4,37 0,963
Broj stolica / tiedan
AHG 44 8,16 5,65

Od ukupno 87 bolesnika, u skupini bolesnika s adenomom niskog stupnja displazije
bilo je 9 (21 %) Zena 1 34 (79 %) muskaraca, a u skupini bolesnika s adenomom visokog
stupnja displazije 12 (27 %) Zena 1 32 (73 %) muskarca. Statisticki gledano nije bilo znacajne
razlike u razdiobi po spolovima izmedu promatranih skupina (p = 0,812), a u obje skupine su
prevladavali muskarci.

U skupini bolesnika s adenomom niskog stupnja displazije prosje¢na dob je bila 65,4
godine (medijan 67, raspon 28 - 79), a u skupini bolesnika s adenomom visokog stupnja
displazije 62,75 godina (medijan 64,5, raspon 24 - 82). Statisticki nije nadena znaCajna
razlika u dobi izmedu skupina (p = 0,296).

Prosjecni indeks tjelesne mase (BMI) iznosio je 26,6 (medijan 26, raspon 17 - 48). Za
skupinu bolesnika s adenomom niskog stupnja displazije prosjecni BMI je bio 24,79 (medijan
24, raspon 17 - 36), a u skupini s adenomom visokog stupnja displazije 28,4 (medijan 27,5,
raspon 20 - 48). Nadena je statisticki znacajna razlika medu skupinama (p < 0,001). Bolesnici
s adenomima visokog stupnja displazije imali su znacajno visi BMI od bolesnika s adenomom

niskog stupnja displazije (slika 10).
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O NAJMANJI
B SREDNI
B NAJVECI

Slika 10. BMI u skupinama bolesnika s adenomom nikog stupnja displazije (ALG), visokog
stupnja displazije (AHG) i ukupno

Bolesnici s adenomom debeloga crijeva zalili su se na nespecifi¢ne, dispepticne,
tegobe, te bol u trbuhu. Od svih bolesnika, njih 18 (20,7 %) je signaliziralo bol u trbuhu.
Razlike izmedu skupine bolesnika s adenomom niskog stupnja displazije, gdje je bilo 10
bolesnika s boli u trbuhu (23,3 %), naprema skupini bolesnika s adenomom visokog stupnja
displazije, gdje je bilo 8 bolesnika s boli u trbuhu (18,2 %), nije bilo (p = 0,559). Statisticki
znacajna razlika medu ispitivanima nadena je u simptomu dispepsije (p = 0,005). Na nju se
zalio ukupno 21 bolesnik (18,27 %). Od toga je 16 bolesnika (37,2 %), bilo u skupini s
adenomom niskog stupnja displazije, a 5 (11,4 %) u skupini s adenomom visokog stupnja
displazije. Simptom dispepsije bio je ¢es¢i u bolesnika s adenomom niskog stupnja displazije.

Krv u stolici su primijetila ukupno 44 bolesnika (50,6 %). U skupini bolesnika s
adenomom niskog stupnja displazije bilo je 22 bolesnika (51,2 %) s primjesom krvi u stolici,
isto koliko i u skupini bolesnika s adenomom visokog stupnja displazije, dakle 22 bolesnika
ili 50 %. Razlike u pojavi primjese krvi u stolici medu ispitivanim skupinama nisu nadene
(p=0,914).

Test na okultno krvarenje ucinjen je kod 67 (77 %) bolesnika, a bio je pozitivan
kod 43 (64 %) bolesnika. Nesto ¢eSc¢e je nalaz bio pozitivan u skupini bolesnika s adenomom
visokog stupnja displazije, gdje su bila pozitivna 24 bolesnika od 32 kod kojih je test ucinjen,
odnosno 75 % pozivnih. U skupini bolesnika s adenomom niskog stupnja displazije bilo je 19

pozitivnih od 35 testiranih, odnosno 54,3 % pozitivnih. Razlika u broju pozitivnih testova na
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okultno krvarenje medu promatranim skupinama nije bila statisticki znacajna (p = 0,077).

Sto se navika ti¢e, nesto je veéi udio pusada medu ispitanicima s adenomom niskog
stupnja displazije (53,5 % naprema 36,4 %), Sto statisticki gledano nije znacajno (p = 0,680).
Ako tom broju dodamo broj bivsih pusaca, tada se razlika medu skupinama i na ocigled gubi
(67,5 % naprema 70,5 %).

Alkohol je u obje skupine konzumirao podjednak broj ispitanika, 58,1 % bolesnika s
adenomom niskog stupnja displazije, naprema 63,6 % bolesnika s adenomom visokog stupnja
displazije. Nije bilo statisticki znacajne razlike u konzumaciji alkohola medu ispitivanim
skupinama (p = 0,244).

Hiperlipoproteinemiju je od ukupnog broja ispitanika imalo 25 (29 %) bolesnika. Od
toga je u skupini bolesnika s adenomom niskog stupnja displazije hiperlipoproteinemiju imalo
14 (32,6 %) bolesnika, a u skupini bolesnika s adenomom visokog stupnja displazije 11 (25
%) bolesnika. Statisticki znacajna razlika medu skupinama ispitanika prema prevalenciji
hiperlipoproteinemije nije nadena (p = 0,436).

Redovitu terapiju acetilsalicilnom kiselinom od ukupnog broja ispitanika uzimalo je
njih 19 (21,8 %). Od toga je u skupini s adenomom niskog stupnja displazije salicilate
uzimalo 10 (23,3 %) bolesnika, a u skupini bolesnika s adenomom visokog stupnja displazije
9 (20,5 %) bolesnika. Nije bilo statisticki znacajne razlike medu ispitivanim skupinama u
odnosu na uzimanje salicilata u terapiji (p =0,752).

U obiteljskoj anamnezi bliskih srodnika (srodnika u prvom i drugom koljenu), rak
debeloga crijeva imalo je 7 (16,3 %) ispitanika iz skupine s adenomom niskog stupnja
displazije, te 8 (18,2 %) ispitanika iz skupine bolesnika s adenomom visokog stupnja
displazije. Nisu nadene statisticki znacajne razlike medu ispitivanim skupinama u prisutnosti
raka debeloga crijeva u bliskih srodnika (p = 0,814). Malignu bolest u obitelji imalo je 11
(25,6 %) ispitanika iz prve skupine, te 10 (22,7 %) ispitanika iz druge skupine. Nisu nadene
statistiCki znacajne razlike medu skupinama u pojavnosti maligne neoplazme u Siroj obitelji
(p=0,756).

Preraspodjela adenomatoznih polipa u crijevu bila je uglavnom ocekivana. Vecina
adenoma nalazila se u silaznom dijelu debeloga crijeva, sigmi i1 rektumu (70 %), a manji broj
u cekumu, uzlaznom i poprecnom debelom crijevu (30 %). Od toga je 20 % polipa nadeno u
cekumu i uzlaznom debelom crijevu, 10 % u popre¢nom dijelu crijeva, 54 % u silaznom i
sigmoidnom debelom crijevu, te 16 % u rektumu. Razlike medu skupinama u lokalizaciji
adenoma u crijevu nije bilo (p = 0,760).

Adenomatozni polipi su na patoloSkom preparatu bili prosjecne veli¢ine 8,43 mm
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(medijan 7 mm, raspon 2 - 40). Adenomi niskog stupnja displazije prosje¢no su mjerili 6,21
mm (medijan 6 mm, raspon 2 - 12), a oni visokog stupnja displazije 10,59 mm (medijan 10
mm, raspon 4 - 40). Mjereno na patohistoloSkom preparatu, adenomatozni polipi visokog
stupnja displazije bili su statisti¢ki znacajno veci (p <0,001)(slika 11 A).

Endoskopski mjereno, prosje¢na veli¢ina adenomatoznog polipa bila je 13,37 mm.
Adenomi niskog stupnja displazije prosje¢no su mjerili 10,77 mm (medijan 10 mm, raspon
6 - 20), a adenomi visokog stupnja displazije 15,91mm (medijan 13 mm, raspon 5 - 40)(slika
11 B). Mjereno endoskopski, adenomatozni polipi visokog stupnja displazije bili su statisticki

znacajno veci (p < 0,001).
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O Najmanji
B Prosjek
B Naived

A) ALG UKUPNO AHG

O Najmanji
B Prosjek
B Naivedi

B) ALG UKUPNO AHG

Slika 11. Veli¢ina adenomatoznih polipa

(A) Veli¢ina mjerena na patohistoloskom preparatu, (B) Veli¢ina mjerena na endoskopskom
preparatu (ALG - adenom niskog stupnja displazije, AHG - adenom visokog stupnja
displazije ).

Gledaju¢i podjelu adenomatoznih polipa prema patohistoloskim znacajkama, adenomi
niskog stupnja displazije najceS¢e su bili tubularnog tipa (69,8 %), zatim tubuloviloznog tipa
(20,9 %), te viloznog tipa histologije (9,3 %), dok su adenomatozni polipi visokog stupnja
displazije najces¢e bili tubuloviloznog tipa (36,4 %), zatim tubularnog tipa (34,1 %) i

viloznog tipa histologije (29,5 %). Adenomatozni polipi visokog stupnja displazije cesce su
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bili viloznog ili tubuloviloznog tipa, a adenomatozni polipi niskog stupnja displazije

tubularnog tipa, $to je i statisticki znacajna razlika (p = 0,003)(slika 12).

O Tubulami tip

B Tubulovilozni tip

B Vilozni tip

ALG AHG

Slika 12. Podjela adenoma niskog stupnja displazije (ALG) i adenoma visokog stupnja
displazije (AHG) prema histoloskom tipu

Gledaju¢i podjelu adenomatoznih polipa prema endoskopskim znacajkama, adenomi
niskog stupnja displazije najc¢esce su bili tipa 0-Is (93,0 %), dok su adenomi visokog stupnja

displazije ¢esce bili tipa 0-Ip (59,1 %), Sto je statisticki znacajna razlika (p = 0,002)(slika 13).
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Slika 13. Podjela adenomatoznih polipa debeloga crijeva niskog (ALG) i visokog (AHG)

stupnja displazije prema endoskopskim znacajkama u skladu s PariSkom klasifikacijom (20)
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Nasi bolesnici ces¢e su konzumirali kontinentalni tip prehrane u odnosu na
mediteranski tip prehrane, a razlike medu skupinama nije bilo (p = 0,387).

Promjene ritma praznjenja crijeva (p = 0,756), konzistencija stolice (p = 0,936), pojava
obstipacije (p = 0,520) i uporaba laksativa (p = 0,372), te tjedni broj stolica (p = 0,218),

takoder se nisu razlikovali prema skupinama.

5.2. IzraZenost koneksina 43 u adenomatoznim polipima debeloga crijeva i

nasuprotnoj zdravoj sluznici u promatranim skupinama ispitanika

Izrazenost Cx43 nadena je u epitelnim stanicama pokrovnog epitela i epitela kripti
adenomatoznih polipa debeloga crijeva niskog i visokog stupnja displazije, te zdrave sluznice
debeloga crijeva nasuprot adenoma.

Imunohistokemijska reakcija na Cx43 u zdravoj sluznici debeloga crijeva nalazila se
isklju¢ivo na membranama epitelnih stanica (slika 14 A). Imunohistokemijska reakcija na
Cx43 u adenomatoznim polipima debeloga crijeva nalazila se takoder u pokrovnom epitelu i
epitelu kripti na membranama i u citoplazmi epitelnih stanica (slika 14 B-C). Membranska
reakcija je 1 kod zdrave sluznice 1 kod adenoma bila sitno zrnata, smjeStena najceS¢e na
bo¢nim stani¢nim membranama, dakle medu stanicama, i to u apikalnom (luminalnom) dijelu
stanice (slika 14 A-C), rjede u srednjem dijelu stanice, a iznimno je bila smjeStena na
membrani luminalne strane stanice (slika 14 D). Citoplazmatska reakcija u adenomima bila je

grubo zrnata (slika 14 C-D).
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Slika 14. Imunohistokemijska izrazenost Cx43 u zdravoj sluznici i adenomima debeloga
crijeva

(A) Zdrava sluznica je pokazivala sitno zrnatu membransku izraZzenost Cx43, (B) Adenomi su
pokazivali sitno zrnatu membransku izrazenost Cx43 (na slici je adenom niskog stupnja
displazije), (C) i (D) Dio adenoma je pokazivao istovremeno sitno zrnatu membransku
izrazenost 1 grubo zrnatu citoplazmatsku izrazenost Cx43 (na slici C je adenom niskog
stupnja displazije, na slici D je adenom visokog stupnja displazije), (D) Cx43 je u u
adenomima 1 zdravoj sluznici rijetko bio izrazen na luminalnoj strani epitelne stanice (na slici

je adenom visokog stupnja displazije).
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Izrazenost koneksina Cx43 u adenomatoznim polipima debeloga crijeva bila je
negativna u 25 adenoma (28,7 %), srednje visoka u 40 adenoma (46,0 %) i visoka u 22
adenoma (25,3 %). Izrazenost Cx43 pokazivala su ukupno je 62 adenoma (71,3 %)(tablica 8).
Pritom je 29 adenoma (46,8 %) pokazivalo membransku reakciju na Cx43, a 33 adenoma
(53,2 %) mjesanu, membransku i citoplazmatsku rekaciju na Cx43.

Izrazenost Cx43 u adenomatoznim polipima debeloga crijeva niskog stupnja displazije
bila je negativna u 12 adenoma (27,9%), srednje visoka u 23 adenoma (53,5 %) i1 visoka u 8
adenoma (18,6 %). Ukupno je 31 adenom niskog stupnja displazije (72,1 %) bio pozitivan na
Cx43, a 12 (27,9 %) ih je bilo negativnih. Pritom je 15 adenoma (48,4 %) pokazivalo
membransku reakciju na Cx43, a 16 adenoma (51,6 %) mijeSanu, membransku i
citoplazmatsku rekaciju na Cx43.

IzraZzenost Cx43 u adenomatoznim polipima debeloga crijeva visokog stupnja
displazije bila je negativna u 13 adenoma (29,5 %), srednje visoka u 17 adenoma (38,6 %) i
visoka u 14 adenoma (31,8 %). Ukupno je 31 adenom visokog stupnja displazije (70,5 %) bio
pozitivan na Cx43, a 13 (29,5 %) ih je bilo negativnih. Pritom je 14 adenoma (45,2 %)
pokazivalo membransku reakciju na Cx43, a 17 adenoma (54,8 %) mjeSanu, membransku i
citoplazmatsku rekaciju na Cx43.

Izrazenost Cx43 u zdravoj sluznici uzorkovanoj nasuprot adenomatoznog polipa
debeloga crijeva bila je negativna u 42 sluznice (48,3 %), srednje visoka u 30 sluznica (34,5
%) 1 visoka u 15 sluznica (17,2%). Ukupno je 45 sluznica (51,7 %) pokazivalo pozitivnu

izrazenost Cx43 (tablica 8).
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Tablica 8. Izrazenost Cx43 u adenomatoznim polipima debeloga crijeva i nasuprotnoj zdravoj

sluznici
Cx43 Cx43 Cx43 Ukupno
Materijal Reakcija negativni | srednje visoko visoko pozitivnih
pozitivni pozitivni na Cx43
Adenomi 25 40 22 62
debeloga crijeva, (28,7 %) (46 %) (25,3 %) (71,3 %)
ukupno
Adenomi niskog Membranska i 12 23 8 31
stupnja displazije | citoplazmatska (27,9 %) (53,5 %) (18,6 %) (72,1 %)
Adenomi visokog 13 17 14 31
stupnja displazije (29,5 %) (38,6 %) (31,8 %) (70,5 %)
Zdrava sluznica Membranska 42 30 15 45
nasuprot adenoma (48,3 %) (34,5 %) (17,2 %) (51,7 %)

Usporedbom izrazenosti Cx43 medu skupinama adenoma niskog stupnja displazije,

adenoma visokog stupnja displazije

1 zdrave sluznice

statisticki znacajne razlike (p = 0,039)(tablica 9)(slika 15).

u okolini adenoma, nadene su
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visokog stupnja displazije (AHG) i nasuprotnoj zdravoj sluznici debeloga crijeva

Cx43
Ukupno
<10% | 10-50% | >50%
Zdrava N 42 30 15 87
sluznica % 48,3 % 34,5 % 17,2 % 100,0 %
N 12 23 8 43
Skupine ALG
% 27,9 % 53,5 % 18,6 % 100,0 %
N 13 17 14 44
AHG
% 29,5 % 38,6 % 31,8 % 100,0 %
N 67 70 37 174
Ukupno
% 38,5 % 40,2 % 21,3% 100,0 %
Vrijedno df P
st
X2 test 10,0602 4 0,039
Ukupno 174
Cx43
04—
100,0% Cl<10%
7 10-50%
12 13 [1=50%
27,91% 29 55%
0 1
80,0% -
48 28%
£ 60,0%
°
g V//
40,0% //
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534,48%J
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Tablica 9. Izrazenost Cx43 u adenomatoznim polipima niskog stupnja displazije (ALG),

T
Zdrava sluznica

Skupine

Slika 15. Izrazenost Cx43 u adenomatoznim polipima niskog stupnja displazije (ALG),

visokog stupnja displazije (AHG) i nasuprotnoj zdravoj sluznici debeloga crijeva
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Usporedbom izrazenosti Cx43 u adenomatoznim polipima debeloga crijeva niskog

stupnja displazije, naprema izrazenosti u adenomima visokog stupnja displazije, nismo nasli

statisticki znacajnu razliku (p = 0,227)(tablica 10). Izrazenost Cx43 u adenomatoznim

polipima debeloga crijeva nije se razlikovala u ovisnosti od stupnja displazije u adenomu.

Tablica 10. Razlika izraZenosti Cx43 izmedu adenomatoznih polipa debeloga crijeva niskog

stupnja displazije (ALG) 1 visokog stupnja displazije (AHG)

Cx43
UKUPNO
<10 % 10-50 % >50 %
N 12 23 8 43
ALG
% 27,9 % 53,5 % 18,6 % 100,0 %
N 13 17 14 44
AHG
% 29,5 % 38,6 % 31,8 % 100,0 %
N 25 40 22 87
Ukupno
% 28,7 % 46 % 25,3 % 100,0 %
Vrijednost Df P
Hi kvadrat test 2,565 2 0,227
Ukupno ispitanika 87

Kada smo adenomatozne polipe visokog i niskog stupnja displazije svrstali u dvije

skupine u odnosu na izraZzenost Cx43 (negativna - manje od 10 % stanica pozitivnih na Cx43

i pozitivna - 10 % i vise stanica pozitivnih na Cx43), statisticka analiza takoder nije pokazala

statistiCki znacajnu razliku izmedu promatranih skupina (p = 0,866)(tablica 11).
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Tablica 11. Razlika pozitivne i negativne izrazenosti Cx43 izmedu adenomatoznih polipa

debeloga crijeva niskog (ALG) i visokog (AHG) stupnja displazije

Cx43
UKUPNO
NEG POz
N 12 31 43
ALG
% 27,9 % 72,1 % 100,0 %
N 13 31 44
AHG
% 29,5 % 70,5 % 100,0 %
N 25 62 87
Ukupno
% 28,7 % 71,3 % 100,0 %
Vrijednost df P
Hi kvadrat test 0,029 1 0,866
Ukupno ispitanika 87

Obzirom na nepostojanje statisticki znacajne razlike izraZzenosti Cx43 izmedu
adenoma niskog i1 visokog stupnja displazije, adenome smo udruzili u jednu skupinu i
usporedili izrazenost Cx43 u adenomatoznim polipima (,,bolesni”), naprema izraZenosti u
zdravoj sluznici debeloga crijeva (,,zdravi”’). Usporedbom izrazenosti Cx43 u adenomatoznim
polipima debeloga crijeva naprema izrazenosti u zdravoj sluznici debeloga crijeva, dobili smo
statisticki znac¢ajnu razliku medu promatranim skupinama (p = 0,029)(tablica 12)(slika 16).
IzraZzenost Cx43 visa je u adenomatoznim polipima debeloga crijeva, u odnosu na izrazenost

Cx43 u zdravoj sluznici.
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Tablica 12. Razlika u izrazenosti Cx43 izmedu adenomatoznih polipa (bolesni) i zdrave

sluznice (zdravi) debeloga crijeva

Cx43
UKUPNO
<10 % 10 -50 % > 50 %
Zdravi N 42 30 15 87
% 48,3 % 34,5 % 17,2 % 100,0 %
Skupina -
Bolesni N 25 40 22 87
(ALG + AHG) % 28,7 % 46,0 % 253% | 100,0 %
N 67 70 37 174
Ukupno
% 38,5 % 40,2 % 21,3 % 100,0 %
Vrijednost df P
Hi kvadrat test 7,0662 2 0,029
Ukupno ispitanika 174
Cx43
100,0%— LINema
#10-50%
El=50%
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80 0% 27
48 28%
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Slika 16. Razlika izrazenosti Cx43 izmedu adenomatoznih polipa (bolesni) i zdrave sluznice

(zdravi) debeloga crijeva
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Kada smo adenomatozne polipe debeloga crijeva 1 zdravu sluznicu svrstali u dvije
skupine u odnosu na izrazenost Cx43 (negativna - manje od 10 % stanica pozitivnih na
Cx43 i pozitivna - 10 % 1 vise stanica pozitivnih na Cx43), statisticka analiza je pokazala
statisti¢ki jo§ znacajniju razliku izmedu promatranih skupina (p = 0,008)(tablica 13)(slika
17). Adenomatozni polipi debeloga crijeva su znatno ¢eS¢e pozitivni na Cx43 u odnosu

prema zdravoj sluznici debeloga crijeva.

Tablica 13. Razlika pozitivne i negativne izrazenosti Cx43 izmedu adenomatoznih polipa

(bolesni) 1 zdrave sluznice (zdravi) debeloga crijeva

Cx43
UKUPNO
NEG POz
Zdravi N 42 45 87
) % 48,3 % 51,7 % 100,0 %
Skupina
Bolesni N 25 62 87
(ALG + AHG) % 28,7 % 71,3 % 100,0 %
N 67 107 174
Ukupno
% 38,5 % 61,5 % 100,0 %
Vrijednost df P
Hi kvadrat test 7,014 1 0,008
Ukupno ispitanika 174
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Slika 17. Razlika pozitivne i negativne izrazenosti Cx43 izmedu adenomatoznih polipa

(bolesni) 1 zdrave sluznice (zdravi) debeloga crijeva

Dodatno smo usporedili izrazenost Cx43 u zdravoj sluznici nasuprot adenomatoznog
polipa u odnosu na stupanj displazije u adenomu.

Izrazenost Cx43 u zdravoj sluznici uzorkovanoj nasuprot adenomatoznog polipa
debeloga crijeva niskog stupnja displazije (SLG) bila je negativna kod 27 sluznica (62,8 %),
slabo pozitivna kod 12 sluznica (27,9 %) 1 jako pozitivna kod 4 sluznice (9,3 %).

Izrazenost Cx43 u zdravoj sluznici uzorkovanoj nasuprot adenomatoznog polipa
debeloga crijeva visokog stupnja displazije (SHG), bila je negativna kod 15 sluznica (34,1 %),
slabo pozitivna kod 18 sluznica (40,9 %) i1 jako pozitivna kod 11 sluznica (25,0 %)(tablical4).
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Tablica 14. Izrazenost Cx43 u zdravoj sluznici debeloga crijeva uzorkovanoj nasuprot

adenomatoznog polipa u odnosu na stupanj displazije u adenomu

adenoma niskog
stupnja displazije

Zdrava sluznica
nasuprot
adenoma visokog
stupnja displazije

Cx43 Cx43 srednje Cx43 Ukupno
Materijal Reakcija negativni visoko visoko pozitivnih
pozitivni pozitivni na Cx43
Zdrava sluznica
nasuprot 42 (48,3 %) 30(34,5%) [15(17,2%) | 45(51,7 %)
adenoma, ukupno
Zdrava sluznica
nasuprot 27 (62,8 %) 12 (27,9 %) 4 (9,3 %) 16 (37,2 %)
Membranska

15 (34,1 %)

18 (40,9 %)

11 (25,0 %)

29 (65,9 %)

Usporedbom izrazenosti Cx43 izmedu zdrave sluznice debeloga crijeva nasuprot

adenoma niskog stupnja displazije naprema izrazenosti u zdravoj sluznici nasuprot adenoma

visokog stupnja displazije nadene su statisticki znacajne razlike. U zdravoj sluznici debeloga

crijeva uz adenom visokog stupnja displazije izrazenost Cx43 bila je ¢eS¢e negativna, dok je

u istoj takvoj sluznici uz adenom niskog stupnja displazije bila viSa, odnosno ¢es¢e pozitivna

(p =0,019)(tablica 15)(slika 18).
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Tablica 15. Razlika izrazenosti Cx43 izmedu zdrave sluznice debeloga crijeva uzorkovane

nasuprot adenoma niskog (SLG) i visokog (SHG) stupnja displazije

Cx43
UKUPNO
<10 % 10 - 50 % > 50 %
sle N 27 12 4 43
) % 62,8 % 27,9 % 9,3% 100,0 %
PHD skupina
SHG N 15 18 11 44
% 34,1% 40,9 % 25,0 % 100,0 %
N 42 30 15 87
Ukupno
% 48,3 % 34,5 % 17,2 % 100,0 %
Vrijednost Df P
Hi kvadrat test 7,88 2 0,019
Ukupno ispitanika 87
Cxd3
100 0% Crema
& 10-50%
E=50%
15
80,0% 34,09%
27
62 79%
—_ . 7
£ 60,0% W
.
/ 18 /
40,0% / /
2
/ I%
12
20,0% %27.91%/
' 7
0,0% —
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Slika 18. Razlika izrazenosti Cx43 izmedu zdrave sluznice debeloga crijeva uzorkovane

nasuprot adenoma niskog (SLG) i visokog (SHG) stupnja displazije
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Kada smo sluznice nasuprot adenoma niskog stupnja displazije i sluznice nasuprot
adenoma visokog stupnja displazije svrstali u dvije skupine u odnosu na izrazenost Cx43
(negativna - manje od 10 % stanica pozitivnih na Cx43 i pozitivna - 10 % 1 viSe stanica
pozitivnih na Cx43), dobili smo statisticki jo§ znacajniju razliku (p = 0,007)(tablica 16)
(slika 19). Zdrava sluznica nasuprot adenomatoznog polipa debeloga crijeva visokog stupnja
displazije ima c¢eS¢e pozitivnu izrazenost Cx43 u odnosu prema sluznici nasuprot adenoma

niskog stupnja displazije.

Tablica 16. Razlika pozitivne i negativne izrazenosti Cx43 izmedu zdrave sluznice debeloga

crijeva uzorkovane nasuprot adenoma niskog (SLG) 1 visokog (SHG) stupnja displazije

Cx43
UKUPNO
POz NEG
N 27 16 43
SLG
) % 62,8 % 37.2% 100,0 %
PHD skupina
N 15 29 44
SHG
% 34,1% 65,9 % 100,0 %
N 42 45 87
Ukupno
% 48,3 % 51,7 % 100,0 %
Vrijednost df P
Hi kvadrat test 717 1 0,007
Ukupno ispitanika 87
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Slika 19. Razlika pozitivne i negativne izrazenosti Cx43 izmedu zdrave sluznice debeloga

crijeva uzorkovane nasuprot adenoma niskog (SLG) 1 visokog (SHG) stupnja displazije

5.3. Razlike u pojedinim klini¢kim odrednicama izmedu ispitivanih skupina

pozitivne i negativne izraZenosti koneksina 43

5.3.1. Razlike u pojedinim klinickim odrednicama ispitivanih skupina pozitivne i

negativne izraZenosti koneksina 43 u adenomatoznim polipima debeloga crijeva

Usporedili smo izrazenost Cx43 u odnosu na pojedine klinicke i patohistoloske
odrednice ispitanika, te su ucCinjene korelacije izmedu ispitivanih skupina pozitivne i

negativne izrazenosti Cx43 u adenomatoznim polipima debeloga crijeva (tablica 17 - tablica

19).
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Tablica 17. Razlike u pojedinim klinickim odrednicama izmedu ispitivanih skupina

pozitivne i negativne izrazenosti Cx43 u adenomatoznim polipima debeloga crijeva

Cx43 u adenomatoznom
polipu
Nema izrazenosti Pozitivna izraZzenost
N % N %
. . Tubularni 14 31,1 % 31 68,9 %
Tip polipa
Vilozni 11 26,2 % 31 73,8 %
Tubularni 14 31,1 % 31 68,9 %
Tip polipa Vilozni 29,4 % 12 70,6 %
Tubulovilozni 24,0 % 19 76,0 %
) ) Tip O- Ip 19,0 % 17 81,0 %
Tip polipa
Tip O-Is 21 31,8 % 45 68,2 %
o Desni kolon 28,0 % 18 72,0 %
Lokalizacija o
Lijevi kolon 18 29,0 % 44 71,0 %
Cekoascedens 17,6 % 14 82,4 %
) L Transverzum 44,4 % 5 55,6 %
Detaljna lokalizacija .
Desc+sigma 12 255% 35 74,5 %
Rektum 42,9 % 8 571 %
Mediteranska 33,3 % 66,7 %
Tip kuhinje Kontinentalna 20 30,3 % 46 69,7 %
MijeSana 20,0 % 12 80,0 %
Pusac¢ 15 38,5 % 24 61,5 %
Pusenje Nepusac 14,8 % 23 85,2 %
Bivsi pusac 28,6 % 15 71,4 %
Pije 13 24,5 % 40 75,5 %
Alkohol Ne pije 31,0 % 20 69,0 %
U anamnezi 3 60,0 % 2 40,0 %
Ne 14 22,6 % 48 77,4 %
Hiperlipidemija*
Da 11 44,0 % 14 56,0 %
o Ne 18 26,5 % 50 73,5 %
Salicilati
Da 7 36,8 % 12 63,2 %
o Ne 25 34,7 % 47 65,3 %
Ca kolona u obitelji**
Da 0 0% 15 100,0 %
Cx43 u sluznici Pozitivan 29 53,2 % 33 46,8 %
nasuprot adenoma Negativan 12 48,0 % 13 52,0 %

*p = 0,046
*%p = (0,007
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Tablica 18. Razlike u pojedinim klini¢kim, patohistoloskim i1 endoskopskim kvantitativnim
vrijednostima izmedu ispitivanih skupina pozitivne i negativne izrazenosti Cx43 u

adenomatoznim polipima debeloga crijeva

Aritmeticka Standardna
cesd o] sredina E greska P
adenomu D

Bez izrazenosti 25 10,99 0,158
Dob (godine) e 65,64 1,34

Pozitivna izrazenost 62 63,07 12,07 1,17

Bez izrazenosti 25 4,53 0,883
BMI (kg/m2) s 26,72 0.91

Pozitivna izrazenost 62 26,55 5,04 0,64
Veli¢ina adenoma na Bez izrazenosti 25 8,68 4,06 0,81 0,780
patoloSkom preparatu (mm)  pozitivna izrazenost 62 8,32 5,83 0,74
Veli¢ina adenoma Bez izrazenosti 25 14,36 8,95 1,79 0,407
endoskopski (mm) Pozitivha izrazenost 62 12,97 6,14 0,78

Tablica 19. Korelacija pojedinih kvantitativnih varijabli i izrazenosti Cx43 u

adenomatoznim polipima debeloga crijeva

Izrazenost
Cx43 u
adenomu

-0,134
0,078

87
0,025
0,817

87
0,115
P 0,287
N 87
-0,015
0,887

87

Varijable

-

Dob (godine)

Z T

BMI (kg/m2)

Z U~

-

Veli¢ina adenoma na patoloskom preparatu (mm)

- -

Veli¢ina adenoma endoskopski (mm)

pd
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Usporedbom izrazenosti Cx43 u adenomatoznom polipu i1 nasuprotnoj sluznici,
obzirom na negativnu (manje od 10 % stanica pozitivnih na Cx43) i pozitivnu (10 % i vise
stanica pozitivnih na Cx43) izrazenost Cx43, nije nadena znacajna povezanost (p = 0,658).
Uz adenom pozitivan na Cx43 bile su 33 sluznice pozitivne na Cx43 1 29 sluznica
negativnih na Cx43. Uz adenom negativan na Cx43 bilo je 12 sluznica pozitivnih na Cx43 i
13 sluznica negativnih na Cx43.

Adenome smo obzirom na negativnu 1 pozitivnu izrazenost Cx43 usporedili
podijeljene u tri standardna histoloSka tipa, tubularni, tubulovilozni i vilozni. Odnos
adenoma s pozitivnom izrazeno$¢u Cx43 naprema adenomima s negativhom izrazenoS¢u
Cx43 u skupini tubularnih adenoma je 31 (68,9 %) naprema 14 (31,1 %), u skupini
tubuloviloznih adenoma 12 (70,6 %) naprema 5 (29,4 %), te u skupini viloznih adenoma 19
(76 %) naprema 6 (24 %). Statisticki znafajne razlike u izraZenosti Cx43 u odnosu na
histoloski tip adenoma nismo nasli (p = 0,818).

Adenome smo dodatno podijelili u dvije skupine. U prvu smo svrstali tubularne
adenome, a u drugu tubulovilozne i vilozne adenome, te ih usporedili da vidimo da li
prisustvo viloznog tipa rasta u adenomu opcéenito utjece na izrazenosti Cx43. Razlike
izrazenosti Cx43 u adenomima u odnosu na prisutnost viloznog tipa rasta u bilo kojem
postotku statisticki gledano nije bilo (p = 0,163). Kod adenoma s isklju¢ivo tubularnim
tipom rasta, odnos adenoma pozitivnih na Cx43 naprema onih negativnih na Cx43 bio je 14
(31,1 %) naprema 31 (68,9 %). Kod adenoma viloznog tipa rasta, odnos adenoma pozitivnih
na Cx43 naprema adenomima negativnim na Cx43, bio je 11 (26,2 %) naprema 31 (73,8 %).

Gledajuéi izrazenost Cx43 u adenomima u odnosu na endoskopsku podjelu prema
Pariskoj klasifikaciji (20), kod polipa tipa O-Ip bilo je 4 (19 %) Cx43 negativnih adenoma 1
17 (81 %) Cx43 pozitivnih adenoma. Kod polipa tipa 0-Is bilo je 21 (31,8 %) Cx43
negativnih adenoma i 44 (68,2 %) Cx43 pozitivnih adenoma. Statisticki znacajne razlike u
izrazenosti Cx43 izmedu polipa tipa 0-Ip 1 polipa tipa 0-Is nisu nadene (p = 0,260).

Znacajne razlike u izrazenosti Cx43 u adenomima obzirom na njihovu raspodjelu
prema segmentu crijeva u kojem su nadeni nije bilo (p = 0,293)

Razlike izrazenosti Cx43 u adenomima ovisno o veli¢ini adenoma mjerenoj na
patohistoloSkom preparatu nije bilo (p = 0,780). Adenomi pozitivni na Cx43 bili su prosjecne
veli¢ine 8,32 mm, a Cx43 negativni 8,68 mm.

Razlike izrazenosti Cx43 u adenomima ovisno o veli¢ini adenoma mjerenoj na
endoskopskom preparatu nije bilo (p = 0,407). Adenomi pozitivni na Cx43 bili su prosjecne

veli¢ine 12,97 mm, a Cx43 negativni 14,36 mm.
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Korelacije izrazenosti Cx43 u adenomatoznim polipima s veli¢inom adenoma
mjerenoj na patohistoloSkom preparatu (r = 0,115, p = 0,287)(tablica 19), te mjereno na
endoskopskom preparatu (r = -0,015, p = 0,887), nije bilo (tablica 19).

Usporedbom skupina pozitivne 1 negativne izraZzenosti Cx43 u adenomima, nije
nadena statisticki znacajna razlika u prosjecnoj dobi ispitanika. Ispitanici kod kojih je Cx43 u
adenomima bio pozitivan imali su prosjecnu dob 63,07 godina, dok su oni s negativnim Cx43
u adenomu imali prosje¢nu dob 65,64 godina (p = 0,158). Nije nadena korelacija izraZzenosti
koneksina Cx43 s dobi bolesnika (r = -0,34, p = 0,078).

Znacajne razlike medu skupinama pozitivne i1 negativne izrazenosti Cx43 u
adenomima nije bilo u odnosu na indeks tjelesne mase (BMI). Bolesnici s adenomima
pozitivnim na Cx43 imali su prosjecni BMI 26,55, dok su oni s negativhim Cx43 imali
prosjecni BMI 26,72 (p = 0,883). Nije nadena korelacija izrazenosti Cx43 s indeksom tjelesne
mase (r = 0,025, p=0,817) (tablica 19).

Kada smo promatrali izrazenost Cx43 prema hiperlipoproteinemiji u laboratorijskim
nalazima kod ispitanika, vidjeli smo da ispitanici bez hiperlipoproteinemije imaju negativnu
izrazenost Cx43 u 14 (22,6 %) adenoma, a pozitivnu izrazenost u 44 (78,4 %) adenoma, dok
ispitanici s hiperlipoproteinemijom imaju negativnu izrazenost Cx43 u 11 (44 %) adenoma, a
pozitivnu izrazenost u 14 (56 %) adenoma. Adenomatozni polipi bolesnika bez
hiperlipoproteinemije su ¢eS¢e pozitivni na Cx43 u odnosu na adenomatozne polipe ispitanika

bez hiperlipoproteinemije (p = 0,046)(slika 20).
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Slika 20. Prikaz odnosa Cx43 pozitivnih i Cx43 negativnih adenomatoznih polipa u odnosu

na hiperlipoproteinemiju u ispitanika

Bolesnici koji imaju rak debeloga crijeva u obitelji prvog i drugog reda, svi (100 %),
imaju pozitivnu izrazenost Cx43 u adenomatoznim polipima debeloga crijeva, dok je 65,3 %
ispitanika imalo pozitivnu izrazenost Cx43 u adenomima bolesnika s negativnom
anamnezom za rak debeloga crijeva u uzoj obitelji. Ova je razlika 1 statistiCki znacajna

(p = 0,007)(slika 21).
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Slika 21. Prikaz odnosa Cx43 pozitivnih i Cx43 negativnih adenoma ispitanika u odnosu na

pozitivhu anamnezu za rak debeloga crijeva u uzoj obitelji

Pusenje (p = 0,113) 1 konzumacija alkohola (p = 0,232) nisu imali statisticki znacajan
utjecaj na izrazenost Cx43 u adenomatoznim polipima debeloga crijeva, kao niti tip prehrane

(p = 0,705).

5.3.2. Razlike u pojedinim klini¢kim i patohistoloSkim odrednicama ispitivanih skupina
pozitivne i negativne izraZenosti koneksina 43 u zdravim sluznicama uzorkovanim

nasuprot adenomatoznih polipa debeloga crijeva

Usporedili smo pojedine klinicke 1 patohistoloske odrednice skupine negativne i pozitivne
izrazenosti Cx43 u zdravim sluznicama okoline adenoma, kako bi vidjeli da i postoji

statisticki znacajna razlika medu skupinama. Rezultati su prikazani u tablici 20 i tablici 21.
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pozitivne i negativne izrazenosti Cx43 u sluznici

Tablica 20. Razlike u pojedinim klinickim odrednicama izmedu ispitivanih skupina

Cx43 u sluznici nasuprot
adenomatoznog polipa

Pozitivha izrazenost

Nema izrazenosti

N % N %
. ) Tubularni 20 40,8 % 29 59,2 %
Tip polipa* ] ]
Vilozni 25 65,8 % 13 34,2 %
Tubularni 18 40,0 % 27 60,0 %
Tip polipa** Vilozni 11 64,7 % 6 35,3 %
Tubulovilozni 16 64,0 % 36,0 %
) ) Tip O-Ip 14 66,7 % 33,3 %
Tip polipa
Tip O-Is 31 47,0 % 35 53,0 %
Lokacil Desni kolon 12 48,0 % 13 52,0 %
okacija
! Lijevi kolon 33 53,2 % 32 46,8 %
Cekoascedens 9 52,9 % 8 471 %
) . Transverzum 3 33,3 % 6 66,7 %
Detaljna lokacija )
Desc.+sigma 24 53,3 % 23 46,7 %
Rektum 9 64,3 % 36,7 %
Mediteranska 16,7 % 83,3 %
Tip kuhinje Kontinentalna 35 53,0 % 31 47,0 %
MijeSana 9 60,0 % 6 40,0 %
Nepusac 17 63,0 % 10 37,0 %
Pusenje*** Pusac¢ 12 57,1 % 9 429 %
Bivsi pusac 16 41,0 % 23 59,0 %
Ne 30 56,6 % 23 43,4 %
Konzumacija alkohola Da 12 41,4 % 17 58,6 %
U anamnezi 3 60,0 % 2 40,0 %
o . Ne 33 53,2 % 29 46,8 %
Hiperlipidemija
Da 12 48,0 % 13 52,0 %
o Ne 34 50,0 % 34 50,0 %
Salicilati
Da 11 57,9 % 8 42,1 %
ol ol Ne 36 50,0 % 36 50,0 %
Ca kolona u obitelji Da 9 66.7 % 6 333 %
o Ne 32 50,8 % 31 49,2 %
Laksativi u terapiji
Da 13 54,2 % 11 45,8 %
Spol Zenski 10 47,6 % 11 52,4 %
o}
P Muski 35 53,0 % 31 47,0 %
*p = 0,023
*xp = (,076
*kkp = (0,071
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Tablica 21. Razlike u pojedinim klini¢kim, patohistoloskim i endoskopskim kvantitativnim
vrijednostima izmedu ispitivanih skupina pozitivne i negativne izrazenosti Cx43 u sluznici

uzorkovanoj nasuprot adenomatoznih polipa

Cx43 u sluznici N Ar;tg:it:;ka SD P
nasuprot adenoma
. Bez izrazenosti 42 63,69 11,92 0,925
Dob (godine) o ]
Pozitivna izrazenost 45 64,40 11,69
Bez izrazenosti 42 26,07 4,29 0,597
BMI (kg/m2)
Pozitivna izrazenost 45 27,09 5,35
Veli¢ina adenoma na Bez izrazenosti 42 7,26 3,72 0,069
patoloskom preparatu (mm)  pozitivna izrazenost 45 9,51 6,38
Veli¢ina adenoma Bez izrazenosti 42 11,69 5,73 0,013
endoskopski (mm) Pozitivha izrazenost 45 14,93 7,80

Kada smo promatrali pozitivnu i negativnu izrazenost Cx43 u zdravoj sluznici
uzorkovanu nasuprot adenoma u odnosu na tri standardna histoloska tipa, tubularni,
tubulovilozni 1 vilozni, dobili smo da je Cx43 ceS¢e pozitivan u okolini viloznog 1
tubuloviloznog adenoma, a c¢e$¢e negativan u okolini tubularnog adenoma. Razlika je
statisticki na granici znacajnosti (p = 0,076)(slika 22 A). Odnos sluznica u okolini adenoma s
pozitivhom izrazeno$¢u Cx43 naprema sluznicama s negativnom izrazenoS¢u Cx43 nasuprot
tubularnih adenoma je 18 (40 %) naprema 27 (60 %), nasuprot tubuloviloznih adenoma 16
(64 %) naprema 9 (36 %), i nasuprot viloznih adenoma 11 (64,7 %) naprema 6 (35,3 %).

Sluznice smo dodatno podijelili u dvije skupine. U prvu smo svrstali sluznice
uzorkovane nasuprot tubularnih adenoma, a u drugu sluznice uzorkovane nasuprot
tubuloviloznih 1 viloznih adenoma. Htjeli smo pokazati da 1i prisustvo viloznog tipa rasta
opcenito utjece na izrazenosti Cx43. Kod ovakve podjele ocito je da je zdrava sluznica
nasuprot adenoma viloznog tipa rasta ¢esce pozitivna na Cx43 (65,8 %) u odnosu na sluznicu
nasuprot adenoma tubularnog tipa rasta (40,8 %), $to je i statisticki gledano bilo znacajno
(p = 0,021)(slika 22 B). Odnos sluznica pozitivnih na Cx43 prema sluznicama negativnim na
Cx43 nasuprot tubularnih adenoma bio je 20 (40,8 %) naprema 29 (59,2 %), a u okolini
viloznih i tubuloviloznih adenoma 25 (65,8 %) naprema 13 (34,2 %).
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Slika 22. Prikaz odnosa Cx43 pozitivnih i Cx43 negativnih sluznica prema histoloskom tipu
rasta adenoma nasuprot kojeg su uzorkovane

(A) Odnos izrazenosti Cx43 u sluznici naprema podjeli nasuprotnih adenoma na tri
uobicajena histoloska tipa rasta, (B) Odnos izrazenosti Cx43 u sluznici naprema podjeli
nasuprotnih adenoma na tubularni tip rasta, te tubulovilozni i vilozni tip rasta (TA-tubularni

adenom, TVA - tubulovilozni adenom, VA - vilozni adenom).
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Usporedbom izrazenosti Cx43 u sluznicama uzorkovanim nasuprot adenoma tipa 0-Is
naprema izrazenosti u sluznicama uzorkovanim nasuprot adenoma tipa 0-Ip, razlike nije bilo
(p = 0,115). Medu sluznicama uzorkovanim nasuprot adenoma tipa 0-Ip bilo je 14 (66,7 %)
sluznica pozitivnih na Cx43 1 7 (33,3 %) sluznica negativnih na Cx43, dok je medu
sluznicama uzorkovanim nasuprot adenoma tipa 0-Is bilo 31 (47 %) sluznica pozitivnih na
Cx43 135 (53 %) sluznica negativnih na Cx43.

Znacajne razlike u izraZenosti Cx43 u zdravoj sluznici uzorkovanoj nasuprot
adenoma, obzirom na raspodjelu adenoma prema segmentu crijeva u kojem su nadeni, nije
bilo (p = 0,547).

Izrazenosti Cx43 u zdravim sluznicama uzorkovanim nasuprot adenoma ¢esce su bile
pozitivne kod ve¢ih adenoma mjereno na endoskopskom preparatu (p = 0,013)(slika 23), a
isto tako 1 kod vecih adenoma mjereno na patohistoloSkom preparatu, Sto je ovdje na granici
statisticke znacajnosti (p = 0,069)(slika 23). Prosjecna veli¢ina adenoma koji nasuprot ima
Cx43 pozitivhu zdravu sluznicu je endoskopski mjereno 14,93 mm, a mjereno na
patohistoloSkom preparatu 9,51 mm. Prosjecna veli¢ina adenoma koji u okolini ima Cx43
negativnu zdravu sluznicu je endoskopski mjereno 11,69 mm, a mjereno na patohistoloskom

preparatu 7,26 mm.

[0 Cx43 NEG
B Cx43 POZ

Veli€ina Veli€ina
adenoma, adenoma
histoloski endoskopski

preparat

Slika 23. Pozitivna i negativna izrazenost Cx43 u zdravoj sluznici nasuprot adenoma u odnosu

prema veli¢ini adenoma mjereno endoskopski i na patohistoloSkom preparatu
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Usporedbom skupina pozitivne i negativne izrazenosti Cx43 u sluznicama, nije nadena
statisticki znacajna razlika u prosjec¢noj dobi ispitanika. Ispitanici kod kojih je Cx43 u
sluznicama bio pozitivan imali su prosjecnu dob 64,4 godine, dok su oni s negativnim Cx43
u sluznici imali prosjecnu dob 63,69 godina (p = 0,925).

Znacajne razlike medu skupinama pozitivne i negativne izrazenosti Cx43 u zdravim
sluznicama uzorkovanim nasuprot adenoma nije bilo u odnosu na BMI. Bolesnici sa
sluznicama pozitivnim na Cx43 imali su prosje¢ni BMI 27,09, dok su oni sa sluznicama
negativnim na Cx43 imali prosjecni BMI 26,07 (p = 0,597).

IzraZzenost Cx43 u zdravoj sluznici okoline adenoma nije ovisila o prisutnosti
hiperlipoproteinemije (p = 0,658) u ispitanika, kao niti o uzimanju salicilata (p = 0,542) i
laksativa (p = 0,778) u terapiji.

Niije nadena povezanost izraZenosti Cx43 u sluznici 1 pozitivne obiteljske anamneze
za rak debeloga crijeva u srodnika u prvom i drugom koljenu (p = 0,480), te anamnestickog
podatka o konzumaciji alkohola (p = 0,385).

Bolesnici koji su uzimali salicilate u kroni¢noj terapiji, imali su pozitivnu izraZzenost
Cx43 u 73,5 % adenoma, a oni koji nisu uzimali salicilate u terapiji imali su pozitivnu
izrazenost Cx43 u 63,2 % adenoma. Izrazenost Cx43 u adenomatoznim polipima debeloga
crijeva nije bila povezana s uzimanjem salicilata u terapiji (p = 0,542).

Izrazenost Cx43 u zdravoj sluznici bila je ¢eS¢e negativna kod bolesnika koji nisu
pusaci, niti su ikada pusSili, a statisticki gledano ta je veza na granici znacajnosti
(p = 0,072)(slika 24). Kod bolesnika koji nikada nisu pusili 23 sluznice (59 %) su bile
negativne na Cx43, a 16 sluznica (41 %) pozitivnih na Cx43. Kod bolesnika koji su bili
pusaci ili bivsi pusaci, 19 sluznica (39,6 %) je bilo negativnih na Cx43, a 29 sluznica

(50,4 %) pozitivnih na Cx43.
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6. RASPRAVA

Izrazenost koneksina 43 (Cx43) u sluznici debeloga crijeva primjenom
imunohistokemijskih metoda prvi su detaljno opisali Dubina 1 sur. (143). Nasli su da je Cx43
smjeSten primarno izmedu apikalnih dijelova epitelnih stanica pokrovnog epitela i epitela
kripti, u manjem postotoku u srednjem dijelu stanice, a rijetko na luminalnim stranama
epitelnih stanica. Imunohistokemijska reakcija na Cx43 je pritom bila fino zrnata. Han i sur.
(150) su primijetili slican obrazac reakcije na Cx43, ali su primjetili izrazenost Cx43 u samo
manjem broju epitelnih stanica zdrave sluznice debeloga crijeva. Kanczuga-Koda 1 sur. (142)
su zamijetili iznimno 1 intracitoplazmatsku prisutnost Cx43, iako su zakljucili da to nije
uobicajen obrazac reakcije.

U naSem istraZivanju obrazac imunohistokemijske reakcije na Cx43 bio je identi¢an
onom opisanom u prethodnim istrazivanjima. Membranska reakcija u epitelnim stanicama
pokrovnog epitela i epitela kripti sluznice debeloga crijeva bila je finozrnata, smjeStena
primarno u apikalnom dijelu medu epitelnim stanicama, zatim medu stanicama u njihovom
srednjem dijelu, a rijetko je reakcija bila izrazena na luminalnoj strani epitelnih stanica.

U naSem istrazivanju nismo potvrdili citoplazmatsku lokalizaciju reakcije na Cx43 u
stanicama epitela zdrave sluznice debeloga crijeva. Obzirom na kratko poluvrijeme Zivota
Cx43, te da je njegova sinteza i izmjena u membranama stanica vrlo intezivan proces (102),
ponekad se moZe primjetiti njegova aberantna lokacija i u zdravim stanicama (78), ¢ime bi se
najvjerojatnije mogla objasniti pojava Cx43 u citoplazmi pojedinih epitelnih stanica zdrave
sluznice u ranijim istrazivanjima.

Pritom viSe intrigira razliCitost izrazenosti Cx43 u epitelnim stanicama u zdravoj
sluznici, ne u smislu obrasca reakcije u stanici, ve¢ postotka imunoreaktivnih stanica, dakle
onih pozitivnih na Cx43. U naSem istrazivanju, kao i kod Hana i sur. (150), izraZenost Cx43
je bila niza nego u radovima Kanzuga-Kodae i sur. (142), a poslije i Sirnesa i sur. (166).
Jedan dio razlika moze se objasniti sli¢nim, ali ne istim metodama bojanja, kao i koriStenjem
razli¢itih protutijela.

Ono $§to je osobito vazno, u naSem smo istrazivanju dokazali da je postotak epitelnih
stanica sluznice debeloga crijeva pozitivnih na Cx43 ovisio o mjestu s kojega je sluznica
uzorkovana. Stanice sluznice debeloga crijeva su pokazivale izraZzenost Cx43 u visem
postotku kada su bile nasuprot adenoma visokog stupnja displazije (65,9 %), u odnosu na one
nasuprot adenoma niskog stupnja displazije (37,2 %)(p = 0,019).

Izrazenost Cx43 u zdravoj sluznici ovisila je o histoloSkom tipu adenoma, te o
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njegovoj veli¢ini. Izrazenost Cx43 bila je viSa u stanicama sluznice nasuprot viloznih i
tubuloviloznih adenoma u odnosu na tubularne adenome (p = 0,021), te u okolini
endoskopski mjereno vecih adenoma (p = 0,013), dok je odnos prema veli€ini polipa na
patohistoloSkom preparatu tezio statisticki znacajnoj razlici (p = 0,069). Koliko je nama
poznato, do sada nitko nije proucavao izrazenost Cx43 u zdravoj sluznici debeloga crijeva u
okolini adenomatoznih polipa debeloga crijeva. Svi dosadasnji radovi bili su usmjereni na
ulogu koneksina u pretvorbi adenoma u karcinom i progresiji karcinoma.

Iako se radi o relativno malom uzorku ispitanika, ovi podatci su znacajni osobito s
gledista postpolipektomijskog pradenja bolesnika. Na osnovu naSeg istraZzivanja mozemo
zakljuciti da bi izostanak izrazenosti Cx43 u sluznici nasuprot adenoma mogao biti dodatni,
povoljan prognosticki ¢imbenik za bolesnika s adenomatoznim polipom. Pojava da izraZenost
Cx43u stanicama i tkivima ovisi o prisustvu neoplasti¢nih promjena u okolini nije nova.
Povisenu izrazenost Cx43 nasli su Husoj i sur. (171) u stromi u okolini adenoma debeloga
crijeva misa, i to u blizini stanica koje su imale pozitivnu izrazenost b-katenina, te Aronica i
sur. (173) u astrocitima u blizini tumora mozga. U ovim radovima je to tumaceno
intenziviranjem komunikacije izmedu tumora i strome, Sto bi moglo pomo¢i Sirenju
(metastaziranju) tumora, ali imati i druge ucinke, poput stvaranja preduvjeta za nastanak
epileptickih napadaja u bolesnika s tumorom mozga. Ova pojava bi mogla objasniti
razli¢itosti izraZenosti Cx43 u epitelnim stanicama zdrave sluznice debeloga crijeva u nasem
1 ranijim radovima, poSto su do sada koriSteni patohistoloSki preparati reseciranih
adenokarcinoma debeloga crijeva, od kojih je za imunohistokemijsko bojanje uzeta izgledom
zdrava sluznica s ruba preparata. Mogu¢i nedostatak naSeg istrazivanja su reativno mali
preparati zdrave sluznice uzorkovani bioptickim klijeStima tijekom endoskopije, Sto bi moglo
utjecati na konacni rezultat imunohistokemijskog bojanja.

Kanczuga-Koda i sur. (114) su detaljno opisali izrazenost Cx43 u adenomatoznim
polipima debeloga crijeva tubularnog tipa rasta, niskog stupnja displazije. Vilozni tip rasta i
adenomi visokog stupnja displazije nisu analizirani. Han i sur. (150) su kasnije slican obrazac
bojanja pokazali na adenomatoznim promjenama visokog stupnja displazije na rubu
adenokarcinoma crijeva. Prema rezultatima Kanzuga-Kodae 1 sur. (114), Cx43 je u
tubularnim adenomima niskog stupnja displazije bio izrazen u oko 89 % adenoma, a
imunoreaktivnost je u pozitivnim adenomima bila podjednako jaka i slaba. Od adenoma
pozitivnih na Cx43 svi su imali prisutnu membransku lokalizaciju, a 51 % adenoma je imalo
pozitivnu imunohistokemijsku reakciju na Cx43 i u citoplazmi.

Koliko je nama poznato, mi smo u nasem istrazivanju prvi pokazali izrazenost Cx43 u
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adenomatoznim polipima niskog i visokog stupnja displazije, neovisno od histoloskog tipa
adenoma. Ovo je takoder prvo ovakvo istrazivanje koje se bazira na endoskopski
uzorkovanim preparatima adenoma (i sluznica). Obrazac imunohistokemijskog bojanja
adenomatoznih polipa je bio vrlo sli¢an kao u ranijim istraZivanjima. U skupini adenoma
niskog stupnja displazije bilo je 72,1 % adenoma pozitivnih na Cx43, od ¢ega je 48,4 % imalo
membransku lokaciju koneksina, a 51,6 % mjeSanu, membransku i citoplazmatsku lokaciju
Cx43. U skupini adenoma visokog stupnja displazije bilo je 70,5 % adenoma pozitivnih na
Cx43, od Cega je 45,2 % imalo membransku lokaciju Cx43, a 54,8 % mjeSanu, membransku i
citoplazmatsku lokaciju Cx43. Obrazac membranske reakcije u adenomima je bio isti kao u
zdravoj sluznici, dok je citopazmatska reakcija bila grubo zrnata.

Usporedbom izrazenosti Cx43 u adenomima niskog i visokog stupnja displazije nismo
dobili znacajne razlike u obrascu imunohistokemijskog bojanja na Cx43, kao niti u stupnju
izrazenosti. Znacajne razlike izraZzenosti Cx43 nisu nadene niti ovisno od histoloskog tipa
adenoma, njegove veli¢ine, endoskopskog izgleda (tip 0-Is / 0-Ip) ili lokacije po pojedinim
segmenatima crijeva, §to su potpuno novi podatci.

Tijekom istraZivanja nije dokazana povezanost izrazenosti Cx43 u adenomima i
zdravim sluznicama debeloga crijeva s dobi, niti sa spolom bolesnika.

Usporedbom izrazenosti Cx43 u zdravoj sluznici 1 adenomima debeloga crijeva, u
naSem istrazivanju je pokazano da je u adenomima bila viSa izrazenost Cx43 u odnosu na
nasuprotnu zdravu sluznicu (p = 0,029), uz istovremeni ,,bijeg” koneksina u citoplazmu.
Rezultati naSeg istrazivanja bili su sli¢ni rezultatima koje su dobili su Han i sur. (150), a takvi
su rezultati ranije opisani 1 na drugim tkivima. Haberman i sur. (174) su u hiperplasticnom
tkivu prostate pokazali viSu izrazenost Cx43 u odnosu na zdravo tkivo, a potom pad
izrazenosti u karcinomu prostate. Sawey 1 sur. (175) su sli¢ne rezultate dobili usporedbom
izrazenosti Cx43 u kozi, papilomima koZe i malignim promjenama koZze Stakora.

Visa izrazenost Cx43 u adenomima u odnosu na zdravu sluznicu, te viSa izrazenost
Cx43 u sluznici nasuprot adenoma visokog stupnja displazije u odnosu na izrazenost u
sluznici nasuprot adenoma niskog stupnja displazije je vrlo intrigantna. Na osnovi naseg i
ranijih istrazivanja moZzemo pretpostaviti da Cx43 tijekom procesa kolorektalne
karcinogeneze sudjeluje istovremeno u barem dva paralelna procesa : samoj malignoj
preobrazbi stanica, kako je ranije pokazano, kao tumor supresor, te u procesu prevencije i
popravka oStecenja stanica. Visa izrazenost Cx43 u adenomima u odnosu na zdravu sluznicu
moguca je posljedica pojacanog metabolizma u displasticnim stanicama (174), ali ne

smijemo zaboraviti niti moguénost aktivacije zaStitnih mehanizama ocuvanja normalne
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funkcije, rasta i razvoja stanica razmjenom protektivnih ili Stetnih signala izmedu bolesne i
okolnih, zdravih ili bolesnih, stanica (85). Isto bi moglo objasniti i pojacanu izrazenost Cx43
u stanicama zdrave sluznice nasuprot adenoma visokog stupnja displazije u odnosu na
izrazenost u sluznici nasuprot adenoma niskog stupnja displazije.

Ovakvu dvojaku ulogu koneksina u regulaciji stani¢nog ciklusa, prvi su nagovjestili
Yamasaki i sur. (155), a potom i O' Caroll i sur. (180). Koneksini primarno djeluju intrinzi¢no
u regulaciju rasta i razvoja stanice, a sekundarno sudjeluju u zastiti stanice od vanjskih
utjecaja, bilo iz okolnog tkiva, bilo iz vanjskog okolisa. Njihova sekundarna uloga mogla bi
se iskoristiti u terapiji malignih bolesti (155). Ovo moze biti objasnjenje, ponekad
zbunjujucih, razlika u rezultatima istrazivanja uloge koneksina u procesu karcinogeneze.
Sli¢no su zakljucili 1 Iacobas 1 sur. (169), kada su primjetili da Cx43 negativni miSevi mogu
imati poremecaj izrazenosti i pro- 1 protuapoptotickih gena.

Pomak Cx43 s membrane u citoplazmu stanica u adenomima pocetak je gubitka
funkcionalnih pukotinastih spojista (80, 161) koji pocinje pojavom displazije u stanicama, a
dalje se nastavlja progresijom displazije prema adenokarcinomu (114). Posljedica
citoplazmatske lokalizacije koneksina je gubitak funkcionalnih veza medu stanicama
(126,128), a potom vjerojatno 1 interakcija koneksinskih proteina s drugim staniénim
proteinima i utjecaj na stani¢ne glasnicke putove (109, 111, 112).

Pokazana promjena izrazenosti Cx43 od zdrave sluznice, prema adenomatoznim
polipima debeloga crijeva u nasem, kao i u ranijim istrazivanjima, jasno sugerira aktivnu
ulogu Cx43 u procesu kolorektalne karcinogeneze. Pitanje koje se pritom uvijek postavlja u
ovim istrazivanjima je da li je promjena izrazenosti koneksina i samim time medustani¢ne
komunikacije u procesu karcinogeneze njen uzrok ili posljedica (172).

IzraZenost Cx43 je istrazivana u brojnim radovima ali je u svega nekoliko radova
proucavanje bilo usmjereno na njegovu prognosticku vrijednost u karcinomima (166, 177,
178, 181). Nomura i sur. (179) pokazali su na 153 bolesnika s kolorektalnim karcinomom
znacajnu povezanost koneksina 26 (Cx26) s histoloskim tipom i recidivom tumora. Sirnes i
sur. (166) pokazali su da se Cx43 ponaSa kao tumor supresor u procesu kolorektalne
karcinogeneze, te da je gubitak izrazenosti koneksina Cx43 povezan s kra¢im prezivljenjem u
karcinomu debeloga crijeva. Do sada nitko nije istrazivao mogucéu povezanost zajednicke
izrazenosti Cx26 i1 Cx43 i prognoze kolorektalnog karcinoma. Radova koji bi istrazivali
prognosti¢ku vrijednost izrazenosti Cx43 1 malignog potencijala adenomatoznih polipa do
sada nije bilo.

Znacenje, odnosno utjecaj nasljeda kao rizicnog ¢imbenika u nastanku raka debeloga
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crijeva je neprijeporan i prema dosadasnjim istrazivanjima krece se oko 20 % (1, 8). Do sada
nije pokazana uloga Cx43 u nasljednoj sklonosti raku debeloga crijeva. Mutacija APC gena
nalazi se u 60 do 82 % adenomatoznih polipa i smatra se pocetnim dogadajem kolorektalne
karcinogeneze (48). Poznato je da je gen za Cx43 meta mutiranog APC gena, te da Wnt
signalni put i beta katenin pojacavaju transkripciju Cx43, koji opet ima moguénost povratne
regulacije beta katenina (150, 166, 170, 171). Pretpostavlja se i da koneksini ili njihovi
dijelovi ulaze u podrucje jezgre (111,112), pa postoje hipoteze da koneksini djeluju direktno
1 na transkripciju proteina (113). Cx43 pritom negativno regulira Wnt signalni put (84, 166).

U nasem istrazivanju, izrazenost Cx43 dokazana je u svim adenomima osoba koje
imaju pozitivnu obiteljsku anamnezu za rak debeloga crijeva medu srodnicima prvog i drugog
reda, neovisno od endoskopskih i patohistoloskih znacajki adenoma, te njihove veli¢ine 1
lokacije. Kod bolesnika s negativnom obiteljskom anamnezom, Cx43 je bio pozitivan u oko
dvije tre¢ine adenomatoznih polipa. Ovaj podatak sugerira da postoji utjecaj nasljeda na
izrazenost Cx43 i funkciju pukotinastih spojista u adenomima, moguce neovisan od funkcije
APC gena. Obzirom na relativno malen broj ispitanika, te da uz Cx43 nije istrazivan APC
gen, ovaj bi podatak svakako mogao biti osnova =za daljnja istraZivanja.

Hiperlipoproteinemija i pretilost, osobito abdominalni tip, faktori su rizika za
nastanak karcinoma debeloga crijeva (10). U nasem istrazivanju je pokazano da je odsutnost
hiperlipoproteinemije znacajno utjecala na poviSenje izraZzenosti Cx43 u adenomima debeloga
crijeva (p = 0,046). Ovaj rezultat uklapa se u teoriju o Cx43 kao tumor supresoru, a sugerira
da bi adenomi bolesnika s hiperlipoproteinemijom dugoro¢no mogli imati losiju prognozu,
odnosno brzu progresiju displati¢nih / neoplasti¢nih promjena.

Indeks tjelesne mase kod nasSih ispitanika bio je znacajno visi u skupini bolesnika s
adenomom visokog stupnja displazije u odnosu na skupinu s adenomom niskog stupnja
bilo znacajne razlike u prosjecnoj dobi bolesnika medu skupinama. Korelacije izrazenosti a
Cx43 1 indeksa tjelesne mase bolesnika nije bilo (r = 0,025, p = 0,817), kao niti razlike
indeksa tjelesne mase izmedu ispitanika s adenomom pozitivne ili negativne izraZzenosti Cx43
(p = 0,883). Na osnovu ovih podataka mozemo pretpostaviti da je kod bolesnika s viSom
tjelesnom masom moguca brza progresija displazije u odnosu na bolesnike nize tjelesne
mase, a taj uCinak prema naSim rezultatima nije vezan za funkciju pukotinastih spojista.

Ramachandran 1 sur. (146) dokazali su da sastojci dima cigarete smanjuju izraZenost
Cx43 1 razinu medustanicne komunikacije. Mi smo u naSem istraZivanju dobili nizu

izrazenost Cx43 u zdravih sluznica bolesnika koji su nepusaci ili nisu nikada pusili u odnosu
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na pusSace ili bolesnike s anamnezom pusSenja. Statisticki gledano razlika tezi znacajnosti
(p = 0,071), a razlika bi vjerojatno postala znacajnija s vecim brojem bolesnika. Nasuprot
tome, izrazenost Cx43 u adenomatoznim polipima debeloga crijeva nije pokazivala
povezanost s pusenjem, odnosno anamnestickom podatku o pusenju.

Utjecaj prehrane na izrazenost koneksina dokazan je u ranijim radovima (144,145). U
nasem istrazivanju, bolesnici koji su konzumirali mediteranski tip prehrane imali su u zdravoj
sluznici okoline adenoma u znacajno niZzem postotku prisutnu izrazenost Cx43 (16,7 %),
naprema onima koji su konzumirali kontinentalni tip prehrane (53,03 %). Mali broj bolesnika
koji konzumira mediteranski tip prehrane, obzirom na podneblje u kojem je istrazivanje
radeno (n = 6), ne dozvoljava ozbiljniju statistiCku analizu. U svakom slucaju bi ove podatke
trebalo provjeriti dodatnim istrazivanjima.

Usporedbom patohistoloskih, endoskopskih i klinickih obiljezja skupine bolesnika s
adenomatoznim polipima niskog stupnja displazije naprema skupini s adenomatoznim
polipima visokog stupnja displazije, dobiveni rezultati su ocekivani, i u osnovi sli¢ni
dosada$njim radovima.

Prema literaturi, prosjecno je oko 13 - 16 % adenomatoznih polipa ve¢e od 10 mm
(34 - 37), dok je nama prosjecna veli¢ina adenoma mjerena endoskopski bila 13,37 mm, a
mjereno na patohistolo§skom preparatu, naravno, nesto manja, odnosno 8,43 mm. To je samo
po sebi ocekivano, obzirom na veliku dozu subjektivnosti prilikom odredivanja veli¢ine
adenomatoznog polipa tijekom endoskopskog zahvata, ali i samog postupka pripreme
materijala polipa za patohistoloSku analizu. Veli¢ina adenomatoznog polipa se tijekom
endoskopije odreduje indirektno, usporedbom s veli¢inom upotrijebljenog alata poznatih
dimenzija, najéesce bioptickih klijesta (22, 202), uz prisutnu znatnu koli¢inu stresa. Pritom su
otezavajuce okolnosti za endoskopicCara crijevna peristaltika, neadekvatna priprema crijeva za
proceduru, te moguca nepovoljna pozicija polipa koja otezava analizu oblika i1 veliine.
Znacajan doprinos objektivnosti pritom donosi iskustvo endoskopicara. Patoloski preparat
nakon resekcije kolabira zbog gubitka krvi, a fiksacija u formalinu dodatno, iako u manjem
omjeru, utjeCe na veli¢inu adenoma. PatohistoloSki preparat adenomatoznog polipa je
objektivno neSto manji (22), a znamo da mjerenje patoloskog preparata nije podlozno
subjektivnom dojmu. U ovom istrazivanju u skupini bolesnika s adenomom visokog stupnja
displazije prosjecna veli¢ina adenoma mjerena endoskopski bila je 15,9 mm, dok je u skupini
bolesnika s adenomom niskog stupnja displazije, prosje¢na veli¢ina o¢ekivano bila manja,
odnosno 10,8 mm. Ranije je jasno pokazana progresija displasticnih promjena s veli¢inom

polipa (15), pa je ova razlika adenomatoznih polipa u veli¢ini ovisna od stupnja displazije,
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koja je i statisticki znacajna (p < 0,001), potpuno ocekivana. Ovakva, velika prosjecna
veli¢ina adenoma je dijelom posljedica odabira bolesnika, jer ispitanici s diminutivhim
polipima nisu uzimani u studiju.

Gledaju¢i raspodjelu patohistoloSkih tipova adenoma debeloga crijeva medu
skupinama, u skupini s adenomom visokog stupnja displazije bilo je znacajno vise viloznih i
tubuloviloznih adenoma, u odnosu na skupinu s adenomom niskog stupnja displazije
(p =0,003), sto je takoder ocekivano (15, 35).

Endoskopska pojavnost adenoma niskog stupnja displazije, prema Pariskoj
klasifikaciji (21), ¢eSc¢e je tipa 0-Is, a pojavnost adenoma visokog stupnja displazije je CeSce
tipa 0-Ip (p = 0,002). Svi adenomi pocetkom rasta prolaze kroz fazu znacajki sesilnog polipa,
dakle tipa 0-Is (46), a kako su adenomi niskog stupnja displazije u naSem istraZivanju i
statisticki znac¢ajno manji, ovaj rezultat se mogao ocekivati.

Ucestalo$¢u pojavnosti i raspodjelom adenomatoznih polipa po segmentima crijeva,
nasi rezultati uglavnom prate ranije rezultate (5, 6). Kod nasih ispitanika bilo je neSto manje
adenoma od ocekivanog uzorkovano iz cekoascedensa (19,5 %), a neSto viSe iz silaznog 1
sigmoidnog crijeva (54 %), $to je najvjerojatnije posljedica nesto vecih adenoma od prosjeka,
koji se i inace ¢eS¢e nalaze u aboralnom dijelu debeloga crijeva (31).

U naSem istrazivanju potvrdili smo imunohistokemijski, dakle metodom prikaza
genskog izrazaja na proteinskoj razini, izrazenost Cx43 na membranama epitelnih stanica u
endoskopski izgledom zdravoj sluznici debeloga crijeva, koja je 1 histoloski bila bez znacajnih
promjena, te u tubularnim adenomima debeloga crijeva niskog stupnja displazije. IzraZzenost
Cx43 je prvi put do sada opisana u adenomima debeloga crijeva visokog stupnja displazije.
Razlika izrazenosti Cx43 nadena je izmedu (bolesne) sluznice adenomatoznih polipa i zdrave
sluznice debeloga crijeva. Osobito je vazno da se izrazenost koneksina Cx43 razlikuje u
zdravoj sluznici debeloga crijeva nasuprot adenomatoznog polipa niskog stupnja displazije,
prema izrazenosti u zdravoj sluznici debeloga crijeva nasuprot adenomatoznog polipa visokog
stupnja displazije. Temeljem dobivenih rezultata, vidljivo je da Cx43 sudjeluje u procesu
nastanka karcinoma debeloga crijeva, iako u tom procesu postoji jo§ dosta nejasnoca.

U ranijim radovima je pokazano da se u osnovi malen broj adenoma, ¢ak manje od
5 %, tijekom zZivotnog ciklusa preobrazi u karcinom (177). To upuéuje na zakljuak da
genetski i epigenetski mehanizmi nastanka adenomatoznih polipa debeloga crijeva nisu
istovjetni mehanizmima daljnje pretvorbe adenoma prema malignom tumoru. Obzirom na
incidenciju 1 mortalitet karcinoma debeloga crijeva, za koji je op¢e prihva¢eno da u 95 % 1

viSe slucajeva nastaje iz adenomatoznih polipa, klju¢no je dakle prepoznati bolesnika s
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adenomatoznim polipom, koji dugoro¢no ima visoki rizik nastanka raka debeloga crijeva, ili
rizik recidiva adenoma po endoskopskoj resekciji, te takvog bolesnika izdvojiti iz mase
bolesnika s adenomima koji taj rizik nemaju ili je on nizak.

Imunohistokemijsko odredivanje izrazenosti Cx43 u sluznici debeloga crijeva nasuprot
adenomatoznog polipa, kao relativno jednostavna i jeftina metoda, mogla bi biti dodatni
¢imbenik u predikciji malignog potencijala adenomatoznih polipa, $to je bitno u planiranju

lijecenja 1 postpolipektomijskog prac¢enja bolesnika.
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7. ZAKLJUCCI

Na temelju rezultata dobivenih u ovom istrazivanju moze se zakljuciti:

1.

Imunohistokemijska izrazenost Cx43 u stanicama pokrovnog epitela i epitela kripti
adenomatoznih polipa debeloga crijeva visokog stupnja displazije bila je negativna u
29,5 % ispitanika, srednje visoka u 38,6 % ispitanika i visoka u 31,8 % ispitanika.
IzraZzenost Cx43 u adenomatoznim polipima debeloga crijeva niskog stupnja displazije
bila je negativna u 27,9 % ispitanika, srednje visoka u 53,5 % ispitanika i visoka u
18,6 % ispitanika. Izrazenost Cx43 u stanicama pokrovnog epitela i epitela kripti
zdrave sluznice nasuprot adenoma, bila je negativna u 48,3 % ispitanika, srednje
visoka u 34,5 % ispitanika i visoka u 17,2 % ispitanika. Imunohistokemijska reakcija
na Cx43 u epitelnim stanicama u zdravoj sluznici debelog crijeva bila je iskljucivo
membranska, izmedu apikalnih dijelova epitelnih stanica, potom u sredini, a rijetko na
luminalnoj strani stanica. Reakcija na Cx43 u adenomatoznim polipima debeloga
crijeva bila je membranska, identi¢nog rasporeda kao u zdravoj sluznici, a u 52 %
adenoma nadena je paralelno i citoplazmatska reakcija. Razlika izraZenosti Cx43
izmedu sluznice adenoma i nasuprotne zdrave sluznice debelog crijeva je statisticki
znacajna (p = 0,039).

Razlike izraZenosti Cx43 izmedu adenoma niskog stupnja displazije i adenoma
visokog stupnja displazije nije bilo (p = 0,229). Obzirom na dobivene rezultate
izrazenost Cx43 u adenomatoznim polipima nije prognosticki ¢imbenik malignog
potencijala adenoma.

Nadena je statisticki znacajna razlika izrazenosti Cx43 izmedu zdrave sluznice crijeva
uzorkovane nasuprot adenoma niskog stupnja displazije i sluznice crijeva uzorkovane
nasuprot adenoma visokog stupnja displazije (p = 0,029). Cx43 je ceSe pozitivan u
zdravoj sluznici nasuprot adenoma visokog stupnja displazije u odnosu na sluznicu
nasuprot adenoma niskog stupnja displazije (65,9 % naprema 37,2 %). Razlika
izrazenosti Cx43 postoji 1 u odnosu prema histoloskom tipu 1 veli¢ini adenoma. Cx43
je CeS¢e negativan u zdravoj sluznici nasuprot adenoma tubularnog tipa rasta, u
odnosu na sluznicu nasuprot adenoma viloznog tipa rasta (69,1 % naprema 30,9 %,
p = 0,021). Cx43 je takoder CeS¢e negativan u sluznici nasuprot endoskopski mjereno

manjih adenoma (Mann-Whitneyev U test, p = 0,013). Ovi rezultati sugeriraju da bi
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izostanak izrazenosti Cx43 zdravoj sluznici debeloga crijeva nasuprot adenomatoznog
polipa mogao biti dodatni, pozitivan prediktivni ¢imbenik u procjeni malignog
potencijala adenomatoznog polipa.

4. Izrazenost Cx43, a time 1 razina medustanicne komunikacije propusnim vezama, niza
je u adenoma ispitanika koji imaju hiperlipoproteinemiju (p = 0,046). Imajuéi u vidu
teoriju o Cx43 kao tumor-supresoru, hiperlipoproteinemija bi, kao rizi¢ni ¢imbenik za
rak debeloga crijeva, putem ucinka na izrazenost Cx43 mogla utjecati na brzinu
maligne pretvorbe adenomatoznih polipa.

5. Koneksin Cx43 je pozitivan u svih adenomatoznih polipa ispitanika koji imaju
pozitivnu obiteljsku anamnezu za karcinom debeloga crijeva, za razliku od onih koji
nemaju pozitivnu obiteljsku anamnezu (100% naprema 65,3 %, p = 0,007). Ovaj
podatak upucuje na mogucéu ulogu Cx43 i pukotinastih spojista u nasljednoj sklonosti

raku debeloga crijeva.

Na temelju dobivenih rezultata vidljivo je da Cx43 ima znacajnu ulogu u nastanku
adenoma debeloga crijeva, prvog koraka u procesu kolorektalne karcinogeneze. Prognosticku
vrijednost Cx43 u adenomatoznim polipima 1 sluznici debeloga crijeva tek treba u potpunosti
odrediti. Za ocekivati je da bi Cx43 mogao biti znaCajan prognostic¢ki faktor obzirom na
povezanost s Wnt signalnim putem. Odredivanjem izrazenosti Cx43 u sluznici nasuprot
adenomatoznih polipa debeloga crijeva, jednostavnom i relativno jetinom metodom, moglo bi
se kod pojedinih adenomatoznih polipa produljiti vrijeme do kontrolne kolonoskopije i na taj
nacin izbje¢i nepotrebne rizike i troskove koje pretraga i priprema za samu pretragu nose.
Obzirom na incidenciju adenomatoznih polipa u populaciji, to bi omogucilo vecu dostupnost

kolonoskopije i kvalitetniju prevenciju raka debeloga crijeva.
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8. SAZETAK

U ovom istrazivanju analizirana je izrazenost koneksina 43 (Cx43) u adenomatoznim
polipima visokog i1 niskog stupnja displazije, te izgledom zdravoj sluznici debeloga crijeva
nasuprot adenoma, koja je i patohistoloski bez znacajnih promjena. Hipoteza istrazivanja je
bila da je izrazenost Cx43 snizena u adenomatoznim polipima debeloga crijeva visokog
stupnja displazije u odnosu na adenomatozne polipe niskog stupnja displazije, te u odnosu na

morfoloski zdravu sluznicu debeloga crijeva.

Na temelju hipoteze, postavljeni su ciljevi istrazivanja :
1. Op¢i cilj: odrediti izrazenost Cx43 u adenomatoznim polipima debeloga
crijeva niskog stupnja displazije, adenomatoznim polipima visokog stupnja displazije, te u
morfoloski normalnoj sluznici stijenke crijeva nasuprot polipa.
2. Specific¢ni ciljevi:
a) usporediti izrazenost Cx43 u adenomatoznim polipima visokog
stupnja displazije prema izraZenosti u adenomatoznim polipima niskog stupnja displazije, te u
odnosu na izraZzenost u morfoloski nepromijenjenoj sluznici crijeva
b) usporediti izrazenost Cx43 u sluznici crijeva nasuprot adenoma
niskog stupnja displazije, prema onoj nasuprot adenoma visokog stupnja displazije

¢) usporediti izrazenost Cx43 u odnosu na pojedine klinicke parametre.

Istrazivanje je obuhvatilo 87 bolesnika kojima je ucinjena endoskopska resekcija
adenomatoznog polipa debeloga crijeva. Tom prilikom dodatno je uzeta i biopsija sluznice
nasuprot adenoma. Materijal je obraden standardnom histoloSkom metodom, a dodatno su
ucinjeni rezovi tkiva koji su analizirani imunohistokemijski monoklonalnim protutijelima na
Cx43.

Imunohistokemijska izrazenost Cx43 potvrdena je u stanicama pokrovnog epitela i
epitela kripti adenomatoznih polipa debeloga crijeva niskog stupnja displazije i izgledom
zdravoj sluznici debeloga crijeva uzorkovanoj nasuprot adenoma, dok je prvi put opisana
izrazenost Cx43 u adenomatoznim polipima visokog stupnja displazije neovisno od histoloske
grade.

Imunohistokemijska reakcija na Cx43 bila je fino zrnata, smjeStena membranski u
epitelnim stanicama zdrave sluznice i adenoma, a u 52 % adenoma je paralelno bila prisutna

grubozrnata citoplazmatska reakcija. U adenomima visokog stupnja displazije izraZenost
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Cx43 je bila negativna u 29,5 % ispitanika, srednje visoka u 38,6 % 1 visoka u 31,8 %
ispitanika. Izrazenost Cx43 u adenomima debeloga crijeva niskog stupnja displazije bila je
negativna u 27,9 % ispitanika, srednje visoka u 53,5 % 1 visoka u 18,6 % ispitanika.
IzraZzenost Cx43 u zdravoj sluznici bila je negativna u 48,3 % ispitanika, srednje visoka u
34,5 % i visoka u 17,2 % ispitanika. Medu ispitivanim skupinama postoji statisticki znacajna
razlika u izrazenosti Cx43 (p = 0,039).

Razlike izraZenosti Cx43 izmedu adenoma niskog stupnja displazije i adenoma
visokog stupnja displazije nije bilo (p = 0,229).

Nadena je statisticki znacajna razlika izrazenosti Cx43 izmedu zdrave sluznice crijeva
nasuprot adenoma niskog stupnja displazije i sluznice crijeva nasuprot adenoma visokog
stupnja displazije (p = 0,029). Cx43 je ceSce pozitivan u zdravoj sluznici nasuprot adenoma
visokog stupnja displazije u odnosu na sluznicu nasuprot adenoma niskog stupnja displazije
(65,9 % naprema 37,2 %). Nadalje, Cx43 je ¢eS¢e negativan u zdravoj sluznici nasuprot
adenoma tubularnog tipa, u odnosu na sluznicu nasuprot adenoma viloznog tipa (69,1 %
naprema 30,9 %, p = 0,021). Cx43 je ceSe negativan u sluznici uzorkovanoj nasuprot
endoskopski mjereno manjih adenoma ( Mann-Whitneyev U test, p = 0,013).

Izrazenost Cx43, a time i razina medustani¢ne komunikacije propusnim vezama, niza
je u adenomima ispitanika koji imaju hiperlipoproteinemiju (p = 0,046). Ucinkom na
izrazenost Cx43, prisutnost hiperlipoproteinemije bi mogla utjecati na brzinu maligne
pretvorbe adenomatoznih polipa.

Koneksin Cx43 je pozitivan u svih adenomatoznih polipa ispitanika koji imaju
pozitivnu obiteljsku anamnezu za karcinom debeloga crijeva, za razliku od onih koji nemaju
pozitivnu obiteljsku anamnezu (100 % naprema 65,3 %, p = 0,007), Sto upucuje na mogucu
ulogu Cx43 u nasljednoj sklonosti raku debeloga crijeva.

Prema naSim rezultatima, izrazenost Cx43 u adenomatoznim polipima nije
prognosticki ¢imbenik malignog potencijala adenoma, dok bi izostanak izrazenosti Cx43 u
sluznici nasuprot adenomatoznog polipa mogao biti dodatni, pozitivan, prediktivni ¢cimbenik u
procjeni malignog potencijala adenomatoznog polipa. Na temelju dobivenih rezultata vidljivo
je da Cx43 ima znacajnu ulogu u nastanku adenoma debeloga crijeva, odnosno kolorektalnoj
karcinogenezi. Prognosticku vrijednost Cx43 u adenomatoznim polipima i sluznici debeloga
crijeva tek treba odrediti. Odredivanjem izrazenosti Cx43 u sluznici nasuprot adenoma
debeloga crijeva, jednostavnom 1 relativno jetinom metodom, moglo bi se kod pojedinih
adenoma produljiti vrijeme do kontrolne kolonoskopije i na taj nacin izbjeéi nepotrebne

rizike i troSkove koje pretraga nosi.
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9. SUMMARY

CONNEXIN 43 EXPRESSION PATERNS IN ADENOMATOUS
COLONIC POLYPS

The hypothesis of this study is that expression of connexin 43 (Cx43) is reduced in
adenomatous polyps of the colon with a high degree of dysplasia compared to adenomatous
polyps with a low grade dysplasia, and in relation to the morphologically normal colonic
mucosa.

The participants in this study are 87 patients who underwent polypectomy based on
indications in our institution. The research includes pathohistological analysis of collected
material as well as immunohystochemical analysis of Cx43 expression in adenomatous polyp
tissue and endoscopically normal mucosa surrounding the polyps.

In patients with high grade adenomatous polyps Cx43 expression was found negative
in 29,5 %, positive in 38,6 % and highly positive in 31,8 % of patients. In patients with low
grade adenomatous polyps expression of Cx43 was found negative in 27,9 %, positive in
53,5 % and highly positive in 18,6 % of patients. In mucosa surrounding polyps Cx43
expression was found negative in 48,3 %, positive in 34,5 % and highly positive in 17,2 % of
patients. Statistical analysis showed no significant difference in Cx43 expression between low
and high grade dysplastic adenomatous polyps. Significant correlation of Cx43 expression in
mucosa surrounding polyps was found with polyp size (p = 0,013) and villous histology
(p = 0,021). Significant correlation of Cx43 expression in adenomatous polyps was found
with patients hyperlipidaemia (p = 0,046).

To our knowledge, this is the first description of Cx43 expression characteristics in
surrounding mucosa of colorectal adenomatous polyps and polyps with high grade dysplasia.
Frequent Cx43 expression in observed surrounding mucosa of adenomatous polyps with high
grade dysplasia and frequent lack of Cx43 expression in surrounding mucosa of adenomatous
polyps with low grade dysplasia suggest there is significant role of Cx43 in the progression of
dysplasia in adenomatous polyps as well as in colorectal carcinogenesis.

Lack of Cx43 expression in normal colon mucosa surounding polyps may be positive

predictive factor for adenomatous polyps prognosis.

Alen Biséanin, Zagreb, 2014.
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