Prognosticko znacenje izrazaja gena za citokeratin-20
u stanicama periferne krvi bolesnika s rakom
debeloga crijeva

Kust, Davor

Doctoral thesis / Disertacija
2016

Degree Grantor / Ustanova koja je dodijelila akademski / strucni stupanj: University of
Zagreb, School of Medicine / SveuciliSte u Zagrebu, Medicinski fakultet

Permanent link / Trajna poveznica: https://urn.nsk.hr/um:nbn:hr:105:436692

Rights / Prava: In copyright /Zasticeno autorskim pravom.

Download date / Datum preuzimanja: 2024-07-24

Repository / Repozitorij:

Dr Med - University of Zagreb School of Medicine
Digital Repository

DIGITALNI AKADEMSKI ARHIVI I REPOZITORILII



https://urn.nsk.hr/urn:nbn:hr:105:436692
http://rightsstatements.org/vocab/InC/1.0/
http://rightsstatements.org/vocab/InC/1.0/
https://repozitorij.mef.unizg.hr
https://repozitorij.mef.unizg.hr
https://repozitorij.unizg.hr/islandora/object/mef:6100
https://dabar.srce.hr/islandora/object/mef:6100

SVEUCILISTE U ZAGREBU
MEDICINSKI FAKULTET

Davor Kust

Prognosticko znacenje izrazaja gena

za citokeratin-20 u stanicama

periferne krvi bolesnika s rakom
debeloga crijeva

DISERTACIJA

Zagreb, 2016.



SVEUCILISTE U ZAGREBU
MEDICINSKI FAKULTET

Davor Kust

Prognosticko znacenje izrazaja gena
za citokeratin-20 u stanicama
periferne krvi bolesnika s rakom
debeloga crijeva

DISERTACIJA

Zagreb, 2016.



Disertacija je izradena na Kiinici za onkologiju i nuklearnu medicinu Klini¢kog
bolni¢kog centra ,Sestre milosrdnice” u Zagrebu.

Voditelj rada: doc. dr. sc. Ivan Samija

Zahvaljujem svojoj obitelji na potpori tijekom trajanja ovog projekta, akademiku
Zvonku Kusi¢u na pomoci (znanstvenoj, stru¢noj i financijskoj) tijekom izrade
disertacije, mentoru lvanu Samiji, te svima koji su svojim aktivnim

sudjelovanjem na projektu ucinili ovu disertaciju kvalitetnijom.
Takoder se zahvaljujem svim djelatnicima Klinike za onkologiju i nuklearnu

medicinu Klinickog bolnickog centra ,Sestre milosrdnice® na dosadasnjoj

suradnji.

,Brod je siguran u luci, ali to nije razlog postojanja broda.*“

William G. T. Shedd



SADRZAJ

1. UvoD I SVRHA
RAD A .
1.1. Kolorektalni
KarcInOML. . ..o.oiui it
1.1.1. Epidemiologija
........................................................................ 1
1.1.2. Biologija 1
ENELIKA. ...t 4
1.1.3. Etiologija
1.1.4.
Dijagnostika. ... ..o 7
L LS. PIODIT. .o 8
1.1.6. PatohiStOlO@ija. . .uvnriei ettt et ettt et e e e 9
1.1.7. Odredivanje stadija
DOLES. ..t 11
1.1.7.1. Dukesova klasifikacija kolorektalnog
karcinoma......................... 11
1.1.7.2. Astler —Collerova klasifikacija kolorektalnog
karcinoma................ 12
1.1.7.3. TNM klasifikacija kolorektalnog
karcinoma............c.ooiiiiiiinn. 12
| R T 51 1<) T 16
1.1.8.1. Lijecenje lokaliziranog karcinoma
kolona..........c.cccceeiiiiil 16
1.1.8.2. Lijecenje lokaliziranog karcinoma
rektuma...........ooooiiiii 19



1.1.8.3. Lijecenje lokalno uznapredovalog i metastatskog kolorektalnog

KarciNOMAa  ...oeii it e
25
1.2. Tumorski biljezi kolorektalnog karcinoma............ccccceeveeniiiiiiniiiinienieeee 29
1.2.1. Tumorski DILJEZ1 .....ccuveeiiiiiieiie e 29
1.2.2. Mikrosatelitska nestabilnost............coceeverieriiiiinieniiieeeee e 31
1.2.3. Mutacije gena
RA S . 32
1.2.4. Mutacije gena BRAF ... ... o 35
1.2.5. Karcinoembrijski antigen i drugi serumski biljezi.............................. 36
1.2.6. Cirkuliraju¢e tumorske stanice kao prognosticki biljeg........................ 39
1.3, CREOK@IATINI .ottt ettt et et e bt e e et esneenneas 46
2 HIPOTEZA ...ttt ettt st ae et et sae et e neesaeeneeas 48
3. CILIEVIRADA ...ttt sttt sttt et 49
4. MATERIJALI I METODE.......cciiiioiiieeeeeet ettt 50
4.1. Bolesnici 1 Zdravi 1SPItaniCl........cccuueeeuieeriieeiieeesiieeeeieeeeieeeereeeereeesreeesereeessseeens 50
4.2. Obrada uzoraka KIVi........coocieiiiiiiiieee e 50
4.3. Izolacija
RN A 51
4.4, Reverzna
EEANSKIIPCTI. ettt e 52
4.5. PCR U StVArNOM VICIMENU. ... .utntttttteit et et e et e e e ite et e eieeeeeaaes 52
4.6. Kvantifikacija izrazaja CK20..........cooiiiiiiii i, 54
4.7. Uzorak za
KalibracCiju. .. ..ot e 55
4.8. Priprema fosfatnog pufera (PBS) bez Ca*" 1
M 56
4.9. StatistiCka analiza.............ooiiiiiii 56
S REZULTATI ..ottt sttt st b et et 58



5.2. Izrazaj CK20 u uzorcima Krvi iSpitanika ...........cccceevveeeeiieniieniienieeiieeie e 60

5.3. Usporedba izrazaja CK20 u preoperativnim i postoperativnim uzorcima krvi

ISPILANTKA ..ottt et ete et e et e et e et e eteeesbeeseeesseenseeeaseenns 62
54. Povezanost izrazaja CK20 sa stadijem
bolesti....oveeiiiii 63

5.6. Povezanost izrazaja CK20 S vremenom do progresije

5.7. Povezanost izrazaja CK20 s ukupnim preZivljenjem bolesnika

.................... 75

6. RASPRAVA ......oomiiieieeeeeeeeeeeeeeees e 78
7. ZAKLIUCAK ..o 84
8. SAZETAK ..ot 85
9. SUMMARY ...t 87
10. LITERATURA ..ot 89
11, BIOGRAFITA oo

102

POPIS OZNAKA I KRATICA (prema redoslijedu pojavljivanja u tekstu)

KRK - kolorektalni karcinom
UZV — ultrazvuk

MR — magnetska rezonancija

CT — kompjuterizirana tomografija

CEA — karcinoembrijski antigen



AJCC — Americki zdruzeni odbor za rak (eng. American Joint Committee on Cancer)
OS — ukupno prezivljenje (eng. overall survival)

PFS — vrijeme do progresije bolesti (eng. progression-free survival)

DNA — deoksiribonukleinska kiselina (eng. deoxyribonucleic acid)

MMR - popravak pogresno spojenih odjecaka deoksiribonukleinske kiseline (eng.
mismatch repair)

dMMR - deficijentan MMR-status tumora

VEGF — vaskularni endotelni faktor rasta (eng. vascular endothelial growth factor)
EGFR — receptor za epidermalni faktor rasta (eng. epidermal growth factor receptor)
RNA - ribonukleinska kiselina (eng. ribonucleic acid)

CA 19-9 — karbohidratni antigen

RT-PCR — lan¢ana reakcija polimerazom nakon reverzne transkripcije (eng. reverse
transcription polymerase chain reaction)

PCR — lancana reakcija polimerazom

CK — citokeratin

TPA — tkivni polipeptidni antigen

TPS — tkivni polipeptidni specifi¢ni antigen

WMA - Svjetsko medicinsko udruzenje (eng. World medical association)

PBS - fizioloska otopina puferirana fosfatom (eng. phosphate-buffer saline)

cDNA — komplementarna deoksiribonukleinska kiselina (eng. complementary
deoxyribonucleic acid)

GAPDH - gliceraldehid-3-fosfat dehidrogenaza

HT?29 — stani¢na linija humanog adenokarcinoma debelog crijeva gradusa II






1. UVOD I SVRHA RADA

1.1. Kolorektalni karcinom

1.1.1. Epidemiologija

Kolorektalni karcinom (u daljnjem tekstu KRK) je u dana$nje vrijeme jedan od
znacajnijih uzroka pobola i smrtnosti Sirom svijeta (1, 2). Na njega otpada oko 9%
ukupne incidencije malignih bolesti (3, 4) te je najces¢i maligni tumor
gastrointestinalnog trakta. Ukupno gledajuéi, to je tre¢i naj¢eséi maligni tumor u svijetu
te Cetvrti najScesci uzrok smrti od malignih bolesti (3), s preko 600.000 umrlih godis$nje
(5). Podjednako pogada muskarce i Zene. Podruc¢ja s najviSom incidencijom KRK-a su
Australija, Novi Zeland, Kanada, Sjedinjene Americke Drzave te dijelovi Europe, dok
je rizik najnizi u Kini, Indiji te dijelovima Afrike i Juzne Amerike (4). U Hrvatskoj,
prema zadnjim podacima Hrvatskog registra za rak iz 2013. godine, KRK je u
muskaraca (Slika 1) na drugom mjestu po ucestalosti medu malignim bolestima (17%),
iza raka pluca (18%), dok je u zena (Slika 2) na drugom mjestu (13%), iza raka dojke
(26%) (6).
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Slika 1. Najcesca sijela raka u Hrvatskoj u SI]E'O ’Ir‘nuékaraca svih dobi u 2013.
godini.

* 1= dusnik, bronh i plu¢a (18%); 2= kolon + rektum (17%); 3= prostata (15%); 4=
mokraéni mjehur (7%); 5= zeludac (5%); 6= bubreg 1 ostali organi mokra¢nog sustava,
osim mokra¢nog mjehura (4%); 7= gusteraca (3%); 8= jetra (3%); 9= grkljan (3%); 10=

ostala sijela (25%).
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Slika 2. Najcesca sijela raka u Hrvatskoj u Zena svih dobi u 2013. godini.
* 1= dojka (26%); 2= kolon + rektum (13%); 3= dusnik, bronh i pluca (7%); 4=
maternica, osim grlic¢a (6%); 5= jajnik, jajovod i adneksa (5%); 6= Zeludac (4%); 7=

Stitnjaca (4%); 8= gusteraca (3%); 9= grli¢ maternice (3%); 10= ostala sijela (29%).

1.1.2. Biologija i genetika




Debelo crijevo jedan je od fundamentalnih dijelova probavnog trakta te ¢ini
njegov najveci dio. Glavne funkcije debelog crijeva su apsorpcija vode, minerala 1
nutrijenata te ima funkciju spremista ostatnog materijala od kojeg se formira stolica. S
obzirom na svoju biolosku prirodu, u debelom crijevu odvija se ubrzana regeneracija
stanica te vrsi fizioloSka uloga opskrbe organizma hranjivim tvarima, $to ga stavlja pod
utjecaj mnogih fizikalnih, kemijskih te bioloSkih agenasa. Posljedi¢no navedenom,
tijekom vremena raste rizik razvoja visestrukih patoloskih stanja, ukljucujuéi rak.
Znanstvena zajednica prihvatila je tezu da adenokarcinom debelog crijeva nastaje iz
benignih prekursorskih lezija sluznice kolorektuma, adenoma (Slika 3), nakupljanjem
viSestrukih genetskih 1 epigenetskih promjena. U normalnoj sluznici crijeva, tumor—
supresorski geni inhibiraju nekontroliranu proliferaciju stanica, a navedena inhibicija se
gubi kada su oba alela gena inaktivirana mutacijom i/ ili epigenetskim promjenama,
poput metilacije. Nasuprot tome, protoonkogeni sudjeluju u poticanju proliferacije
stanica te mutacija tih gena dovodi do njihovog prekomjernog izrazaja ili pojacane
aktivnosti proteina koji sudjeluju u regulaciji stani¢ne proliferacije. Slijed adenom —
karcinom u KRK-u vjerojatno je u najve¢em broju slucajeva iniciran mutacijom oba
alela gena APC (eng. adenomatous polyposis coli), koji je tumor supresorski gen.
Mutacije gena APC pronadene su u mikoradenomima, najranijoj leziji u slijedu adenom
— karcinom te u 60 — 80% ranih sporadi¢no otkrivenih adenoma i1 karcinoma. APC je
kljuéni gen u signalnom putu Wnt. Glavni mehanizam kojim mutacija navedenog gena
doprinosi karcinogenezi je upravo aktivacija navedenog signalnog puta. Medutim, sama
mutacija gena APC nije dovoljna te je potrebna akumulacija vise dodatnih mutacija u

drugim genima za progresiju ranih benignih lezija u karcinom.



Slika 3. Mikroskopski prikaz kolorektalnog tubularnog adenoma bez displazije visokog

stupnja (bojanje hemalaun & eozin). Displasti¢ni epitel niZzeg stupnja vidljiv je na
lijevom dijelu slike, karakteziran je nuklearnim hiperkromatizmom (tamno obojene
jezgre) koji se Siri do povrsine sluznice, gomilanjem jezgara te eliptiénim oblikom
jezgara uz gubitak tzv. vrcastih stanica. Normalni crijevni epitel vidi se na desnoj strani

slike, a karakteriziran je malim okruglastim jezgrama te obiljem vrcastih stanica.

U patogenezi KRK-a znacajna je uloga dvaju medusobno razli¢itih genetskih
puteva. U vecini novootkrivenih slu¢ajeva KRK-a patogenetski je mehanizam
kromosomska nestabilnost koja ukljucuje promjene broja i strukture kromosoma te se
pojavljuje u oko 85% sluc¢ajeva KRK-a. U preostalih bolesnika, inaktivacija gena za
popravak pogreSno spojenih odsjecaka deoksiribonukleinske kiseline (u daljnjem tekstu:
DNA), tzv. mismatch repair (u daljnjem tekstu: MMR) rezultira mikrosatelitskom

nestabilnos¢u, a nalazi se u podlozi oko 15% slu¢ajeva KRK-a.



1.1.3. Etiologija

U oko 75 — 95% bolesnika KRK se javlja sporadi¢no u osoba bez ili s
minimalnim poznatim genetskim rizikom (7, 8). Poznati rizi¢ni faktori za KRK
ukljucuju stariju dob, muski spol, dijetu sa visokim unosom masnoca i crvenog mesa,
pretilost, pretjeranu konzumaciju alkohola (prema nekim istrazivanjima vise od jednog

pi¢a dnevno) (9), pusenje, smanjenu fizicku aktivnost (10) te upalne bolesti crijeva.

Osobe s upalnim bolestima crijeva (ulceroznim kolitisom i Chronovom boles¢u)
su pod poviSenim rizikom od KRK-a, s tim da je rizik ve¢i kod duljeg trajanja bolesti i
veceg stupnja upale (11 — 13). U bolesnika s aktivnom boles¢u se, s obzirom na povisen
rizik, preporuca preventivna terapija acetilsalicilnom kiselinom uz redovite
kolonoskopske preglede (12). Rizik je veéi kod ulceroznog kolitisa nego kod Chronove

bolesti (13).

Osobe koje imaju 2 ili viSe ¢lanova u obitelji u prvom koljenu (primjerice,
roditelji, braca i sestre) koji su oboljeli od KRK-a, imaju 2 do 3 puta veéi rizik
obolijevanja te na ovaj dio bolesnika prema procjenama otpada oko 20% svih KRK-a.
Vise je poznatih genetskih sindroma koji su povezani s vis§im stopama KRK-a, a
najces¢i medu njima je nasljedni nepolipozni kolorektalni karcinom (Lynchov sindrom)
koji je odgovoran za oko 3% svih KRK-a (8). Radi se o autosomno dominantnoj bolesti
koja, osim poviSenog rizika za KRK, nosi i povisen rizik za neke druge maligne tumore,
poput tumora endometrija, jajnika i zeluca. Mehanizam nastanka KRK-a u Lynchovom
sindromu je naslijedena mutacija gena koji sudjeluju u popravku pogresno spojenih
fragmenata DNA. Od ostalih genetskih sindroma treba spomenuti Gardnerov sindrom te
obiteljsku adenomatoznu polipozu kod kojih dolazi do nastanka brojnih polipa na
sluznici debelog crijeva (kod Gardnereovog sindroma se osim polipa sinkrono
pojavljuju i tumori izvan debelog crijeva, poput osteoma lubanje ili karcinoma Stitnjace)
(14, 15). Polipi su u pocetku benigni, no u vecine sluc¢ajeva dolazi do maligne

transformacije istih te je ¢esto potrebno preventivno kirursko lijeenje.



1.1.4. Dijagnostika

Sumnja na KRK postavlja se uzimanjem anamneze i fizikalnim pregledom, koji
treba ukljucivati digitorektalni pregled. Prisutnost znakova i simptoma bolesti ovisi o
lokalizaciji samog tumora unutar debelog crijeva te uznapredovalosti bolesti, a
ukljucuje konstipaciju, prisutnost krvi u stolici, anemiju, promjenu oblika (stanjenje)
stolice, slabljenje apetita i gubitak tezine, mucninu te povracanje. Vecéina navedenih
simptoma je nespecifi¢na, no krv u stolici 1 anemija, osobito u osoba starijih od 50
godina, upozoravajuéi su znakovi koji nalazu daljnju dijagnosti¢ku obradu.
Makroskopski, desnostrani adenokarcinomi (smjesteni u cekumu i uzlaznom kolonu)
najcesce su egzofiticni, Sto rijetko uzrokuje opstrukciju prolaska stolice, pa se
prvenstveno prezentiraju anemijom. Lijevostrani tumori (smjesSteni u silaznom 1
sigmoidnom kolonu) ¢esto su cirkumferentni te mogu prstenasto opstruirati lumen

crijeva i dovesti do otezanog praznjenja stolice ili njenog stanjenja.

U daljnjoj dijagnostici znac¢ajnu ulogu imaju endoskopske metode — rektoskopija
kod tumora rektuma te kolonoskopija kod tumora smjestenih u kolonu. Navedene
metode omogucuju izravnu procjenu sluznice te biospiju sumnjivih promjena.
Transrekatalni ultrazvuk (u daljnjem tekstu UZV), magnetska rezonancija (u daljnjem
tekstu MR) 1 kompjuterizirana tomografija (u daljnjem tekstu CT) koriste se u procjeni
prodora tumora kroz crijevnu stijenku te zahvacenosti regionalnih limfnih ¢vorova. U
procjeni eventualne udaljene diseminacije bolesti koristi se prvenstveno CT ili rentgen
prsnog kosa i CT abdomena. U specificnim slucajevima moze se koristiti i pozitron-
emisijska tomografija — kompjuterizirana tomografija, no ne preporuca se njezina
rutinska upotreba. Kod potvrde bolesti, takoder je korisno odredivanje tumorskog
biljega karcinoembrijskog antigena (u daljnjem tekstu CEA), koji postoperativno
omogucuje (uz radiolosku dijagnostiku) praéenje tijeka bolesti te rano otkrivanje

recidiva.



1.1.5. Probir

S obzirom da je u Hrvatskoj KRK prepoznat kao vaZan javnozdravstveni
problem, prema preporukama Vijeca Europske unije potkraj 2007. godine zapoceo je
Nacionalni program ranog otkrivanja KRK-a u osoba oba spola u dobi 50 do 74 godine.
Program je u skladu s Rezolucijom o prevenciji i kontroli karcinoma koju je usvojila
Svjetska zdravstvena skupstina na 58. zasjedanju u Zenevi 2005. godine, a u skladu s
Europskim smjernicama za osiguranje kvalitete probira i dijagnoze KRK-a (16). Probir
se provodi u osoba s uobic¢ajenim rizikom za razvoj KRK-a, i to svake druge godine.
Kao ciljevi programa postavljeni su otkrivanje KRK-a u §to ranijem stadiju bolesti, $to
bi poboljsalo moguénost izlje¢enja i u petogodiSnjem razdoblju rezultiralo smanjenjem
smrtnosti od navedene bolesti za 15%, obuhvacanje najmanje 60% pozvanih na
testiranje te postizanje obuhvata rizi¢nih skupina stanovnista od 75% do 2015. godine.
Probir se sastoji od testiranja uzorka stolice na okultno krvarenje (tragovi krvi u stolici
koji se ne mogu vidjeti golim okom), nakon ¢ega u osoba u kojih je okultno krvarenje
potvrdeno (analizom u nadleznim zavodima za javno zdravstvo), u dogovoru s
lijecnikom obiteljske medicine slijedi kolonoskopski pregled. Prema nekim ranijim
podacima, a na temelju provedbe probira u nekim drugim europskim drzavama, u
programu ranog otkrivanju KRK-a pozitivan test zabiljeZen je u 1 do 5% ispitanika. U
provedbu programa ukljucena je mreza zavoda za javno zdravstvo, Hrvatski zavod za
javno zdravstvo, bolnice, klinike, poliklinike te timovi primarne zdravstvene zastite.
Prvi rezultati iz 2012. godine pokazali su da je odaziv na skrining 20,3% (prema EU
smjernicama odaziv u prvom krugu zemalja koje provode program je u rasponu od 17,2
do 70,8%). U sklopu programa do tog je razdoblja u¢injeno vise od 10.000
kolonoskopskih pregleda (odaziv od 78%), kojima su otkrivene 564 osobe s KRK-om
(2,1% ili 2,1 / 1000 od ukupno ispravno vracenih i ocitanih testova). Otkriveno je 4117

osoba s polipom (39% od ucinjenih kolonoskopija) koji su potom kirurski uklonjeni.



1.1.6. Patohistologija

Konaéna dijagnoza KRK-a postavlja se analizom materijala dobivenog nakon
kirurSkog zahvata ili biopsije tumoskog tkiva tijekom endoskopskih pretraga.
Histoloski, najceséi tip KRK-a je adenokarcinom koji se pojavljuje u vise od 90%
slucajeva KRK-a. Ostali, rjedi tipovi su limfom, karcinoid, leiomiosarkom i karcinom
plocastih stanica. Adenokarcinom je maligni epitelni tumor koji nastaje iz povrsinsko

smjeStenih zljezdanih epitelnih stanica koje oblazu kolon 1 rektum.

Maligna tumorska tvorba tijekom rasta moze invadirati stijenku crijeva,
infiltriraju¢i mi$iéni sloj sluznice (muscularis mucosae), potom podsluznicu
(submucosa) te miSi¢ni sloj debelog crijeva (muscularis propria). Tumorske stanice
stvaraju nepravilne tubularne strukture s multiplim lumenima i smanjenom stromom
(Slika 4), a ponekad secerniraju sluz. S obzirom na stani¢nu arhitekturu, pleomorfizam i
ostale patohistoloske znacajke, adenokarcinomi se prema stupnju diferencijacije dijele
na dobro, umjereno i slabo diferencirane. Oni koji secerniraju sluz Cesto se odjeljuju od
ostalih (tipi¢nih) adenokarcinoma i nazivaju mucinoznim adenokarcinomima i
uglavnom su lose diferencirani. Imunohistokemijski, u oko polovine adenoma debelog
crijeva te 80 — 90% KRK prisutan je pojacan izrazaj ciklooksigenaze 2, $to se ne nalazi
u zdravom tkivu debelog crijeva te se smatra da bi navedeni pojacani izraZzaj mogao
imati ulogu u poticanju rasta tumora. Na temelju tog saznanja temelji se 1 preventivna
terapija acetilsalicilnom kiselinom u bolesnika sa visokim rizikom za razvoj KRK-a

(primjerice, u bolesnika s ulceroznim kolitisom i Chronovom boles¢u).



Slika 4. Mikroskopski prikaz invazivnog adenokarcinoma cekuma. Karcinom je vidljiv
u sredi$njem dijelu preparata (oznacenim strelicom), okruzen dezmoplasti¢nom

stromom koja ukazuje na tumorsku invaziju.
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1.1.7. Odredivanje stadija kolorektalnog karcinoma

Odredivanje stadija bolesti ukljucuje smjestanje odredenog KRK-a u jednu od
skupina, a prema stupnju lokalne, regionalne i1 udaljene proSirenosti bolesti. Odredivanje
stadija potrebno je radi odredivanja najprikladnije metode lijeCenja, a takoder
omogucuje procjenu prognoze u pojedina¢nog bolesnika. Postoji vise razli¢itih

klasifikacija KRK-a: Dukesova, Astler - Collerova i TNM-klasifikacija (17).

1.1.7.1. Dukesova klasifikacija kolorektalnog karcinoma

Dukesova kalsifikacija KRK-a potjece iz 1932. godine, kada je britanski patolog
Cuthbert Dukes (1890. — 1977.) razvio prvu Siroko koristenu klasifikaciju KRK-a (18).
Dukes je KRK podijelio u 4 skupine, kako je navedeno u Tablici 1. Petogodisnje
prezivljenje u stadiju Dukes A iznosi oko 90%, a s porastom stadija pada sve do manje
od 5% koliko iznosi u stadiju Dukes D. Ova klasifikacija danas je zamijenjena
preciznijom TNM-klasifikacijom te se njena upotreba u svakodnevnoj klini¢koj praksi

viSe ne preporucuje.

Tablica 1. Dukesova klasifikacija kolorektalnog karcinoma.

Stadij ObjaSenjenje
Dukes A invazija u, ali ne 1 kroz stijeku crijeva
Dukes B invazija kroz stijenku uz proboj misi¢nog sloja, bez zahvacanja limfnih
¢vorova
Dukes C zahvacdenost limfnih ¢vorova
Dukes D udaljene metastaze
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1.1.7.2. Astler — Collerova Kklasifikacija kolorektalnog karcinoma
Amerikanci Astler 1 Coller su 1954. godine adaptirali Dukesovu klasifikaciju,

podijelivsi stadije B 1 C u dvije odvojene kategorije (19). Navedena klasifikacija kasnije

je dodatno modificirana, kako je prikazano u Tablici 2.

Tablica 2. Modificirana Astler — Collerova klasifikacija kolorektalnog karcinoma

Stadij Objasnjenje
A ograni¢en na sluznicu
B1 Sirenje na mi$iéni sloj, ali bez proboja istog, bez zahvacanja limfnih
¢vorova
B2 proboj misi¢nog sloja, bez zahvaéanja limfnih ¢vorova
B3 invazija okolnih struktura
Cl1 Sirenje na miSi¢ni sloj, ali bez proboja istog, zahvacenost limfnih ¢vorova
C2 proboj misi¢nog sloja, zahvacenost limfnih ¢vorova
C3 invazija okolnih struktura, zahvacenost limfnih ¢vorova
D udaljene metastaze

1.1.7.3. TNM-klasifikacija kolorektalnog karcinoma

TNM-klasifikacija, koja se temelji na zasebnoj procjeni triju kategorija — stupnja
prodora primarnog tumora kroz stijeknu crijeva (T), zahvacéenosti regionalnih limfnih
¢vorova (N) te udaljenih metastaza (M), razvijena je od strane Americkog zdruzenog
odbora za rak (u daljnjem tekstu AJCC) te danas predstavlja standard u odredivanju

stadija bolesti u ve¢ine malignih tumora, pa tako i KRK-a. Detalji klasificiranja tumora

12




prema TNM-klasifikaciji prikazani su u Tablici 3 (T stadij), Tablici 4 (N stadij) te

Tablici 5 (M stadij).

Tablica 3. Definicija ,, T statusa u TNM-klasifikaciji

T stadij ObjaSnjenje
Tx prosirenost ne moze biti procijenjena
TO nema znakova primarnog tumora
Tis karcinom in situ
T1 invazija podsluznice debelog crijeva
T2 invazija miSi¢nog sloja debelog crijeva
T3 prodor kroz misi¢éni sloj u perikolorektalno tkivo
T4a prodor do povrSine visceralnog peritoneuma
T4b direktna invazija drugih organa ili struktura

Tablica 4. Definicija ,,N* statusa u TNM-klasifikaciji
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N stadij Objasnjenje

Nx zahvacenost limfnih ¢vorova ne moze biti procijenjena
NO nema znakova zahvacéenosti limfnih ¢vorova

Nla zahvacenost 1 limfnog ¢vora

Nl1b zahvacenost 2 — 3 limfna ¢vora

Nlc tumorski depozit(i) u subserozi, mezenteriju ili perikoli¢nim /

perirektalnim tkivima koja nisu prekrivena peritoneumom bez

zahvacenosti regionalnih limfnih ¢vorova

N2a zahvacenost 4 — 6 limfnih ¢vorova

N2b zahvacenost 7 1 viSe limftnih ¢vorova

Tablica 5. Definicija ,,M* statusa u TNM-klasifikaciji

M stadij ObjaSnjenje
Mx ne moze se procijeniti status udaljenih metastaza
MO nema znakova udaljenih metastaza
Mla metastaze ograni¢ene na 1 organ (primjerice, jetra ili pluca)
MIlb metastaze sa 2 i viSe zahvacéenih organa, ili peritonealna diseminacija
bolesti

Na temelju TNM-klasifikacije, bolesnike je moguce podijeliti u Sire kategorije
prema stadiju bolesti, s tim da visi stadij bolesti prejudicira viSe uznapredovalu bolest te
time 1 lo$iju prognozu. Detalji podjele bolesnika u stadije, koja se temelji na TNM-

klasifikaciji KRK-a, navedeni su u Tablici 6. U Tablici 6 takoder je prikazana
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povezanost TNM-klasifikacije s ranije koriStenim sustavima za klasifikaciju KRK-a —

Dukesovom i Astler — Collerovom klasifikacijom.

Tablica 6. Stadij bolesti prema TNM-klasifikaciji

Stadij T-status N-status M-status Dukesov Modificirani
stadij Astler-
Collerov
stadij
0 Tis NO MO - -
T1 NO MO A A
I T2 NO MO A B1
ITA T3 NO MO B B2
IIB T4a NO MO B B2
Inc T4b NO MO B B3
T1 -T2 N1/Nlc MO C Cl1
1T A
Tl N2a MO C C1
T3 -T4a N1 /Nlc MO C C2
11 B T2-T3 N2a MO C Cl/C2
T1 -T2 N2b MO C Cl1
T4a N2a MO C C2
I c T3 —T4a N2b MO C C2
T4b N1-N2 MO C C3
IVA bilo koji T | bilo koji N Mla D D
IVB bilo koji T | bilo koji N MIlb D D
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1.1.8. Lijecenje

1.1.8.1. Lijecenje lokaliziranog karcinoma kolona

U slucaju da se obradom pronade maligni polip (Slika 5), preporuca se
kompletna endoskopska polipektomija ukoliko je navedeni zahvat mogu¢ s obzirom na
morfolosku strukturu tvorbe. Prisutnost invazivnog karcinoma u polipu zahtijeva
detaljan pregled tkiva od strane patologa da bi se utvrdile eventualne histoloske
osobitosti koje su povezane uz losiju prognozu, medu kojima su limfovaskularna
invazija, gradus 3 diferencijacije, invazija podsluznice stijenke crijeva ili pozitivni
kirurski rubovi. Ukoliko je prisutan neki od navedenih nepovoljnih histoloskih

¢imbenika preporuca se uciniti kirurSku resekciju zahvacenog segmenta crijeva.

Primarno lije¢enje u ranom karcinomu kolona ukljucuje kirurski zahvat koji za
cilj ima Siroku resekciju zahvacenog segmenta debelog crijeva te uklanjanje njegove
limfne drenaze. Obujam kirurSke resekcije odreden je krvnom opskrbom te proSirenos¢éu
limfne mreze navedenog odsjecka crijeva. Resekcijom bi se trebao zahvatiti segment
kolona koji ukljucuje barem 5 cm duljine crijeva s obje strane tumora, iako se ¢esto
rubovi dodatno prosiruju zbog nuznog podvezivanja opskrbnih arterija. Da bi se
razgranicio II. 1 III. stadij bolesti 1 uklonile potencijalne metastaze u limfnim ¢vorovima,
minimalno 12 regionalnih limfnih ¢vorova mora biti uklonjeno. Osim otvorenog
kirur§kog zahvata, u odredenog broja bolesnika (i to osobito kod lijevostranog
karcinoma kolona) uklanjanje tumora mogucée je uciniti i laparoskopskim putem, s
obzirom da su rezultati tijekom dugogodiSnjeg pracenja bolesnika usporedivi s
rezultatima konvencionalnog lije¢enja (20). Potencijalne prednosti laparoskopskog
pristupa su smanjena postoperativna bol, skrac¢en boravak u bolnici te skraceno trajanje
ileusa (21). Ipak, primjena laparoskopskog pristupa preporuca se samo centrima s
dovoljnim iskustvom u navedenoj tehnici, u bolesnika bez vecih priraslica kao rezultata
prijasnje vece operacije u podru¢ju abdomena, bez lokalno uznapredovale bolesti i bez

akutne perforacije i/ ili opstrukcije crijeva.
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Slika 5. Makroskopski izgled tkiva dobivenog kolektomijom. Uzorak tkiva sadrzava
invazivni kolorektalni karcinom te dva adenomatozna polipa (preuzeto s dopustenjem s

www.wikipedia.org)

U karcinomu kolona stadija 0 (karcinom in situ) moZze se u€initi lokalna
ekscizija ili polipektomija, odnosno resekcija zahvaéenog segmenta crijeva u slucaju
vecih lezija koje se tehnicki ne mogu ukloniti lokalnom ekscizijom, dok u stadiju 1 u
obzir dolazi samo Siroka kirurSka resekcija tumora uz anastomozu. Adjuvantna
kemoterapija nije indicirana. U stadiju II (T3 —4b NO MO) 1 III (bilo koji T N1 — 2 MO0)
takoder je primarno potrebno provesti kirursko lije¢enje, ali je u odredenog broja
bolesnika potrebno provesti i adjuvantno lijecenje. Adjuvantna kemoterapija temeljena
na fluorouracilu smanjuje rizik povrata bolesti 1 smrti u bolesnika stadija III, ali je u
stadiju Il njena uloga jo$ uvijek nedovoljno razjasnjena. Prema trenutnim smjernicama,

u stadiju II nakon operativnog lije€enja adjuvantna kemoterapija ne bi trebala biti
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primjenjivana rutinski u neselekcioniranih bolesnika te je njena primjena opravdana
samo u visokorizi¢nih bolesnika s jednim od navedenih rizi¢nih faktora: slabije
diferenciranom histologijom, limfovaskularnom invazijom, opstrukcijom crijeva, manje
od 12 pregledanih limfnih ¢vorova, perineuralnom invazijom, lokaliziranom
perforacijom, te bliskim, intermedijarnim ili pozitivnim kirur§kim rubovima. Takoder,
primjena adjuvantne kemoterapije u bolesnika s dokazanim deficijentnim MMR
(dIMMR)-statusom tumora nije opravdana, s obzirom na povezanost navedenog statusa s
produljenim ukupnim prezivljenjem (u daljnjem tesktu OS), ¢ak i u onih bolesnika koji
nisu primili adjuvantnu kemoterapiju. Stoga se u svih bolesnika stadija II rutinski
preporuca evaluacija MMR-statusa tumora ukoliko se razmatra provedba adjuvantne
kemoterapije. S obzirom da bolesnici s AMMR-statusom tumora nemaju koristi od
primjene kemoterapije, potrebno je provesti samo kirursko lijecenje. Utjecaj MMR-
statusa tumora na prognozu potvrden je takoder i u bolesnika s karcinomom kolona
stadija III, no budu¢i da svi bolesnici s karcinomom kolona stadija III trebaju primiti
adjuvantnu kemoterapiju, u njih nije potrebno odrediti MMR-status. Da bi razjasnili
ucinkovitost adjuvnatne kemoterapije u bolesnika s karcinomom kolona stadija I1 1 III,
Sargent i suradnici obradili su pojedinacne podatke iz 18 klinickih istrazivanja na vise
od 20.800 bolesnika (22). Prema njihovim rezultatima, adjuvantna kemoterapija
znacajno produljuje vrijeme do progresije bolesti (u daljnjem tekstu PFS) i OS, $to
odrazava kurativnu ulogu adjuvantne kemoterapije. Prema navedenim autorima,
dugotrajno pracenje radi ranog otkrivanja povrata bolesti nema klinicku vaznost, s

obzirom da su stope povrata bolesti nakon 5, a osobito nakon 8 godina, niske.

U stadiju bolesti 111, kada je nakon kiruskog lijecenja aplikacija adjuvantne
kemoterapije nuzna, trenutni standard predstavlja kombinacija oksaliplatine i
fluoropirimidina. Iako su sva tri kombinacijska protokola uc¢inkovitija u odnosu na
kombinaciju fluorouracila i leukovorina, FOLFOX (oksaliplatina, fluorouracil i
leukovorin) 1 CAPEOX (oksaliplatina 1 kapecitabin) imaju prednost u odnosu na
protokol FLOX (oksaliplatina, fluorouracil i leukovorin, no uz drugacije doziranje nego
u protokolu FOLFOX). Ukoliko je primjena oksaliplatine kontraindicirana, tada
monoterapija fluoropirimidinima u infuziji ili u oralnom obliku ima prednost pred

kombinacijom fluorouracila i leukovorina u bolusu. Korist od dodatka oksaliplatine
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adjuvantnim kemoterapijskim protokolima u stadiju III demonstrirana je u tri velika
klinic¢ka istrazivanja: studija MOSAIC evaluirala je protokol FOLFOX, studija
NSABPC-07 protokol FLOX, dok je treca sli¢na studija, medunarodna studija faze III,
istrazivala sigurnost i u¢inkovitost adjuvantnog protokola CAPEOX nasuprot
kombinacije fluorouracila i leukovorina u bolusu u bolesnika s karcinomom kolona
stadija III (23 — 26). Prednost kapecitabina je $to, kao oralni preprat ne zahtijeva venski
pristup, a podnosenje lijeka je takoder dobro. Kod klinicki znacajne neurotoksicnosti,
oksaliplatina mozZe biti obustavljena te se dalje moZe nastaviti monoterapija
fluoropirimidinima, s obzirom da na njih otpada oko dvije tre¢ine terapijskog ucinka
adjuvantnih protokola FOLFOX i CAPEOX. Kao §to je naglaseno ranije, u posebnim
situacijama adjuvantna monoterapija kapecitabinom ili kombinacijom fluorouracila i
leukovorina moze biti alternativni pristup kemoterapiji uz dodatak oksaliplatine.
Klinic¢ka studija X — ACT ukazala je na povoljan toksicni profil kapecitabina te
smanjenje ukupnih troskova lijeCenja u odnosu na intravenski pristup — nakon 4,3
godine pracenja bolesnika stadija III podaci i nadalje pokazuju da izmedu kapecitabina i
kombinacije fluorouracila i leukovorina nema statisticki znacajne razlike u trajanju

razdoblja bez povrata bolesti (27).

Za razliku od oksaliplatine, klinicka istrazivanja koja su uklju¢ivala dodatak
irinotekana fluorouracilu (u bolusu ili infuziji) nisu potvrdila korist od primjene
irinotekana adjuvantno (28, 29). Takoder, do sada nije potvrdena uloga ciljane terapije u
adjuvantnom lijecenju karcinoma kolona. Provedeno je viSe istrazivanja s
bevacizumabom (NSABP C — 08, AVANT) i cetuksimabom (NCCTG NO147,
PETACC — 8), no sva sa negativnim rezultatima, vjerojatno radi drugacijih bioloSkih

osobitosti rane u odnosu na uznapredovalu bolest (30 — 33).
1.1.8.2. Lijecenje lokaliziranog karcinoma rektuma

Jedan od ciljeva lijecenja u ranom karcinomu rektuma je smanjenje rizika
rezidualne bolesti u zdjelici, koja ¢esto uzrokuje lokalni povrat bolesti. Nakon

provedenog lijecenja, rizik bi trebao biti manji od 5%, uz postizanje $to je moguce

manjeg akutnog i kasnog morbiditeta. Drugi bitan cilj je ouvati zadovoljavajucu
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funkciju analnog sfinktera. Iz prakti¢nih razloga, rak rektuma moze se podijeliti na vrlo
rani (dio bolesnika sa stadijem T1), rani (T1, T2, dio bolesnika sa stadijem T3),
intermedijarni (T3, dio bolesnika sa stadijem T4a) te lokalno uznapredovali (T3 sa
pozitivnom cirkumferentnom resekcijskom marginom, dio bolesnika sa stadijem T4a,

svi T4b).

Lijecenje karcinoma rektuma zahtijeva aktivno sudjelovanje svih ¢lanova
multidisciplinarnog tima, ukljucujuéi internistickog onkologa, radioterapeuta, kirurga,
patologa, radiologa, lijecnika obiteljske medicine, psihologa, i ostalih. Za kvalitetnu
kontrolu bolesti osobito je velika uloga kvalitetne mezorektalne ekscizije, $to bi trebalo
biti evaluirano od strane nadleznog kirurga operatera i/ ili patologa (34). U vrlo ranom
stadiju raka rektuma, $to u velikoj mjeri ukljucuje maligne polipe, prikladno je lijeCenje
transanalnom endoskopskom mikrokirurskom metodom. Resekcija treba biti potpuna, s
marginama bez zahvacenosti tumorom (tzv. RO resekcija), bez znakova vaskularne
invazije 1 bez patohistoloskih znacajki slabe diferenciranosti tumora. Ukoliko navedeni
kriteriji nisu ispunjeni, ili ukoliko tumorski proces infiltrira dublje kroz podsluznicu ili
jos dublje, rizik povrata bolesti zbog rezidualnih tumorskih stanica ili metastaza u
regionalnim limfnim ¢vorovima je previsok (iznad 10%) te se preporucuje standardni
radikalni popostupak totalne mezorektalne ekscizije (35). Lokalna brahiterapija
alterantivni je postupak kirurSkom zahvatu, 1 to kao jedina metoda ili u kombinaciji s
kemoradioterapijom, medutim iskustva s primjenom brahiterapije u ovih bolesnika 1

dalje su vrlo ograniCena izvan velikih specijaliziranih centara.

U ranom stadiju raka rektuma primjereno je kirursko lijeenje totalnom
mezorektalnom ekscizijom, s obzirom da je rizik od povrata bolesti vrlo nizak (36).
Uloga totalne mezorektalne ekscizije u tumora lokaliziranih u gornjoj trecini rektuma je
istrazivana u velikom broju studija, no u tumora navedene lokalizacije nije potvrdena
njena korist te se preporuca uciniti parcijalnu mezorektalnu eksciziju, s marginom od

barem 5 cm distalno od tumora.

U bolesnika s intermedijarnim rakom rektuma standard lijecenja je preoperativna

kemoradioterapija, nakon ¢ega slijedi totalna mezorektalna ekscizija s ciljem smanjenja
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stope lokalnog povrata bolesti. Cak i u odsutnosti znakova ekstramuralnog Sirenja na
UZV-u ili MR-u, u vrlo nisko polozenih tumora (osobito u onih lokaliziranih
anteriorno) preporuca se preoperativna radioterapija s obzirom da je udaljenost od
mezorektalne fascije vrlo mala. Navedena preoperativna terapija moZze se provesti na 2
nacina. Prvi protokol ukljucuje kratki tijek radioterapije, s ukupnom tumorskom dozom
od 25 Gy u 5 frakcija tijekom jednog tjedna, nakon ¢ega odmabh slijedi kirurski zahvat
(unutar manje od 10 dana nakon pocetka radioterapije) (37 — 39). Druga mogucnost je
radioterapija u dozi od 45 Gy do 50,4 Gy, u frakcijama od 1,8 Gy do 2 Gy po frakciji, a
istovremeno se uz navedenu radioterapiju primjenjuje najéesée fluorouracil (u obliku
bolusa, kontinuirane infuzije ili oralno) (40 —43). U slu¢ajevima kada su dostupne i
moguce obje terapijske mogucnosti prednost se daje preoperativnom lijeCenju, zbog
vece ucinkovitosti i manje toksi¢nosti u odnosu na postoperativno lijeenje (36, 44). U
danasnje vrijeme se u vecini razvijenih zemalja u lijecenju raka rekutma primjenjuje
3D-konformalna radioterapija (Slika 6, Slika 7) ili modernije tehnike, poput
radioterapije snopovima promjenjivog intenziteta (eng. intensity modulated radiation

therapy).
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Slika 6. Polozaj bolesnika prilikom lije¢enja 3D-konformalnom vanjskom

radioterapijom
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Slika 7. Prikaz uredaja za 3D-konformalnu vanjsku radioterapiju (linearni accelerator)

U lokalno uznapredovalom rakom rektuma preporuca se lijecenje
preoperativnom kemoradioterapijom. Standardna preoperativna kemoradioterapija u
raku rektuma ukljucuje radioterapiju u ukupnoj tumorskoj dozi od 45 Gy do 50,4 Gy u
frakcijama od 1,8 Gy, ili alternativno u ukupnoj tumorskoj dozi 50 Gy i frakcijama od 2
Gy te istovremenu kemoterapiju fluoropirimidinima (45, 46), nakon cega poslije Sest do
osam tjedana slijedi kirurSki zahvat. U bolesnika starijih od osamdeset, a osobito
osamdeset pet godina, kao 1 u bolesnika koji nisu u stanju podnijeti kemoradioterapiju,
moze se provesti skrac¢eni protokol radioterapije u ukupnoj tumorskoj dozi od 25 Gy u 5
frakcija, nakon Cega slijedi pauza od oko 8 tjedana te dogovor o moguc¢em operativnom
zahvatu (47, 48). Pokazano je da se navedenim kemoradioterapijskim lije€enjem postize
bolja lokalna kontrola bolesti nego samom radioterapijom (41, 42, 45, 46).
Fluoropirimidini mogu biti primjenjeni u obliku bolus injekcija ili kontinuirane
intravenske infuzije fluorouracila te u obliku oralnog kapecitabina (49). Kombinacije

fluorouracila s ostalim citostaticima poput oksaliplatine, irinotekana te ciljanih
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bioloskih lijekova opsezno su istrazivane u studijama faze II. U veéini studija potvrdeni
su bolji rezultati navedenih protokola, medutim takoder uz znatno povecanu akutnu
toksicnost. Primjena navedenih kombinacijskih protokola stoga se zasada ne

preporucuje izvan okvira klinickih studija (50).

Zlatni standard kirurskog lije¢enja raka rektuma danas je totalna mezorektalna
ekscizija kojom se postize kompletno uklanjanje mezorektalnog masnog tkiva,
ukljucujuci sve limfne ¢vorove. U rijetkim situacijama lokalna ekscizija moze biti
opcija u bolesnika s tumorom T1 stadija te u bolesnika loSijeg op¢eg stanja i
uznapredovalom boles¢u. U bolesnika u kojih je ucinjen kirurski zahvat abdominalnim
pristupom, rezultati dosadasnjih studija govore u prilog dodatne totalne mezorektalne
ekscizije, koja je prognosticki znacajna ukoliko se izvede bez oSte¢enja rektalne fascije
koja okruzuje mezorektalno masno tkivo. Ukoliko je s druge strane u planu
abdominoperinealna ekscizija, disekcija odozgora mora zavrsiti u razini vrska
kokcigealne kosti te je potrebno dobiti cilindricne uzorke tkiva, pri ¢emu je potreban
oprez da bi se smanjio rizik od pozitivnog cirkumferentnog ruba tumora ili R1 / R2-
resekcije (51). U Japanu se mezorektalna ekscizija prosiruje lateralnom nodalnom
disekcijom zbog moguce pojave metastaza u lateralno smjestenim limfnim ¢vorovima u
zdjelici, no u Europi takva modifikacija nije standard jer produljuje vrijeme operacije i

rezultira pove¢anim gubitkom krvi (52).

Osim u slucaju tumora u najranijem stadiju koje je moguce lijeciti lokalnim
tehnikama, sve je veca prosirenost startegije prema kojoj se pokuSava ocuvati organ
(rektum). Stoga se u bolesnika oboljelih od raka rektuma primarno primjenjuje
kemoradioterapija, a po zavrSetku navedenog lijecenja ponovno utvrduje stadij bolesti
(eng. restaging). Ukoliko je doslo do klini¢ki ili patohistoloski kompletne regresije i
nije moguce pronaci tumor, odnosno tumorske stanice, tada nije potrebna daljnja
terapija 1 bolesnici se pazljivo prate tijekom perioda od minimalno pet godina (53, 54).
Udio bolesnika u kojih se postize kompletni odgovor, dakle potpuni nestanak
tumorskog tkiva i stanica nakon provedenog lijeCenja pod znacajnim je utjecajem
detaljnosti analize od strane patologa te je potrebna daljnja standarizacija kriterija prema

kojima se odreduje postizanje kompletnog odgovora (55, 56).

24



Postoperativna radioterapija (45 Gy — 50,4 Gy u frakcijama od 1,8 Gy do 2 Gy)
istovremeno s kemoterapijom temeljenom na fluoropirimidinima vise se ne preporuca,
ali se moze primijeniti u bolesnika s pozitivnom cirkumferentnom resekcijskom
marginom, perforacijom u podrucju tumorskog procesa, ostecenja mezorektuma ili u
slu¢aju postojanja ostalih ¢imbenika visokog rizika ukoliko nije provedena
preoperativna radioterapija (36, 57 — 60). U Japanu je u postoperativnoj adjuvantnoj
kemoterapiji standard primjena uraciltegafura, s obzirom da je pokazano produljenje
razdoblja do povrata bolesti i produljen OS (61).U slucaju recidiva bolesti i ukoliko nije
bila primijenjena kao primarno lijeCenje, bolesnicima se moze indicirati preoperativna
kemoradioterapija. U bolesnika koji su prethodno ve¢ zraceni, moguce je provesti
dodatnu radioterapiju, bilo u obliku vanjske radioterapije, intraoperativne radioterapije

ili raznih oblika brahiterapijskog lijeCenja.

1.1.8.3. Lijecenje lokalno uznapredovalog i metastatskog kolorektalnog karcinoma

Za razliku od ranog KRK-a, u lije¢enju karcinoma kolona i rektuma u
metastatskoj bolesti nema osobitih razlika. U veéine bolesnika inicijalno nije moguce
uciniti kirurski zahvat, no unato¢ tome vazno je prepoznati bolesnike u kojih je moguce
uciniti metastazektomiju te takoder one koji su inicijalno neresektabilni, ali u kojih uz
primjenu polikemoterapije postoji mogucénost prevodenja neresektabilne u resektabilnu
bolest. U jasno neresektabilnoj bolesti, optimalna strategija lije¢enja dozivjela je brojne
promjene, uz postupno produljenje medijana OS-a. Temelj prvolinijske kemoterapije u
metastatskom KRK-u su fluoropirimidini (intravenski fluorouracil ili oralni kapecitabin)
u raznim kombinacijama 1 protokolima. Oralni kapecitabin je alternativa intravenskom
fluorouracilu, kako u kombinacijskim protokolima, tako i u monoterapiji. Dodatkom
oksaliplatine (protokol FOLFOX) ili irinotekana (protokol FOLFIRI) fluorouracilu i
leukovorinu postiZu se viSe stope odgovora, duzi PFS i OS, s time da je uc¢inkovitost
dvaju navedenih kombinacijskih protokola podjednaka, pa su glavne razlike samo u
toksicnosti protokola. Oba protokola primjenjuju se tijekom 48 sati svaka dva tjedna i
predstavljaju standard u lije¢enju vecine bolesnika s metastatskim KRK-om u prvoj

liniji lijeCenja. U starijih osoba te u bolesnika loSijeg opceg stanja, alternativa je
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primjena kapecitabina ili intravenskog fluorouracila u monoterapiji. Alternativa
protokolima FOLFOX i FOLFIRI su protokoli CAPEOX i CAPEIRI, gdje je
intravenski fluorouracil zamijenjen oralnim kapecitabinom. Dosadasnja istrazivanja
pokazuju da je protokol CAPEOX usporediv s FOLFOX-om i prema ucinkovitosti i
prema toksi¢nom profilu, dok protokol CAPEIRI ima povecanu toksi¢nost u odnosu na
originalni FOLFIRI protokol, pa stoga njegova uloga u ovih bolesnika jos nije dovoljno

razjaSnjena.

Optimalno trajanje kemoterapije u metastatskom KRK-u i dalje ostaje predmet
rasprava. Moguce opcije su unaprijed odredeno trajanje lije¢enja (tri do Sest mjeseci) i
lijeenje do progresije bolesti ili nepodnosljive toksicnosti. Terapija odrzavanja u smislu
monoterapije fluoropirimidinima produljuje PFS u usporedbi s potpunim prekidom
terapije nakon odredenog razdoblja primjene polikemoterapijskih protokola. U takvim
slu¢ajevima, ponovno uvodenje originalnog kemoterapijskog protokola indicirano je u

slucaju progresije bolesti tijekom terapije odrzavanja.

Monoklonska protutijela protiv vaskularnog endotelnog faktora rasta (u daljnjem
tekstu VEGF) i receptora za epidermalni faktor rasta (u daljnjem tekstu EGFR) su
terapijska opcija u kombinaciji s kemoterapijom za metastatski KRK-om, s obzirom da
poboljsavaju ishod lijecenja u navedenih bolesnika. Rezultati ranijih studija su pokazali
da bevacizumab (protutijelo na VEGF) u neselekcioniranih bolesnika te cetuksimab i
panitumumab (protutijela na EGFR) u bolesnika s divljim tipom gena KRAS produljuju
OS preko 24 mjeseca ukoliko se dodaju kemoterapiji. Oko 10% tako lijeCenih bolesnika
prezivi dulje od 5 godina. Bevacizumab produljuje OS, PFS i stopu odgovora u prvoj
liniji lijecenja u kombinaciji sa protokolima temeljenim na oksaliplatini 1 irinotekanu, a
takoder je dokazana uc¢inkovitost i u drugoj liniji lije¢enja u kombinaciji s protkolom
FOLFOX (62). Do sada prepoznate nuspojave bevacizumaba su hipertenzija,
proteinurija, arterijska tromboza, sluzni¢no krvarenje, gastrointestinalne perforacije 1
otezano cijeljenje rana. Do sada nisu identificirani molekularni biljezi koji bi mogli
imati prediktivnu vrijednost u terapiji bevacizumabom. Dobit u PFS-u i OS-u dokazana
je takoder i u velikim randomiziranim klinickim studijama koje su istrazivale u¢inak

standardnih kemoterapijskih protokola u metastatskom KRK-u uz dodatak terapije

26



inhibitorima EGFR. Medutim, dobit u prezivljenju je najveéa u bolesnika s ,,all - RAS*
divljim tipom gena te se status gena RAS smatra prediktorom ucinkovitosti i stoga se
primjena terapije inhibitorima EGFR ne preporuca u bolesnika s nekom od RAS-
mutacija. S obzirom na studije koje su istrazivale utjecaj pojedinih RAS mutacija na
ucinkovitost terapije inhibitorima EGFR, zakljucak je da je prosirena “all — RAS”
analiza KRAS i NRAS-gena u egzonima 2, 3 i 4 nuzna za optimalan odabir prvolinijske
terapije u bolesnika sa KRK-om. U mnogih bolesnika lije€enih inhibitorima EGFR kao
nuspojava lije€enja pojavljuje se akneiformni osip, a medu Ceste nuspojave ubraja se i
hipomagnezemija. Kao kimeri¢no protutijelo, cetuksimab ima vecu stopu alergijskih
reakcija od panitumumaba, koji spada u skupinu humanih monoklonskih protutijela. U
bolesnika sa KRK-om takoder je ispitivan biljeg BRAF (63, 64). Prema rezultatima
dosadasnjih istrazivanja, mutacije gena BRAF biljeg su loSije prognoze u ovih
bolesnika. lako su randomizirane klinicke studije jos u tijeku, a s obzirom na agresivniji
oblik bolesti, u BRAF-mutiranih bolesnika preporuca se agresivno polikemoterapijsko

lijeenje uz dodatak ciljane terapije.

Metastazektomija se moze ramotriti u slu¢aju solitarnih ili multiplih, ali
veli¢inom i polozajem ograni¢enih metastaza u jetri (Slika 8), dakle u slucaju kada se
metastaze mogu potpuno ukloniti. Taj postupak pruza najbolju Sansu za dugotrajno
prezivljenje koje u nekim serijama kod resekcija metastaza u jetri iznosi od 30% do
preko 50% u smislu petogodis$njeg prezivljenja. NaZalost, u 60 — 75% bolesnika u kojih
je uspjesno provedena resekcija sekundarizama, u nekom trenutku dode do povrata
bolesti. Metastazektomija resektabilnih pluénih metastaza takoder produljuje
prezivljenje kao i kod metastazektomije jetre, a petogodiS$nje preZivljenje u ovih

bolesnika iznosi oko 25 — 35%.
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Slika 8. Prikaz bolesnika sa kolorektalnim karcinomom 1 inicijalno neresektabilnim
multiplim metastazama u jetrenom parenhimu (A). Bolesnik je kao prvu liniju lije¢enja
primio kemoimunoterapiju prema protokolu FOLFOX uz bevacizumab. Nakon ¢etiri
mjeseca lijecenja doslo je znatne regresije metastatske bolesti (B) te je nakon

konzultacije s kirurgom ucinjena metastazektomija.
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U inicijalno neresketabilnoj bolesti, jetrene metastaze mogu u nekom trenutku
tijekom kemoterapije postati resektabilne te je u tom slucaju takoder indicirano uciniti
metastazektomiju prema odluci multidisciplinarnog tima. U takvih bolesnika, koji
inicijalno imaju neresektabilnu metastatsku bolest, vidljiva je jasna korelacija izmedu
stope odgovora na neoadjuvantnu kemoterapiju i postotka bolesnika u kojih je u¢injena
radikalna metastazektomija. Stoga je osnovna strategija lijeCenja u takvih bolesnika
postizanje $to viSe stope odgovora na terapiju kako bi se omogucilo kirusko lijecenje 1
posljedi¢no poboljsalo prezivljenje. Za standardne kombinacijske protokole
fluorouracila i leukovorina uz dodatak irinotekana (najcesce protokol FOLFIRI) ili
oksaliplatine (najcesce protokol FOLFOX) objavljeni su rezultati o postizanju
resektabilnosti metastaza u inicijalno neresektabilnoj bolesti u oko 7 — 40%, ovisno o
incijalnom odabiru bolesnika. Prema rezultatima randomiziranih studija, dodatkom
ciljane terapije (bevacizumab ili cetuksimab) ili Cak treceg citostatika mogao bi se
postici jos veci postotak postizanja resektabilnosti, iako potencijalna toksi¢nost
ogranicava koriStenje takvih agresivnih protokola lijecenja na pojedinacne slucajeve. U
pravilu, metastazektomiju treba uciniti Sto prije kada se postigne resektabilnost jer
nepotrebna produljena aplikacija kemoterapije moze dovesti do viSeg postoperativnog

morbiditeta.

U zakljucku, optimalno sekvencioniranje kemoterapije i ciljane terapije u
bolesnika s metastatskim KRK-om i nadalje nije razjaSnjeno. NuZzna je identifikacija
novih prognostickih i prediktivnih biljega da bi se postigla maksimalna dobit od svake
terapijske linije i poboljsala prognoza ovih bolesnika. Uloga nekih od takvih biljega ve¢
se evaluira (primjerice, ligandi amfiregulin 1 epiregulin), a potvrda njihove potencijalne

prognosticke 1 prediktivne vrijednosti zahtijeva daljnja istraZivanja.

1.2. Tumorski biljezi kolorektalnog karcinoma

1.2.1. Tumorski biljezi

Tumorski biljezi su tvari koje proizvode same tumorske stanice ili ostale

(normalne) stanice u tijelu kao odgovor na prisustvo malignog tumora ili neke benigne
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nekancerozne promjene. Zbog velike potencijalne klini¢ke vaznosti, tumorski biljezi
intenzivno se istrazuju ve¢ dulje vrijeme. Prvi tumorski biljeg, laki lanci
imunoglobulina u urinu prisutni u bolesnika oboljelih od plazmocitoma, opisao je 1847.
godine Henry Bence Jones (65). Tumorski biljezi mogu se izolirati iz razli€itih tjelesnih
tekuéina 1 tkiva te su tako otkrivene u krvi, urinu, stolici, tumorskom tkivu te ostalim
tkivima i tjelesnim tekué¢inama, na ¢emu se temelji i njihova podjela na: 1. stani¢ne /
tkivne (nalaze se na membrani ili unutar same tumorske stanice; za otkrivanje ili
mjerenje koncentracije analiziraju se same tumorske stanice); 2. humoralne / serumske
(biljezi izlu€eni u izvanstani¢nu tekucéinu od strane tumorskih ili normalnih stanica;
analiziraju se tjelesne tekucine) (66). Po kemijskom sastavu najéesée su proteini i
glikoproteini, medu kojima se izdvajaju enzimi, no i genski izrazaj i promjene u DNA i
ribonukleinskoj kiselini (u daljnjem tektu: RNA) takoder se analiziraju kao tumorski

biljezi.

Do sada je opisan veci broj raznih tumorskih biljega te su neki od njih usli u
svakodnevnu klini¢ku praksu. Neki od njih su specifi¢no vezani uz jedan tip tumora,
dok su preostali vezani uz dva ili viSe tumorskih tipova. Za sada nije otkriven
»univerzalni® tumorski biljeg kojim bi se probirom mogao otkriti bilo koji tip malignog
tumora u odredene osobe. Unato¢ nedvojbenoj klinickoj dobiti u onkoloskih bolesnika,
upotreba tumorskih biljega ima i odredene slabosti. U odredenog broja ljudi, vise
benignih nekanceroznih stanja moze uzrokovati porast koncentracije odredenih
tumorskih biljega. Takoder, ¢ak i kod biljega koji su relativno specifiéno povezani uz
odredeni tip tumora, poviSena koncentracija navedenog biljega nec¢e se moc¢i detektirati
u svih bolesnika te skupine. Osim toga, klini¢ki relevantni tumorski biljezi za neke
tipove tumora jo$ nisu otkriveni ili se opravdanost njihove primjene nije pokazala
zadovoljavaju¢om. Opravdanost klinicke primjene nekog tumorskog biljega temelji se
na evaluaciji specifi¢nosti, osjetljivosti, pozitivne prediktivne vrijednosti i negativne
prediktivne vrijednosti (67). Specifi¢nost je omjer broja stvarno negativnih osoba
(testiranih osoba koje nemaju bolest 1 testom detektirane kao negativne) i ukupnog broja
testiranih osoba koje nemaju bolest. Osjetljivost je omjer broja stvarno pozitivnih osoba
(testiranih osoba koje imaju bolest i testom detektirane kao pozitivne) i ukupnog broja

testiranih osoba koje imaju bolest. Pozitivna prediktivna vrijednost testa je vjerojatnost

30



da osoba ima bolest ako je rezultat testa pozitivan, a negativna prediktivna vrijednost

testa je vjerojatnost da osoba nema bolest ako je rezultat testa negativan.

Tumorski biljezi koriste se u probiru, detekciji, dijagnozi te tijekom lijecenja
nekih tipova tumora. lako poviSena koncentracija odredenog tumorskog biljega moze
ukazivati na postojanje maligne bolesti, sam nalaz tumorskog biljega nije dovoljan za
postavljanje dijagnoze. Stoga se navedeni testovi tijekom postavljanja dijagnoze obi¢no
kombiniraju s ostalim pretragama, poput biopsije sumnjivog tkiva, radioloskih 1 ostalih
pretraga. S obzirom da u odredenih tipova tumora razina tumorskih biljega moze
ukazati na prosSirenost (stadij) bolesti, tumorski biljezi Cesto se mjere prije zapocinjanja
onkoloskog lijecenja u svrhu odredivanja prognoze i planiranja odgovarajuceg lije¢enja.
Takoder, mogu se mjeriti periodi¢no tijekom samog lijecenja, uz usporedbu s pocetnim
(predterapijskim) nalazom te ostalim prethodnim nalazima. Pad koncentracije ranije
povisenog tumorskog biljega ili vra¢anje koncentracije unutar referentnih vrijednosti
moze ukazivati na dobar odgovor na provedeno lijecenje, dok s druge strane stacionaran
ili povisen nalaz uglavnom govori u prilog daljnjeg napredovanja bolesti. Osim
navedenoga, tumorski biljezi mogu se mjeriti i po zavrSetku lije¢enja tijekom redovitog

praéenja bolesnika, a radi ranog otkrivanja eventualnog povrata bolesti.

1.2.2. Mikrosatelitska nestabilnost

Mikrosatelitska nestabilnost odnosi se na hipermutirani fenotip uzrokovan
gubitkom aktivnosti gena MMR. Mikrosatelitska nestabilnost moze se detektirati u oko
15% bolesnika s KRK-om, od kojih je 3% vezano uz Lynchov sindrom, dok je 12%
uzrokovano sporadi¢nom, steCenom hipermetilacijom promotora gena MLH1 (68).
Otkri¢e mikrosatelitske nestabilnosti u KRK-u povecalo je svijest o njihovoj

raznolikosti, kao i implikacijama na individualizirano lijecenje ovih bolesnika.

MMR-status tumora moze biti deficijentan, s visokim udjelom mikrosatelitske
nestabilnosti te proficijentan, s niskim odnosno stabilnim udjelom mikrosatelitske
nestabilnosti. Prema nekim ranijim retrospektivnim i opservacijskim studijama,

deficijentan MMR-fenotip (nasuprot tumorima koji su uzrokovani kromosomskom
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nestabilno$¢u) povezan je s nizim stadijem bolesti, desnostranom lokalizacijom tumora
u crijevu, visim histoloskim gradusom, mucinoznim / medularnim histoloskim
podtipom, povoljnijom prognozom te smanjenom ucinkovito$¢u adjuvantne
kemoterapije temeljene na fluorouracilu. Sargent i suradnici analizirali su podatke 17
adjuvantnih studija koje su ukljucile ukupno 7.803 bolesnika stadija II i III KRK-a kako
bi procijenili prognosticku vrijednost MMR-statusa (69). Analizom navedenih studija, u
571 (7,3%) bolesnika provedeno je samo kirursko lijecenje, 3878 (49,7%) bolesnika je
adjuvantno primilo monokemoterapiju fluorouracilom, 2299 (29,5%) polikemoterapiju
fluorouracilom i oksaliplatinom, a 1055 (13,5%) bolesnika polikemoterapiju
fluorouracilom i irinotekanom. Rezultati su potvrdili prognosti¢ku vrijednost MMR-
statusa u stadiju Il KRK-a, s obzirom da je pokazano kako je dMMR-status tumora
snazno povezan s produljenim OS-om (90% dMMR — pozitivnih bolesnika koji nisu
primili adjuvantnu kemoterapiju je bilo zivo nakon 5 godina pracenja). Na temelju ovih
rezultata, odredivanje MMR-statusa tumora trebalo bi biti rutinski postupak u svih
bolesnika sa KRK-om stadija II ukoliko se razmatra provedba adjuvantne kemoterapije,
s obzirom da bolesnici s AMMR-statusom tumora nemaju dobiti od primjene iste te je u
njih potrebno provesti samo kirursko lije¢enje. Utjecaj MMR-statusa tumora na
prognozu potvrden je takoder i u bolesnika sa KRK-om stadija III, no unato¢ tome se ne
preporucuje promjena terapijskog protokola ovisno o MMR-statusu, pa stoga navedeni
postupak nije nuzan niti potreban u tih bolesnika: svi bolesnici s KRK-om stadija III
trebaju primiti adjuvantnu kemoterapiju. U bolesnika stadija II 1 IIl KRK-a koji su
prethodno primili adjuvantnu kemoterapiju temeljenu na fluorouracilu, prognosticka
uloga MMR-statusa tumora je prema navedenim istrazivanjima bila umanjena u odnosu
na bolesnike koji su lijeceni samo kirurSki te nakon povrata bolesti MMR-status tumora

vise nije bio prognosti¢ki znacajan za OS.

1.2.3. Mutacije gena RAS

EGFR, uz membranu vezan tirozin kinazni receptor i njegov nizvodni signalni
put su u novije vrijeme prepoznati kao znacajni ¢imbenici u inicijalnom nastajanju i
progresiji mnogih neoplazmi. IzraZzaj EGFR je medu ostalim potvrdena u glioma,

karcinoma pluca, debelog crijeva, gusterace, dojke, jajnika, mokra¢nog mjehura,
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bubrega te tumora glave i vrata (70). Mutacije i amplifikacije gena te prekomjerni
izrazaj proteina raznih dijelova navedenog signalnog puta ne samo da sudjeluju u
karcinogenezi, ve¢ takoder utjecu na prognozu i predstavljaju moguce mete za ciljano
lijecenje. Stoga je EGFR potvrden kao bitan terapijski cilj u viSe humanih tumora, medu
ostalim 1 u KRK-u. Terapijsko djelovanje temelji se za sada prvenstveno na

monoklonskim protutijelima na izvanstani¢nu domenu receptora.

RAS-protoonkogeni (HRAS, KRAS, NRAS) kodiraju obitelj efektorskih
proteina — gvanozin-trifosfataza — odgovornih za prijenos signala ligandom aktiviranog
EGFR-a prema jezgri. U slu¢aju kada je RAS-put aktiviran, posljedi¢no se aktiviraju
ostali proteini u signalnom putu, $to kona¢no dovodi do stani¢nog rasta i diferencijacije.
Mutacije gena RAS mogu dovesti do proizvodnje trajno aktiviranih RAS proteina, Sto
konac¢no dovodi do stalnog prijenosa signala niz EGFR-signalni put, ¢ak i u odsustvu
liganda za EGFR. Kod KRK-a, prevalencija divljeg tipa gena KRAS u egzonu 2 je oko
40% te je prediktor u€inkovitosti terapije zasnovane na EGFR-inhibitorima cetuksimabu
1 panitumumabu, kako u monoterapiji tako i u kombinaciji s kemoterapijom. Naime,
duze vrijeme je poznato da aktiviraju¢e mutacije gena KRAS u egzonu 2 smanjuju
ucinkovitost lijekova usmjerenih na EGFR u metastatskom KRK-u. Odnedavno,
prosireno genetsko testiranje mutacija gena RAS, osim ustaljene analize egzona 2,
postaje novi standard da bi se jasnije procijenilo koji ¢e bolesnici imati koristi od
primjene anti — EGFR terapije u lije€enju metastatskog KRK-a. Navedena proSirena
analiza potaknuta je rezultatima koji govore u prilog tezi da aktiviraju¢e mutacije
egzona 2, 3 14 u genima KRAS i NRAS sve pojedin¢ano prejudiciraju izostanak
odgovora na panitumumab u drugoj liniji lijecenja, potvrdujuci sli¢ne rezultate dobivene
u klinickim studijama PRIME i1 PEAK koje su istrazivale u¢inkovitost panitumumaba u
prvoj liniji lijecenja (71, 72). U studiji PRIME, statisticki zna¢ajna dobit u OS-u
postignuta je dodatkom panitumumaba kemoterapiji po protokolu FOLFOX u bolesnika
“all - RAS” divljeg tipa (bolesnici bez aktiviraju¢ih mutacija, to jest s divljim tipom
gena KRAS 1 NRAS u egzonima 2, 3 i 4) u usporedbi sa skupinom bolesnika s divljim
tipom gena KRAS u egzonu 2, §to je u skladu s rezultatima drugih studija koji su
pokazali da nema dobiti od dodatka panitumumaba protkolu FOLFOX u bolesnika s

divljim tipom gena KRAS u egzonu 2 uz prisustvo neke druge RAS mutacije. Navedeno

33



je kasnije potvrdeno i klini¢kom studijom PEAK u kojoj su direktno usporedeni
bevacizumab i panitumumab u kombinaciji s kemoterapijom po protokolu FOLFOX6.
Ukoliko se gledaju bolesnici s divljim tipom KRAS gena na egzonu 2 ($to je prvotno
analizirano), nije bilo statisticki znacajne razlike u PFS-u izmedu skupine koja je
primala panitumumab i skupine koja je primala bevacizumab (p= 0,35), iako je
zamijec¢en produljen OS u skupini koja je primala panitumumab (34,2 u odnosu na 24,3
mjeseca, p= 0.009). Medutim, u bolesnika u kojih je naknadnom analizom utvrden “all
—RAS” divlji tip mutacijskog statusa tumora, 1 PFS 1 OS bili su zna¢ajno produljeni u
bolesnika koji su primali panitumumab u odnosu na skupinu bolesnika koja je primala
bevacizumab. I u ovoj studiji nije bilo koristi od dodatka panitumumaba protokolu
FOLFOX u bolesnika s divljim tipom gena KRAS u egzonu 2 i prisutnim drugim RAS-
mutacijama. Sli¢ni su rezultati dobiveni i u klini¢koj studiji FIRE — 3, u kojoj je umjesto
protokola FOLFOX koristen protkol FOLFIRI: skupina koja je primala panitumumab i
kemoterapiju po protokolu FOLFIRI imala je statisti¢ki znac¢ajno produljen OS u
odnosu na skupinu koja je primala istu kemoterapiju uz dodatak bevacizumaba, s tim da
je ta razlika iznosila 3,7 mjeseci kada su se analizirali bolesnici s divljim tipom gena
KRAS u egzonu 2, u odnosu na 7,5 mjeseci u bolesnika s “all - RAS” divljim tipom
gena (73). Nasuprot tome, iako je i u klini¢koj studiji CALGB / SWOG 80405 korist u
OS-u takoder bila na strani protokola FOLFOX uz dodatak cetuksimaba u odnosu na
protokol FOLFOX s bevacizumabom, razlika nije dosegla razinu statisticke zancajnosti.
Medutim, treba napomenuti da se navedeni rezultati odnose na bolesnike s divljim
tipom gena KRAS u egzonu 2, dok se rezultati za bolesnike s “all — RAS” divljim tipom
gena jo$ ocekuju. Pregled spomenutih i ostalih sli¢nih studija koje ukazuju na dobitak
od prosirene “all - RAS” analize prikazan je u Tablici 7. S obzirom na navedene
rezultate, zakljucak je da je proSirena “all - RAS” analiza gena KRAS i NRAS u
egzonima 2, 3 i 4 nuzna za optimalan odabit prvolinijske terapije u bolesnika sa KRK-

om.
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Tablica 7. Korist od prosirene “all - RAS” analize u najveé¢im klini¢kim studijama

Klini¢ka studija Dobit u PFS-u Dobit u OS-u

PRIME: FOLFOX +/- panitumumab da da
OPUS: FOLFOX +/- panitumumab da da
CRYSTAL: FOLFIRI +/- cetuksimab da da
FIRE — 3: FOLFIRI + cetuksimab ili

‘ ne da
bevacizumab
PEAK: FOLFOX cetuksimab or

da da

bevacizumab

CALGB /SWOG 80405: FOLFIRI ili

nije jo$ objavljeno | nije joS objavljeno
FOLFOX + cetuksimab ili bevacizumab

1.2.4. Mutacije gena BRAF

BRATF je proteinska kinaza signalnog puta mitogenom aktiviranih protein kinaza
koji u fizioloSkim uvjetima regulira stanicni rast, proliferaciju te diferencijaciju. Jo$
2002. godine Davies i suradnici predstavili su rezultate prema kojima je gen BRAF
mutiran ukupno u oko 8% humanih malignih tumora, a naj¢e$¢e u melanomu, gdje se
navedena mutacija moze naci u oko polovine bolesnika (74). Mutacije BRAF-a,
posljedi¢no svojoj fizioloskoj funkciji, dovode do povecane i nekontrolirane stani¢ne
proliferacije 1 rezistencije na apoptozu. Od otkrica BRAF-signalnog puta, najvise je
istrazivanja provedeno na bolesnicima s melanomom, uz ideju blokiranja mutiranog
signalnog puta u bolesnika u kojih je mutacija prisutna. Navedeno se pokazalo
uspjesnim te su neki od istrazivanih lijekova s takvim mehanizmom djelovanja usli u
klinicku praksu, poput vemurafeniba (ime prema V60OE BRAF mutaciji) i dabrafeniba,

lijekova odobrenih za lije€enje metastatskog, odnosno uznapredovalog melanoma.

U KRK-u je takoder potvrdena uloga BRAF-mutacija u procesu disregulacije

stani¢nog rasta 1 proliferacije. Prema rezultatima Van Cutsema 1 suradnika, dodatkom
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cetuksimaba kemoterapiji prema protokolu FOLFIRI u prvoj liniji lijecenja produljuje
se OS u bolesnika oboljelih od KRK-a s KRAS-divljim tipom gena, $to je u skladu s
ranijim studijama. Medutim, u navedenoj studiji je osim povoljnog u¢inka dodatka
cetuksimaba takoder prepoznata BRAF-mutacija kao biljeg loSije prognoze, §to je
takoder potvrdeno i u nekim ranijim studijama, osobito u ranijim terapijskim linijama
(62). Unatoc¢ nedostatku dovoljnog broja randomiziranih studija u ove podgrupe
bolesnika, preporuceno je polikemoterapijsko lije€enje prema protokolu FOLFOXIRI
(fluorouracil, irinotekan, oksaliplatin) uz imunoterapiju bevacizumabom kao razumna
terapijska opcija u takvih bolesnika. Prema dosada$njim saznanjima, prevalencija
BRAF-mutacije u KRK-u iznosi 5% do 10%. Najc¢es¢a mutacija gena BRAF u KRK-u
je kao 1 u melanomu mutacija V60OE koja uzrokuje zamjenu valina za glutamin na 600.
kodonu. Medutim, za razliku od bolesnika s melanomom, bolesnici s KRK-om mnogo
slabije odgovaraju na terapiju BRAF-inhibitorima, §to ukazuje na drugacije mehanizme
rezistencije koja se javlja u razli¢itim tipovima malignih tumora. Mutacije gena KRAS i
BRAF obi¢no se medusobno iskljucuju, to jest rijetko se pojavljuju udruzeno. Takoder,
aktivnost EGFR-inhibitora u kemorefraktornih bolesnika je, ¢ini se, ogranic¢ena na

bolesnike s BRAF-divljim tipom gena.

1.2.5. Karcinoembrijski antigen i drugi serumski biljezi

Godine 1965. Gold i Freedman opisali su onkofetalni antigen izraZen na
humanim fetalnim tkivima debelog crijeva te u KRK-u, medutim bez izrazaja na
normanlnom tkivu kolona u odraslih. Novootkriven biljeg nazvali su CEA (75, 76).
CEA je naknadnim analizama potvrden kao glikoprotein molekularne mase oko 180 000
Da. Razlike u molekularnoj masi prijavljene od razlicitih autora mogu se objansiti
varijacijama u glikozilaciji povrSine proteina (77). Tumorski biljeg CEA prisutan je u
serumu zdravih odraslih osoba u vrlo niskim koncentracijama, dok visoke koncentracije
upucuju na spektar razlicitih tumora, osobito epitelnog porijekla. Donja granica
referentnog intervala je (ovisno o laboratoriju) od 2.5 do 5 ng/mL. PoviSene vrijednosti
se takoder mogu naéi u pusaca te bolesnika s inflamatornim stanjima, medutim u

navedenih skupina razina CEA nije znacajno povisena i rijetko prelazi 10 ng/mL.
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Pra¢enje CEA korisno je u detekciji ranog povrata bolesti u bolesnika s
reseciranim KRK-om. Rana detekcija povrata bolesti pove¢ava moguénost sekundarnog
kirurSkog lijecenja s ciljem izljecenja, rezultirajuci pozitivnim u¢inkom u navedenoj
populaciji bolesnika. Nazalost, prema dosadasnjim podacima postotak primarno
operiranih bolesnika u kojih se indicira kurativno kirursko lijecenje na temelju praéenja
razine CEA je vrlo nizak i iznosi oko 5%. Stoga je za dokaz definitivnog ucinka na
prezivljenje potrebno provesti velike randomizirane studije. Prema do sada provedenim
studijama 1 meta-analizama, preferira se probir svih bolesnika s reseciranim KRK-om
koji nemaju medicinskih kontraindikacija za eventualnu buducu metastazektomiju. S
obzirom na vise stope povrata bolesti tijekom prve dvije godine nakon inicijalnog
operativnog zahvata, pracenje CEA obic¢no se preporuca svaka tri mjeseca tijekom prve
dvije godine te svakih Sest mjeseci tijekom sljedece tri godine. Medutim, treba obratiti
pozornost na moguénost lazno pozitivnih nalaza tijekom adjuvantne terapije. U
bolesnika na adjuvantnoj terapiji se stoga u slucaju porasta CEA moze preporuditi
ponovljeno testiranje barem dva tjedna nakon prethodnog da bi se potvrdio stvarni
porast biljega, a prije nego se zapoc¢ne ekstenzivna i skupa obrada. U metastatskoj
bolesti, uz prisutnost adekvatno mjerljivih sekundarnih lezija, uloga CEA u pracenju je
znatno smanjena. Ukoliko se u navedene skupine bolesnika CEA ipak mjeri, taj se test
treba smatrati komplemetarnom metodom slikovnim tehnikama, a nikako jedini temelj
za donosSenje odluke o daljnjoj terapiji. Porast CEA u prva dva do Cetiri mjeseca nakon
zapocinjanja kemoterapije nije rijetkost te osim u slucaju kada postoji 1 radioloska
progresija bolesti, nije potrebno mijenjati kemoterapijski protokol. Nadalje, pad
koncentracije CEA moze u nekih bolesnika biti povezan uz napredovanje bolesti, §to
naglasava potrebu za rutinskom radioloskom evaluacijom bolesti cak 1 u takvom
sluc¢aju. U bolesnika s nemjerljivom ili oteZano mjerljivom metastatskom boles¢u
(primjerice, nemjerljiva karcinomatoza), porast CEA u barem dva navrata u razmaku od

minimalno dva mjeseca definitivno upucuje na progresiju bolesti.

Karbohidratni antigen 19-9 (u daljnjem tekstu CA 19-9) jos je jedan u nizu
tumorskih biljega koristenih u KRK-u. CA 19-9 je prema sastavu monosijalogangliozd,
kojeg lu¢e mucinozni tumori gastrointestinalnog trakta, ukljuc¢uju¢i KRK te karcinom

gusterace 1 bilijarnog stabla, a takoder ga proizvode i maligni tumori jajnika epitelnog
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porijekla. PoviSene razine CA 19-9 mogu se naci u nekim benignim stanjima, poput
pankeratitisa, ciroze jetre i razlicitih bolesti zu¢nih vodova. Medutim, izrazito povisene
koncentracije od preko 10 000 U/mL gotovo uvijek govore u prilog uznapredovale
maligne bolesti. U novije vrijeme, koriStenjem modernijih tehnika dijagnostike, uloga
CA 19-9 u pracenju bolesnika s KRK-om opada, osobito s obzirom na manju
specificnost za KRK u odnosu na biljeg CEA, te se njegova upotreba rutinski ne
preporuca. Dodatno, u bolesnika s nedostatkom Lewisova antigena (antigen normalno
prisutan na eritrocitima), $to je slucaj u oko 10% bijelaca, CA 19-9 nije uopce izraZzen
(78). Razlog je deficijencija enzima fukoziltransferaze koji sudjeluje u proizvodnji
CA19-9 1 Lewisova antigena, te stoga u tih bolesnika CA 19-9 nije povisen niti kod vrlo

velikih uznapredovalih tumora.

Vrijednost ostalih serumskih biljega u bolesnika oboljelih od KRK-a jos je
nedovoljno istrazena. U novije se vrijeme, osobito s pojavom novih terapijskih
mogucénosti u obliku EGFR-inhibitora, ispituje uloga liganada za EGFR kao
potencijalnih tumorskih biljega. Pretklinicke studije su pokazale da dio tumora
osjetljivih na terapiju EGFR-inhibitorima imaju pojacan izrazaj EGFR-liganada, osobito
amfiregulina (79). Kao rezultat, EGFR se putem autokrine signalizacije pojacano
aktivira u takvim stanicama. Pokazano je da bolesnici s pojacanim izrazajem
amfiregulina imaju znacajno bolji odgovor na terapiju cetuksimabom od bolesnika s
niskim izraZzajem amfiregulina, te se vjeruje da bi se u daljnjim istrazivanjima izrazaj
amfiregulina mogao potvrditi kao prediktivni fakor odgovora na terapiju EGFR-
inhibitorima (80). Osim amfiregulina, evaluira se i uloga ostalih liganada za EGFR,
poput heregulina i epiregulina. Takoder, jedna je studija istrazivala vrijednost
kombinacije Sest razli¢itih serumskih markera od kojih neki nisu do tada povezivani s
KRK-om (CEA, CYFRA 21-1, feritin, osteopontin, anti-p53, sepraza). CEA je u
navedenoj studiji pokazao najvisu osjetljivost (43,9%) uz 95%-nu razinu specifi¢nosti.
Slijedili su ga sepraza (42,4%), CYFRA 21-1 (35,5%), osteopontin (30,2%), feritin
(23,9%), te anti-p53 (20%). Kombinacija navedenih Sest biljega pokazala je osjetljivost
od 69,6% uz 95%-nu razinu specifi¢nosti, odnosno osjetljivost od 58,7% uz 98%-nu

razinu specifi¢nosti (81).
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1.2.6. Cirkulirajuée tumorske stanice kao prognosticki biljeg

Odredivanje cirkuliraju¢ih tumorskih stanica se istraZzuje kao potencijalni biljeg
za rano otkrivanje recidiva 1 metastaza pri pracenju bolesnika s KRK-om. Unato¢
stalnom napretku kirur§kih metoda i adjuvantne terapije, oko 20 — 40% bolesnika u
nekom trenutku nakon operativnog zahvata razvije lokalni recidiv ili udaljene metastaze
(82). Adjuvantna kemoterapija znatno poboljSava ishod nemetastatskog stadija I1I
KRK-a, dok se u stadiju II (bez zahvacenosti limfnih ¢vorova) o koristi primjene
adjuvantne kemoterapije i dalje raspravlja, kako je ranije objasnjeno. Identifikacija
novih biljega za bolju stratifikaciju rizika u bolesnika oboljelih od KRK-a od velikog je
klinickog znacenja, s obzirom da bi otkrivanje grupe bolesnika koja ¢e kasnije razviti

recidiv bolesti ili udaljene metastaze moglo poboljsati lijeCenje tih bolesnika.

S obzirom da se mikrometastaze smatraju uzrokom udaljenih metastaza u
bolesnika u kojih je proveden kirurski zahvat s ciljem izljec¢enja, prisutnost stanica
KRK-a u cirkulaciji jedan je od potencijalnih prognostickih biljega. Cirkulirajuce
tumorske stanice su stanice prisutne u krvi koje posjeduju antigenske i/ili genetske
karakteristike specificnog tipa tumora, te se ¢esto mogu detektirati u onkoloskih
bolesnika. Radi se o stanicama koje su se iz podrucja primarnog tumora probile u
krvotok, cirkuliraju u krvi i stoga na odredeni nacin predstavljaju “sjeme” kasnijeg rasta
metastaza u vitalnim udaljenim organima, pokrecuci tako mehanizam koji je odgovoran
za veliku ve¢inu smrti uzrokovane rakom. Cirkuliraju¢e tumorske stanice opisao je prvi
puta 1869. godine Thomas Ashworth, koji ih je detektirao u krvi bolesnika s
metastatskom boles¢u. Vaznost cirkuliraju¢ih tumorskih stanica u modernom
istrazivanju raka porasla je sredinom 1990-ih, kada je otkriveno da su prisutne u krvi
bolesnika ve¢ u ranoj fazi bolesti. Takvi rezultati omoguceni su izuzetno osjetljivom
tehnologijom magnetske separacije pomocu koloidnih magnetskih nanocestica 1
magnetskih separatora visokog gradijenta koje je izumio P. Liberti, a Sto je bilo
potpomognuto teoretskim izracunima P. Libertija i L. Terstappena. Izracunato je da
moze biti detektirano rasipanje ve¢ 1% stanica iz primarnog tumora u cirkulaciju
dnevno. Moderno istrazivanje raka pokazalo je da cirkuliraju¢e tumorske stanice

potjecu od klonova u primarnom tumoru, potvrdujuc¢i Ashwortova opazanja (83).
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Znacajani napori uloZeni su u poboljSanje razumijevanja bioloskih karakteristika
navedenih stanica, $to je dovelo do spoznaje njihove klju¢ne uloge u metastaziranju. Za
razliku od biopsije tkiva, koja je invazivna metoda, koja ne moze biti viSestruko
ponavljana i nije u¢inkovita u procjeni rizika metastaziranja, progresije bolesti 1
ucinkovitosti terapije, cirkulirajué¢e tumorske stanice predstavljaju oblik “tekuce
biopsije” koja otkriva aktivne metastatske stanice i daje trenutnu informaciju o statusu
same bolesti (84). Analize uzoraka krvi ukazale su na sklonost povecane detekcije
cirkulirajuéih tumorskih stanica kod progresije bolesti tijekom vremena. Krvni testovi
su jednostavni i sigurni za izvodenje, te se mogu visestruko ponavljati u slucaju potrebe.
Moguénost pracenja napredovanja bolesti tijekom vremena mogla bi olaksati ispravnu

modifikaciju terapije, potencijalno s poboljSanjem prognoze bolesti i kvalitete Zivota.

Cirkuliraju¢e tumorske stanice mogu se prema svojim znac¢ajkama podijeliti u
pet skupina. Prva skupina su klasi¢ne cirkuliraju¢e tumorske stanice, koje oznacavaju
potvrdeno tumorske stanice s intaktnom, vijabilnom jezgrom. Te stanice izrazavaju
citokeratine, koji ukazuju na epitelno porijeklo, ali ne 1 biljeg CD45, §to ih diferencira
od hematopoeznih stanica krvi. Uglavnom su to velike stanice nepravilnog oblika (85).
U drugu skupinu spadaju citokeratin-negativne stanice. To su zametne stanice raka ili
stanice s epitelno-mezenhimalnom tranzicijom te su kao takve najotpornija vrsta
cirkulirajucih stanica raka i najsklonije razvoju metastaza. Ne izrazavaju ni citokeratin
niti biljeg CD45, a morfoloski slice tumorskim stanicama. Apoptoticke cirkulirajuce
tumorske stanice skupina su stanica sli¢nih klasi¢nom tipu, medutim uz specifi¢nost da
navedene stanice prolaze kroz proces apoptoze, te se u skladu s time moze detektirati
fragmentacija jezgre i/ili bubrenje citoplazme. Izra¢un omjera udjela klasi¢nih 1
apoptotickih stanica (tijekom terapije) moze ukazati na uc¢inkovitost provedenog
lijecenja u ciljanju i ubijanju stanica raka. Male cirkuliraju¢e tumorske stanice su Cetvrta
skupina stanica, citokeratin-pozitivnih i CD45-negativnih poput klasi¢nog oblika,
medutim koje veli¢inom i oblikom podsjecaju na leukocite. Od leukocita se, medutim,
razlikuju tumor-specifiénim biomarkerima. Pojavljuju se u krvi bolesnika, osobito
prilikom napredovanja bolesti, te tijekom diferencijacije u karcinome malih stanica, §to
Cesto zahtijeva promjenu terapijskog pristupa. Posljednji, pet tip, ¢ine tzv. cirkulirajuce

tumorske stanice u obliku grozdova, §to oznacava dvije ili viSe individualnih stanica
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koje su medusobno povezane. Navedeni grozdovi posjeduju tumor-specifi¢ne
biomarkere koji omoguéuju njihovu identifikaciju, te su povezani uz povecan rizik

metastaziranja i loSiju prognozu (86).

Za detekciju navedenih stanica je do sada koriSteno vise metoda, s vrlo
varijabilnom osjetljivoséu i specifi¢noséu. U vise je studija, koje su ukljucivale
bolesnike s razli¢itim tipovima malignih tumora, pokazano da je detekcija cirkuliraju¢ih
tumorskih stanica povezana s lo$ijim klinickim ishodom. Kada su cirkulirajuce
tumorske stanice prisutne u bolesnika s obradom utvrdenom lokaliziranom bolescu,
smatra se da doprinose povratu bolesti u odredenom trenutku, pa su stoga jedan od
jasnih ciljeva djelovanja adjuvantne terapije. S druge strane, u bolesnika s metastatskom
boles¢u, smatra se da njihova brojnost korelira s tumorskom masom i da moze
predvidjeti odgovor na provedeno lije¢enje. Znacajno je da se genetski i fenotipski
profil cirkulirajué¢ih tumorskih stanica cesto djelomi¢no razlikuje od profila stanica
primarnog tumora, §to moze biti iskoriSteno u odluci o izboru najucinkovitije terapije.
Posljedi¢no, studije koje se bave navedenom tematikom imaju, osim uloge u boljem
definiranju prognoze pojedinih onkoloskih bolesnika, potencijal daljnjeg
individualiziranja terapije malignih bolesti. Medutim, iako prisutnost cirkuliraju¢ih
tumorskih stanica ima potencijalno znacajne prognosticke i terapijske implikacije,
njihova detekcija s obzirom na €esto vrlo mali broj navedenih stanica u krvi ¢esto nije
jednostavna. Procjenjuje se da medu tumorskim stanicama koje su se odvojile od
primarnog tumora samo oko 0,01% moze formirati udaljenu presadnicu (87). Ucestalost
njihove pojave je uglavnom oko 1-10 stanica na 1 mL pune krvi u bolesnika s
metastatskom bole$¢u. Za usporedbu, 1 mL krvi sadrzi nekoliko milijuna leukocita te
milijardu eritrocita. Ovako slaba pojavnost tumorskih stanica, povezana s posljedi¢no
otezanom detekcijom, ukazuje na ¢injenicu da je kljuéna komponenta razumijevanja
bioloskih svojstava cirkuliraju¢ih tumorskih stanica upotreba tehnologija i pristupa koji
omogucavaju izolaciju 1 tumorske stanice u 1 mL krvi. Navedeno se moze posti¢i
putem obogacivanja stanica krvi, no tezi se metodi bez obogacéivanja kako bi se
ispravno identificirali svi podtipovi tumorskih stanica u dovoljno visokoj razluc¢ivosti i

zadovoljili zahtjevi dijagnostic¢ke patologije u pojedinim vrstama malignih tumora (88).
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Do danas su cirkuliraju¢e tumorske stanice istrazivane 1 detektirane u vise vrsta

malignih tumora epitelnog porijekla (dojka, prostata, pluca, debelo crijevo).

Lancana reakcija polimerazom nakon reverzne transkripcije (u daljnjem tekstu
RT-PCR) je metoda koja omogucuje detekciju malog broja stanica raka (s pragom
detekcije 1 stanice KRK-a u 1 mL krvi), §to nije bilo moguée koristenjem citoloskih ili
imunoloskih metoda. Danas RT-PCR predstavlja naj¢eS¢e koriStenu metodu za
detekciju cirkulirajud¢ih stanica KRK-a (89 — 93). RT-PCR je jedna od mnogobrojnih
varijanti metode lancane reakcije polimerazom (u daljnjem tekstu PCR) 1 rutinski se
koristi u molekularnoj biologiji za detekciju izrazaja RNA. Dodatno se uz kvalitativno
odredivanje izraZaja gena (standardna RT-PCR), isti moZe odrediti i kvantitativno,
uvodenjem kvantitativne PCR metode (odnosno PCR metode “u realnom vremenu”). U
odnosu na ostale kvantifikacijske metode, poput Northern blot-a, RT-PCR u stvarnom
vremenu smatra se metodom s najve¢om snagom i osjetljivoséu za detekciju razine
RNA, te se stoga sve ¢esce koristi za procjenu izraZaja jednog ili viSe gena, te uzoraka

izrazaja povezanih uz odredene bolesti.

Za detekciju cirkulirajuéih stanica KRK-a pomo¢u metode RT-PCR, najcescée su
analizirani epitelni biljezi CEA te citokeratini (u daljnjem tekstu CK) 19 i 20 (90).
CK20 (Slika 9) je protein koji u ljudi nastaje kao proizvod gena KRT20, ¢lana genske
obitelji KRT, koja je odgovorna za proizvodnju keratina u ¢ovjeka. CK20 se pokazao
kao relevantan biljeg za detekciju cirkulirajuéih stanica KRK-a, s obzirom da je njegov
izrazaj ogranic¢en na epitel zeluca i crijeva, urotel i Merkelove stanice, kao i stanice
malignih tumora koje potjecu iz navedenih tkiva (94, 95). Moll i suradnici nasli su
izrazaj CK20 u 95% uzoraka primarnog tumora i metastatskih lezija u bolesnika
oboljelih od KRK-a (94). S obzirom da epitelne stanice s izrazajem CK20 nisu
normalno prisutne u cirkulaciji, CK20 je prikladan specificni marker za detekciju
cirkulirajuéih stanica KRK-a, medutim nekoliko objavljenih studija pokazalo je izrazaj
CK20 u cirkulaciji 1 u dijelu kontrolne skupine, ukljucuju¢i zdrave dobrovoljce 1
pacijente s upalnim bolestima (91, 92, 96 — 103). Objasnjenje navedenih lazno
pozitivnih rezultata u kontrolnih subjekata moze biti u izrazaju CK20 u normalnim ili

aktiviranim leukocitima (97). Nekoliko studija analiziralo je povezanost izrazaja CK20
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detektiranog metodom RT-PCR i stadija bolesti, kao surogatni pokazatelj prognosticke
vrijednosti CK20, ali oko rezultata se joS uvijek vodi polemika, s obzirom da je dio
studija potvrdio navedenu povezanost, a dio nije (89, 92, 93, 98, 99, 104 — 111). CK20
je takoder analiziran direktno u studijama s pra¢enjem bolesnika kao jedini biljeg ili u
kombinaciji s ostalim RT-PCR biljezima, kako bi se procijenila njegova potencijalna
prognosticka vrijednost. Medutim, uloga CK20 kao prognosti¢kog biljega i dalje je
nejasna, jer je nekoliko studija potvrdilo povezanost izmedu RT-PCR detekcije
cirkulirajuéih stanica KRK-a sa kra¢im ukupnim prezivljenjem i vriemenom do
progresije bolesti (91, 105, 108, 112, 113), dok su rezultati nekih drugih studija suprotni
(99, 106, 114, 115). Rezultati Patela i suradnika sugeriraju da je nestajanje stanica
KRK-a iz cirkulacije detektirano RT-PCR metodom nakon resekcije tumora (uzorci krvi
sakupljeni prije i nakon operacije) biljeg povoljne prognoze (80), sto je kasnije
potkrijepljeno u jos jednoj studiji koja je pokazala da je prisutnost cirkuliraju¢ih stanica
KRK-a u uzorcima krvi sakupljenima nakon kurativne resekcije tumora snazan
prediktor recidiva KRK-a, dok preoperativni rezultati nisu imali prediktivnu vrijednost

(96).
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Slika 9. Mikroskopski prikaz kolorektalnog karcinoma s izrazajem CK20 (smede

obojane stanice)

Odnedavno se metoda RT-PCR u stvarnom vremenu pocela koristiti za detekciju
cirkulirajuéih stanica KRK-a, s obzirom da posjeduje potencijalne prednosti u odnosu
na standardnu metodu RT-PCR (93, 102, 108, 109, 111, 113, 116). Kao kvantitativna
metoda, ona omogucuje precizno definiranje grani¢nih (eng. cutoff) vrijednosti izrazaja
biljega da bi se razgranicio niski izraZaj u kontrolnih subjekata i visoki izrazaj u
uzorcima dobivenima od bolesnika (Slika 10), te time ima i ve¢u specifi¢nost (108,
116). S obzirom da je moguca kvantitativna usporedba visestrukih uzoraka dobivenih
od istog bolesnika u razli¢itim vremenskim periodima, moze se koristiti za praéenje
bolesnika sa KRK-om prije te u razli¢itm vremenskim razmacima nakon operativnog

zahvata. Nekoliko studija s melanomom i karcinomom rektuma je pokazalo da se RT-
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PCR u stvarnom vremenu takoder moze koristiti kao prediktivni biljeg odgovora na

sistemsko lijecenje (89, 117).

Amplification Plot

20 25 a0 ol 40

Slika 10. Primjer rezultata odredivanja izrazaja gena za CK20 metodom RT-PCR u
stvarnom vremenu u veceg broja uzoraka krvi bolesnika i zdravih kontrola. Na apscisi je
prikazan broj ciklusa PCR umnazanja, a na ordinati fluorescencija. Svaka krivulja u
obliku slova S na slici odgovara pojedina¢nom uzorku i prikazuje porast fluorescencije
koji odgovara povecanju broja kopija umnoZenog gena. Za kvantitativnu usporedbu
izrazaja ciljnog gena (CK20) medu uzorcima, usporeduju se ciklusi u kojima pocinje
umnazanje (Cr) Sto je prikazano eksponencijalnim rastom krivulje. Vidljive su razlike u
Cr ciklusu medu uzorcima koje odgovaraju razlikama u izrazaju gena za CK20 u

analiziranim uzorcima.
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1.3. Citokeratini

(Cito)keratini su skupina ¢vrstih, vezivnih proteina koji formiraju strukturni oblik
epitelnih stanica koje oblazu povrSine i Supljine u tijelu. Najpoznatiji su po svojoj ulozi
u davanju ¢vrstoce i elasti¢nosti kose, koze 1 noktiju ¢ime tkivu daju sposobnost
otpornosti na trenje i manje traume, poput trljanja i grebanja. Keratini su takoder
ukljuceni u neke druge kljucne stanicne funkcije, poput gibanja stanica (migracija),
regulacije veli€ine stanica, rasta stanica i stani¢ne diobe (proliferacije), cijeljenja rana te
transporta materijala unutar stanice. U Covjeka su prisutna barem 54 funkcionalna
keratinska gena, koji se dijele na keratine tipa [ i II. Ve¢ina gena za keratine tipa I, u
koje spadaju citokeratini 9 do 20, smjesteni su u skupini na kromosomu 17. Geni za
keratine tipa II (citokeratini 1 do 8) nalaze se u skupini na kromosomu 12. RazliCite
kombinacije keratina nalaze se u razli¢itim tkivima, no u svakome se jedan od keratina
tipa [ uparuje s keratinom tipa II da bi se stvorio heterodimer. Navedeni heterodimeri
potom stupaju u interakciju jedni sa drugima, stvarajuci ¢vrsta, fleksibilna vlakna zvana
keratinskim intermedijarnim filamentima. Filamenti se slaZzu u gustu mreZu koja formira
strukturalni okvir stanice. Do sada su mutacije u barem 20 KRT-gena uzro¢no povezane

s bolestima u ljudi, ukljucujucéi bolesti koze, kose, kostiju i vezivnog tkiva.

Osobita vaznost citokeratina je u onkoloSkoj dijagnostici, s obzirom da
proliferirajuce i apoptoticne epitelne stanice otpustaju citokeratine, te oni stoga mogu
posluziti kao biljezi epitelnih tumora. Jedna od klinickih uloga solubilnih
citokeratinskih proteinskih ulomaka je u ranoj detekciji povrata bolesti i brzoj procjeni
uc¢inkovitosti provedenog lijeenja u malignim tumorima epitelnog porijekla. U tu se
svrhu za sada najvise koriste tkivni polipeptidni antigen (TPA), tkivni polipeptidni
specifi¢ni antigen (TPS) i CYFRA 21-1. TPA je test Sirokog spektra koji mjeri
citokeratine 8, 18 1 19. TPSA i CYFRA 21-1 su testovi viSe specifi¢nosti, a mjere
citokeratine 18, odnosno 19. Redovitim pracenjem bolesnika ovim testovima tijekom
lije€enja moze se dobiti klju¢na informacija o aktivnosti stanica u simptomatskih
bolesnika. Iako je glavna uloga navedenih testova pracenje u¢inka onkoloskog lijecenja
i evaluacija odgovora na terapiju, za neke tipove tumora takoder se moze dobiti rana

procjena prognoze, odobito u smislu rizika progresije bolesti i metastaziranja.
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Citokeratinski testovi mogu precizno predvidjeti status bolesti prije konvencionalnih

metoda, te pruzaju jednostavan, neinvazivan i pouzdana alat za u¢inkovitije lijeenje.

CK20 je citokeratin tipa I, jedan je od glavnih stani¢nih proteina zrelih
enterocita i stanica u obliku pehara. U imunohistokemiji, protutijela na CK20 mogu se
upotrijebiti za identifikaciju adenokarcinoma koji nastaje u podrucju epitela s normalno
visokim izraZajem proteina CK20, ponekad u kombinaciji s protutijelima na CK7, da bi

se omogucilo razlikovanje prema drugim tipovima Zljezdanih tumora.
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2. HIPOTEZA

Prisutnost cirkulirajucih stanica raka debelog crijeva otkrivenih analizom
izrazaja gena za CK20 kao specifi¢nog biljega povezana je s kra¢im prezivljenjem 1

kra¢im razdobljem do progresije bolesti u bolesnika s rakom debelog crijeva.
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3. CILJEVI RADA

Klini¢ka vrijednost detekcije cirkulirajucih stanica KRK-a metodom RT-PCR do

danas je jo$ uvijek nejasna zbog proturjecnih rezultata u pogledu specifi¢nosti i

prognostic¢ke vrijednosti pokazanih u prethodnim studijama. Stoga je opéi cilj ove

studije odrediti prognosticku vrijednost prisutnosti stanica raka u krvotoku bolesnika s

rakom debelog crijeva.

Tri su specifi¢na cilja studije:

1.

Odrediti vrijednost izrazaja gena za CK20 kao biljega za otkrivanje
cirkulirajucih stanica KRK-a metodom RT-PCR u stvarnom vremenu;
Provjeriti razlikuje i se OS 1 PFS izmedu bolesnika s KRK-om u kojih su
nadene i onih u kojih nisu nadene cirkulirajuce stanice raka;

Analizom uzoraka krvi dobivenih prije i poslije operacije provjeriti utjece li

kirurSka resekcija raka debelog crijeva na prisutnost stanica raka u krvotoku.
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4. MATERIJAL I METODE

4.1. Bolesnici i zdravi ispitanici

Analizirano je 95 uzoraka periferne krvi, sakupljenih od 38 zena i 57 muskaraca
u dobi od 39 do 86 godina. Svi su bolesnici inicijalno lijeceni kirurski na Klinici za
kirurgiju, a potom na Klinici za onkologiju 1 nuklearnu medicinu Klini¢kog bolni¢kog
centra “Sestre milosrdnice” u Zagrebu. PatohistoloSka dijagnoza primarnog KRK-a
potvrdena je u svih bolesnika, a stadij bolesti odreden je slijede¢i smjernice AJCC
(118). Uzorci periferne krvi od 23 zdrava dobrovoljca analizirani su kao kontrolna
skupina (18 Zena 1 5 muskaraca, u dobi od 27 do 61 godine). IstraZivanje je provedeno u
skladu s HelsinSkom deklaracijom Svjetskog medicinskog udruZzenja (WMA), te je
informirani pristanak dobiven od svih bolesnika i zdravih dobrovoljaca prije ukljucenja

u istrazivanje (119).

4.2. Obrada uzoraka krvi

Od svakog bolesnika i zdravog dobrovoljca sakupljeno je 10 mL periferne krvi u
epruvete koje su sadrzavale etilendiamintetraoctenu kiselinu kao antikoagulans. Uzorci
su obradeni unutar dva sata nakon sakupljanja. Uzorci krvi od svakog su bolesnika uzeti
u dva navrata, prvi prije operacije tumora na sam dan operacije, a drugi pet do sedam

dana nakon operacije, dok su od zdravih dobrovoljaca uzorci prikupljani samo jednom.

Gradijent fikola (1,077 g/ cm3; Axis — Shield PoC AS, Oslo, Norveska) je
upotrijebljen za izolaciju mononuklearne frakcije krvnih stanica (120). Krv je
podijeljena u dvije epruvete, u svaku po 5 mL krvi. Zatim je krv razrijedena jednakim
volumenom fizioloske otopine. U nove epruvete je dodano 3 mL fikola gustoc¢e 1,077
g/em’ i na fikol je paZljivo dodana razrijedena krv. Slijedilo je centrifugiranje u trajanju
od 15 minuta pri centrifugalnoj sili od 500 g pri sobnoj temperaturi u centrifugi Hettich
Universal 32 (Hettich, Tuttlingen, Njemacka). Nakon centrifugiranja mononuklearne
stanice se nalaze u epruveti u jednom bijelom sloju izmedu sloja plazme s trombocitima

na vrhu i sloja fikola ispod. Eritrociti i granulociti se nalaze na dnu epruvete ispod sloja
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fikola. Sloj mononuklearnih stanica prebacen je pipetom u novu epruvetu, nakon cega je
uslijedilo ispiranje u fosfatnom puferu (u daljnjem tekstu PBS) bez Ca>" i Mg”". U
epruvetu u koju je prebagen sloj mononuklearnih stanica dodan je do vrha PBS bez Ca*"
i Mg te je centrifugirano 15 minuta na 600 g i sobnoj temperaturi u centrifugi Hettich
Universal 32 (Hettich, Tuttlingen, Njemacka). Nadtalog je odliven, a talog prebacen u
polipropilenskuepruvetu od 2 mL. Talog je zatim jo§ jednom ispran PBS-om bez Ca®" i
Mg*" tako §to je do vrha epruvete dodan PBS bez Ca™" i Mg”" te je centrifugirano 15
minuta na 960 g 1 4°C u centrifugi Eppendorf 5417R (Eppendorf, Hamburg, Njemacka).
Nakon centrifugiranja nadtalog je odliven, a talog upotrebljen za izolaciju RNA koja je

uslijedila odmah nakon izolacije mononuklearnih stanica.
4.3. Izolacija RNA

Za izolaciju ukupne stani¢ne RNA iz mononuklearne frakcije krvnih uzoraka i
stani¢ne linije HT29 koriSten je TriPure izolacijski reagens (Roche, Indianapolis,
Indiana, Sjedinjene Americke DrZzave). Na talog mononuklearnih stanica dodano je
500 pL TriPure izolacijskog reagensa, koji je po kemijskom sastavu otopina fenola i
gvanidin-tiocijanata. Zatim je uslijedila inkubacija u trajanju od 5 minuta pri sobnoj
temperaturi, kako bi se omogucéila potpuna razgradnja nukleoproteinskih kompleksa.
Nakon toga je dodano 100 pL kloroforma (Kemika, Zagreb) i epruveta je snazno
protresena 15 sekundi te inkubirana 10 minuta na sobnoj temperaturi. Slijedilo je
centrifugiranje u trajanju od 15 minuta na 4°C i centrifugalnoj sili od 12 000 g u
centrifugi Eppendorf 5417R. Nakon centrifugiranja stvorila su se tri sloja u epruveti. Na
dnu se nalazi crvena organska faza, iznad nje se nalazi bijela medufaza i na vrhu
bezbojna vodena faza u kojoj se nalazi RNA. Gornja vodena faza pazljivo je prebacena
u novu polipropilensku epruvetu, pazeéi pri tome da se ne pokupi nimalo od medufaze.
Vodenoj fazi je dodano 300 uL 2-propanola (Kemika, Zagreb) i 0,5 uL glikogena
koncentracije 20 mg/mL (Roche, Mannheim, Njemacka). Smjesa je promijeSana
okretanjem epruvete te inkubirana 10 minuta na sobnoj temperaturi. Slijedilo je
centrifugiranje u trajanju od 10 minuta pri 4°C i 12 000 g u centrifugi Eppendorf 5417R.
Nakon centrifugiranja vidljiv je mali bijeli talog RNA. Nadtalog je uklonjen, na talog je

dodano 1 mL 75% etanola (Merck, Darmstadt, Njemacka) te potom centrifugirano 5
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minuta na 4°C 17 000 g (8 100 RPM) u centrifugi Eppendorf 5417R. Nakon
centrifugiranja uklonjen je nadtalog, a talog RNA otopljen u deioniziranoj vodi.
Otopljenoj RNA dodano je 1/100 volumena inhibitora RNaza koncentracije 40 U/uL
(Roche, Mannheim, Njemacka). Tako izolirana RNA pohranjena je na -70°C.

4.4. Reverzna transkripcija

Izolirana RNA je postupkom reverzne transkripcije prevedena u
komplementarnu DNA (u daljnjem tekstu cDNA). Za postupak reverzne transkripcije
koriSten je High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit with RNase Inhibitor
(Applied Biosystems, Foster City, California, Sjedinjene Americke Drzave).

U polipropilensku epruvetu od 0,2 mL dodano je: 2ul 10X RT pufera, 0,8 puL
25X dNTP mjesavine (otopina Cetiri deoksinukleotida: dATP, dCTP, dGTP i TTP)
koncentracije 100 mM, 2uL. 10X RT Random Primers (nasumi¢ne pocetnice za
reverznu transkripciju), 1 pL MultiScribe™ reverzne transkriptaze koncentracije 50
U/uL, 1 pL inhibitora RNaza koncentracije 20 U/uL, 4 uLizolirane RNA 19,2 pL
deionizirane vode. Sve dodane komponente osim izolirane RNA 1 deionizirane vode dio
su kita High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit with RNase Inhibitor (Applied
Biosystems, Foster City, California, Sjedinjene Americke Drzave). Kona¢ni ukupni

volumen reakcijske smjese bio je 20 pL.

Reakcijska smjesa je inkubirana 10 minuta na 25 °C, potom 120 minuta na 37
°C te konacno 5 minuta na 85 °C u uredaju za PCR Gene Amp PCR System 9700
(Applied Biosystems). Nakon inkubacije, dobivena cDNA je pohranjena na -20 °C do

koriStenja za PCR u stvarnom vremenu.

4.5. PCR u stvarnom vremenu

PCR u stvarnom vremenu proveden je na uredaju Applied Biosystems 7500 za

PCR u stvarnom vremenu (Applied Biosystems) koriste¢i program Sequence Detection

Software verzija 1.3.1 (Applied Biosystems) (Slika 11). Reakcijska smjesa je priredena
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u plocici s bunari¢ima prilagodenoj za PCR u stvarnom vremenu (MicroAmp™ Optical
96-Well Reaction Plate, Applied Biosystems). Za svaku reakciju je u jednom bunari¢u
pomijesano: 4 uL. cDNA,12 pL TagMan® Universal PCR Master Mix (Applied
Biosystems), 1,2 uL TagMan® Gene Expression Assay, Assay ID: Hs00300643 ml
(Applied Biosystems) za CK20, odnosno TagMan® Endogenous Control, humana
gliceraldehid-3-fosfat dehidrogenaza (u daljnjem tekstu: GAPDH), FAM™ / MGB
(Applied Biosystems) za GAPDH i 6,8 uL deionizirane vode u ukupnom volumenu od
24puL. TagMan® Universal PCR Master Mix sadrzi AmpliTaq Gold® DNA
polimerazu, uracil-DNA glikozilazu, smjesu deoksinukleotida sa dUTP-om, pasivnu
referentnu boju ROX 1 pufer koji omogucuje optimalne uvijete za PCR reakciju.
Koristeni TagMan® Gene Expression Assay-i za CK20 i GAPDH sastoje se od para
neobiljezenih specificnih pocetnica za PCR 1 specifi¢ne TagMan probe sa FAM
fluorescentnom bojom na 5' kraju 1 nefluorescentnim prigusivacem (eng. quencher) na

3' kraju.

Nakon $to je pripremljena reakcijska smjesa u plo€ici s bunari¢ima za sve
uzorke, plo€ica je prekrivena opti¢kom ljepljivom folijom i stavljena u uredaj za PCR u
stvarnom vremenu na kojem je zatim pokrenuta sama reakcija PCR. Uvjeti u kojima se
odvijala reakcija PCR bili su sljedeéi: 2 minute na 52 °C, 10 minuta na 95 °C i 45
ciklusa od kojih se svaki sastojao od 15 sekundi na 95 °C i 1 minute na 60 °C. Svi
uzorci su analizirani u duplikatu, posebno za CK20, posebno za GAPDH. U svakoj
reakciji je uz uzorke analizirana i negativna kontrola sa deioniziranom vodom dodanom
u reakcijsku smjesu umjesto cDNA i pozitivna kontrola, odnosno uzorak za kalibraciju
(cDNA dobivena od RNA izolirane iz stani¢ne linije humanog adenokarcinoma debelog

crijeva HT29).
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Slika 11. Uredaj za RT-PCR metodu u stvarnom vremenu.

4.6. Kvantifikacija izrazaja CK20

Za kvantifikaciju izrazaja CK20 pomoc¢u AACt metode koriSten je Sequence
Detection Software verzija 1.3.1 (Applied Biosystems). GAPDH je analizirana kao
endogena kontrola, a cDNA dobivena od RNA izolirane iz stani¢ne linije humanog
adenokarcinoma debelog crijeva gradusa II (HT29) (American Type Culture Collection,
Manassas, VA, Sjedinjene Americke Drzave) kao uzorak za kalibraciju. AACt metoda
je metoda relativne kvantifikacije kojom se na osnovu dobivenih rezultata reakcije RT-
PCR u stvarnom vremenu racuna relativna razlika u izraZaju ciljnog gena u
analiziranom uzorku u odnosu na referentni uzorak koji se naziva uzorak za kalibraciju
(121). Za AACrmetodu potrebno je, uz izrazaj ciljnog gena u svim uzorcima, odrediti i
izrazaj gena koji sluzi kao endogena kontrola kako bi se dobivene vrijednosti

normalizirale s obzirom na razlike u koli¢ini RNA dodane u reakciju reverzne
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transkripcije. Pri tome su primjerene endogene kontrole geni koji su stabilno izrazeni u
razli¢itim stanicama kao Sto su GAPDH, B-aktin, 3, mikroglobulin i rRNA (121).
Relativni izrazaj CK20 u uzorcima je izra¢unat na temelju vrijednosti grani¢nog ciklusa
(Cr, eng. threshold cycle) dobivenih reakcijom PCR u stvarnom vremenu po sljedecoj

formuli:

relativni izrazaj = 2724¢T

gdje je:

AACy = (Cp (CK20 uzorak) — Cyp (GAPDH uzorak)) — (Cp (CK20 kalibrator)
— Cr (GAPDH kalibrator))

Nakon $to se na opisani nacin (AACt metodom) izracunalo vrijednosti
relativnog izraZzaja gena za CK20 u svim uzorcima bolesnika 1 zdravih davatelja,
odredena je grani¢na vrijednost ROC (eng. receiver operating characteristic) analizom
pomocu programa MedCalc verzija 10.4.0.0 (MedCalc Software bvba; Mariakerke,
Belgija). ROC analizom je odabrana grani¢na vrijednost kod koje je bio najmanji zbroj
udjela laZno pozitivnih (zdravih davatelja pozitivnih za CK20) 1 udjela lazno negativnih
(bolesnika negativnih za CK20) rezultata. Svi uzorci s relativnim izrazajem CK20 viSim
od tako izraunate grani¢ne vrijednosti smatrani su pozitivni s obzirom na izrazaj CK20,

odnosno prisutnost cirkulirajucih stanica raka.
4.7. Uzorak za kalibraciju

Kao uzorak za kalibraciju u postupku kvantifikacije izrazaja gena za CK20 s
pomoc¢u AACt metode koriStena je cDNA dobivena reverznom transkripcijom RNA
izolirane iz stanica stani¢ne linije HT29. HT29 je stani¢ne linije humanog
adenokarcinoma debelog crijeva gradusa II kupljena od American Type Culture
Collection (ATCC, Manassas, VA, SAD). RNA je izolirana iz HT29 stanica KRK-a
uzgojenih u kulturi na sljedec¢i na€in. Kada su stanice dosegle 80% konfluentnosti,

sterilnom pipetom je uklonjen medij. Nakon toga su stanice dva puta isprane PBS-om
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bez Ca®" i Mg, tako $to je dodano 5 mL PBS-a bez Ca*" i Mg*" u posudu sa
stanicama, posuda sa stanicama lagano je okrenuta nekoliko puta te je uklonjena
tekucina. Zatim je dodano 2 mL izolacijskog reagensa TriPure (Roche, Indianapolis,
IN, SAD) nakon Cega je nastali lizat stanica prebacen u polipropilenske epruvete od 2
mL, 500 pL lizata u svaku. Dalje je izolirana RNA i reverznom transkripcijom
pretvorena u cDNA na jednak nacin opisan kao i za mononuklearne stanice periferne
krvi.

2+

4.8. Priprema fosfatnog pufera (PBS) bez Ca™i Mg

PBS bez Ca®"i Mg®" prireden je na sljede¢i nagin. U 400 mL destilirane vode
otopljeno je 4,0 g NaCl; 0,1 g KCI; 0,72 g Na,HPOy; 0,12 g KH,PO,4. Zatim je pH
podesen na 7,4 dodavanjem HCI. Dodana je destilirana voda da ukupni volumen bude

0,5 L. Tako pripremljen pufer steriliziran je autoklaviranjem.

4.9. Statisticka analiza

Statisticki znacaj povezanosti distribucije vrijednosti izrazaja gena za CK20 1
drugih nominalnih kategorijskih varijabli (spol, lokalizacija tumora, patohistoloska
dijagnoza, prisutnost metastaza) odreden je x* testom, odnosno Fisherovim egzaktnim
testom u slucaju 2x2 tablica kada je o¢ekivana frekvencija u nekoj kucici bila manja od
5. Statisticki znaaj povezanosti distribucije vrijednosti izrazaja gena za CK20 i1 stadija
bolesti (ordinalna kategorijska varijabla) odreden je Cochrane — Armitageovim testom
za trend. Statisticki znacaj povezanosti distribucije vrijednosti izrazaja gena za CK20 i
dobi (numericka varijabla) odreden je Mann — Whitneyevim U testom. Statisticki znacaj
povezanosti distribucije vrijednosti izraZzaja gena za CK20 u preoperativnim 1

postoperativnim uzorcima odreden je Liddellovim egzaktnim testom.

Krivulje prezivljenja za OS 1 PFS kreirane su Kaplan — Meierovom metodom 1
usporedene izmedu skupina bolesnika pozitivnih i negativnih s obzirom na prisutnost
cirkulirajuéih stanica raka log — rank testom. OS je ra¢unat od dana ukljucenja u

istrazivanje (uzimanje predoperativnog uzorka krvi) do dana smrti povezane s KRK-om.
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PFS je racunat od dana ukljuéenja u istrazivanje (uzimanje predoperativnog uzorka
krvi) do dana progresije bolesti ili smrti povezane s KRK-om. Bolesnici bez progresije i
oni koji nisu umrli zbog KRK-a smatrani su cenzuriranima na dan zadnjeg kontakta s
njima. Istovremeni utjecaj prisutnosti cirkulirajuc¢ih stanica raka i drugih prognostickih
varijabli na OS i PFS odreden je multivarijatnom Coxovom regresijskom analizom. U
multivarijatni model ukljucene su sljedeée varijable: dob, spol, lokalizacija tumora
(kolon ili rektum), patohistoloSka dijagnoza (adenokarcinom ili mucinozni
adenokarcinom), stadij bolesti, preoperativna i postoperativna vrijednost izrazaja gena
za CK20. Sve varijable osim dobi (numericka varijabla) su uklju¢ene u model kao

kategorijske varijable.
Za statisticku obradu 1 analizu koriSten je program MedCalc verzija 10.4.0.0

(MedCalc Software bvba; Mariakerke, Belgija). Kao grani¢na razina statisticke

znacajnosti uzimana je vrijednost p=0,05.
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5. REZULTATI

5.1. Struktura ispitanika

Demografske i klinicke osobitosti 95 bolesnika s KRK-om analiziranih u ovom
istrazivanju prikazane su u Tablici 8. Niti jedan bolesnik koji je ukljucen u istrazivanje
nije primio nikakav oblik sistemske terapije (primjerice, neoadjuvantnu kemoterapiju)
ili radioterapiju prije uzimanja uzoraka krvi za analizu. U svih bolesnika u€injen je
operativni zahvat radi primarnog kolorektalnog tumora nakon §to su uzeti uzorci krvi za
analizu izrazaja CK20. Od 13 bolesnika u kojih su preoperativno ustanovljene udaljene
metastaze (stadij 4), u 3 je u isto vrijeme sa operacijom primarnog tumora ucinjena i
metastazektomija (po 1 bolesnik sa metastazama u jetri, tankom crijevu, odnosno
mokra¢nom mjehuru). U svih ostalih bolesnika su udaljene metastaze bile
neresektabilne, ili je metastazektomija ucinjena tek nakon uzimanja uzoraka krvi za

analizu te stoga navedeni kirurski zahvat nije mogao utjecati na rezultate.
Uz bolesnike analizirana je i kontrolna skupina 23 zdrava dobrovoljca. Medu

zdravim dobrovoljcima bilo je 18 osoba zenskog spola i 5 osoba muskog spola u dobi

od 27 do 61 godine.
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Tablica 8. Karakteristike bolesnika ukljucenih u istrazivanje (N=95)

Kategorija Broj (%)
Spol Muski 57 (60,0%)
Zenski 38 (40,0%)

Dob (u godinama)
Srednja vrijednost (standardna devijacija) | 66 (9,6)
Medijan (raspon) 67 (39 - 86)
Lokalizacija tumora Kolon 51 (53,7%)

Rektum

44 (46,3%)

Patohistoloska dijagnoza
Adenokarcinom

Mucinozni adenokarcinom

85 (89,5%)
10 (10,5%)

AJCC klinic¢ki stadij bolesti
1

2
3
4

22 (23,2%)
30 (31,6%)
30 (31,6%)
13 (13,6%)

Sijelo udaljenih metastaza
Jetra
Mokraéni mjehur
Maternica

Tanko crijevo
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5.2. Izrazaj CK20 u uzorcima krvi ispitanika

Izrazaj CK20 u bolesnika s KRK-om i zdravih dobrovoljaca analiziran je
metodom RT-PCR u stvarnom vremenu i kvantificiran AACt metodom, koristeci
GAPDH kao endogenu kontrolu i cDNA iz stani¢ne linije HT29 kao uzorak za
kalibraciju (Slika 12).
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Slika 12. Izrazaj CK20 u preoperativnim i postoperativnim uzorcima krvi bolesnika s
KRK-om i u uzorcima zdravih dobrovoljaca. Izrazaj CK20 odreden je metodom RT-

PCR u stvarnom vremenu i kvantificiran AACt metodom.
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Grani¢na vrijednost relativnog izrazaja CK20 od 4,44 x10°dobivena je ROC-
analizom usporedbom uzoraka od zdravih dobrovoljaca i uzoraka od bolesnika s KRK-
om. Grani¢na vrijednost je odabrana kao ona vrijednost kod koje je bio najmanji zbroj
udjela laZzno pozitivnih (zdravih davatelja pozitivnih za CK20) 1 udjela lazno negativnih
rezultata (bolesnika negativnih za CK20) (Slika 13). Uz dobivenu grani¢nu vrijednost
od 4,44 x 10 osjetljivost je bila 75,3 % (95%-tni interval pouzdanosti: 68,5 %-81,2 %),
a specifi¢nost 69,6 % (95%-tni interval pouzdanosti: 47,1 %-86,8 %).
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Slika 13. ROC (eng. receiver operating characteristic) krivulja usporedbe relativnog
izrazaja CK20 u bolesnika s KRK-om i zdravih dobrovoljaca na osnovu koje je

odredena granic¢na vrijednost izrazaja CK20.
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Svi uzorci s relativnim izrazajem CK20 iznad grani¢ne vrijednosti smatrani su
pozitivnima. Medu 23 zdrava dobrovoljca, 7 (30,4 %) ih je bilo pozitivno na CK20.
Medu 95 bolesnika sa KRK-om, 69 (72,6%) ih je bilo pozitivno na CK20 prije operacije
(preoperativni uzorak krvi), a 74 (77,9%) ih je bilo pozitivno na CK20 nakon operacije
(postoperativni uzorak krvi). Udio pozitivnih uzoraka bio je statisticki znacajno visi u
uzorcima krvi dobivenima od bolesnika nego u uzorcima dobivenima od zdravih
dobrovoljaca, kako u preoperativnim (Fisherov egzaktni test, p= 0,0004), tako i u

postoperativnim uzorcima krvi (Fisherov egzaktni test, p< 0,0001).

5.3. Usporedba izrazaja CK20 u preoperativnim i postoperativnim uzorcima krvi

bolesnika

Od 95 bolesnika, 6 ih je bilo negativno na CK20 i prije i nakon operacije, 54
pozitivno i prije i nakon operacije, 20 negativno prije i pozitivho nakon operacije, a 15
pozitivno prije i negativno nakon operacije (Tablica 9). Nije bilo statisticki znacajne
razlike izmedu rezultata izrazaja CK20 u preoperativnim i postoperativnim uzorcima
krvi dobivenima od bolesnika oboljelih od KRK-a (Liddellov egzaktni test, p= 0,50).
Razlika izmedu rezultata izrazaja CK20 u preoperativnim i postoperativnim uzorcima
dobivenima od bolesnika nije bila statisticki znacajna niti kada je analizirana za svaki
stadij bolesti zasebno (Liddellov egzaktni test, p= 0,77 za stadij 1, p= 1,00 za stadij 2,
p= 1,27 za stadij 3; McNemarov test, p= 0,13 za stadij 4) (Tablica 9).
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Tablica 9. Vrijednosti CK20 detektirane s pomoc¢u metode RT-PCR u stvarnom
vremenu u uzorcima krvi bolesnika oboljelih od kolorektalnog karcinoma u odnosu na

stadij bolesti

CK20 prije i nakon kirurSkog zahvata / Broj bolesnika (%)
AJCC
dii Poz —
stadi Neg — Neg* | Neg — Poz* | Poz — Neg* Pog UKkupno
0z
1 3 (13,6%) 7 (31,8%) 5(22,7%) 7 (31,8%) 22
2 1 (3,3%) 5(16,7%) 6 (20,0%) 18 (60,0%) 30
3 2 (6,7%) 4 (13,2%) 4 (13,2%) 20 (66,7%) 30
4 0 (0%) 4 (30,8%) 0 (0%) 9 (69,2%) 13
Svi 6 (6,3%) 20 (21,1%) 15 (15,8%) | 54 (56,8%) 95

* Neg — Neg — bolesnici negativni na CK20 prije i nakon operativnog zahvata; Neg —
Poz — bolesnici negativni na CK20 prije, te pozitivni nakon operativnog zahvata; Poz —
Neg — bolesnici pozitivni na CK20 prije, te negativni nakon operativnog zahvata; Poz

— Poz — bolesnici pozitivni na CK20 prije i nakon operativnog zahvata

5.4. Povezanost izrazaja CK20 sa stadijem bolesti

Stadij bolesti odreden je slijede¢i smjernice AJCC u svih 95 bolesnika
ukljucenih u studiju (Tablica 8). Izrazaj CK20 u preoperativnim uzorcima krvi naden je
u 12 od 22 (54,5%) bolesnika stadija 1, 24 od 30 (80,0%) bolesnika stadija 2, 24 od 30
(80,0%) bolesnika stadija 3 te 9 od 13 (69,2%) bolesnika stadija 4 (Tablica 10).
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Tablica 10. Distribucija vrijednosti izrazaja CK20 odredenog metodom RT-PCR u

stvarnom vremenu u odnosu na stadij bolesti bolesnika s KRK-om

CK20 pozitivni uzorci / Broj bolesnika (%)
AJCC stadij
bolesti Prije operativnog Nakon operativnog Ukupno
zahvata zahvata
1 12 (54,5%) 14 (63,6%) 22
2 24 (80,0%) 23 (76,7%) 30
3 24 (80,0%) 24 (80,0%) 30
4 9 (69,2%) 13 (100,0%) 13
1-3 60 (73,2%) 61 (74,4%) 82
Svi 69 (72,6%) 74 (77,9%) 95

Nije nadena statisticki znacajna razlika udjela preoperativno pozitivnih CK20
uzoraka krvi u bolesnika s vi§im stadijem bolesti u odnosu na bolesnike s nizim
stadijem bolesti (Cochran — Armitageov test za trend, x >= 1,54, p= 0,21) (Slika 14).
Takoder, nije nadena statisti¢ki znacajna povezanost izmedu vrijednosti biljega CK20 u
preoperativnim uzorcima krvi 1 prisutnosti udaljenih metastaza (AJCC stadij 4)

(Fisherov egzaktni test, p=0,75).
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p=0,21 (Hi-kvadrat test za trend)
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Slika 14. Postotak bolesnika s pozitivnim izrazajem CK20 u preoperativnim uzorcima

krvi bolesnika s KRK-om u razli¢itim stadijima bolesti po AJCC

Izrazaj CK20 u postoperativnim uzorcima krvi nadena je u 14 od 22 (63,6%)
bolesnika stadija 1, 23 od 30 (76,7%) bolesnika stadija 2, 24 od 30 (80,0%) bolesnika
stadija 3 te 13 od 13 (100,0%) bolesnika stadija 4 (Tablica 10). Vidljiv je statisticki
znacajan trend povecanja udjela postoperativnih uzoraka krvi pozitivnih na CK20 s
poveéanjem stadija bolesti (Cochran — Armitageov test za trend, y°= 5,73, p=0,02), no
nije nadena statisti¢ki znac¢ajna povezanost izmedu vrijednosti CK20 biljega u
postoperativnim uzorcima krvi i prisutnosti udaljenih metastaza (AJCC stadij 4)

(Fisherov egzaktni test, p= 0,07) (Slika 15).
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Slika 15. Postotak bolesnika s pozitivnim izrazajem CK20 u postoperativnim uzorcima

krvi bolesnika s KRK-om u razli¢itim stadijima bolesti po AJCC

5.5. Povezanost izrazaja CK20 s drugim demografskim i klinickim varijablama

Nije nadena statisticki znacajna povezanost izmedu izrazaja CK20 u
preoperativnim uzorcima krvi i dobi bolesnika u trenutku uzimanja uzorka krvi za
analizu (Mann — Whitneyev U test, z=-0,51, p=0,61) (Slika 16). Kod postoperativnih
uzoraka krvi, bolesnici s pozitivnim nalazom CK20 bili su statisti¢ki znacajno stariji
(medijan 69 godina) od bolesnika sa negativnim nalazom CK20 (medijan 63 godine)

(Mann — Whitneyev U test, z=-2,26, p= 0,02) (Slika 17).
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Slika 16. Distribucija dobi bolesnika s KRK-om u razli¢itim skupinama bolesnika s

obzirom na izrazaj CK20 u preoperativnim uzorcima krvi
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Slika 17. Distribucija dobi bolesnika s KRK-om u razli¢itim skupinama bolesnika s

obzirom na izrazaj CK20 u postoperativnim uzorcima krvi

Nije nadena statisticki znacajna povezanost izmedu izrazaja CK20 u
preoperativnim uzorcima krvi i spola (X2 test, X2: 1,86, p=0,17) (Tablica 11). Takoder
nije nadena statisti¢ki znac¢ajna povezanost izmedu izrazaja CK20 u postoperativnim

uzorcima krvi i spola (i test, y*= 0,21, p= 0,65) (Tablica 12).
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Tablica 11. Distribucija bolesnika s KRK-om s obzirom na preoperativni izrazaj CK20

i spol
Spol CK20 pozitivni CK20 negativni ukupno
/ broj (%) / / broj (%) / / broj /
zene 31 (81,6%) 7 (18,4%) 38
muskarci 38 (66,7%) 19 (33,3%) 57
ukupno 69 (72,6%) 26 (27,4%) 95

*nije nadena statisticki znac¢ajna povezanost izmedu distribucije preoperativnih

vrijednosti CK20 i spola (p=0,17)

Tablica 12. Distribucija bolesnika s KRK-om s obzirom na postoperativni izrazaj CK20

1 spol
Spol CK20 pozitivni CK20 negativni ukupno
/ broj (%) / / broj (%) / / broj /
zene 31 (81,6%) 7 (18,4%) 38
muskarci 43 (75,4%) 14 (24,6%) 57
ukupno 74 (77,9%) 21 (22,1%) 95

*nije nadena statisticki znacajna povezanost izmedu distribucije postoperativnih

vrijednosti CK20 i spola (p= 0,65)

Nije nadena statisticki znacajna povezanost izmedu izrazaja CK20 u

preoperativnim uzorcima krvi i smjestaja primarnog tumora (kolon ili rektum) ()(2 test,

x2= 2,55, p=0,11) (Tablica 13). Takoder nije nadena statisticki znacajna povezanost

izmedu izrazaja CK20 u postoperativnim uzorcima krvi i smjestaja primarnog tumora

(kolon ili rektum) (3 test, x*= 0,15, p= 0,70) (Tablica 14).
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Tablica 13. Distribucija bolesnika s KRK-om s obzirom na preoperativni izrazaj CK20

1 smjeStaj primarnog tumora

SmjeStaj CK20 pozitivni CK20 negativni ukupno

primarnog tumora / broj (%) / / broj (%) / / broj /
kolon 41 (80,4%) 10 (19,6%) 51
rektum 28 (63,6%) 16 (36,4%) 44
ukupno 69 (72,6%) 26 (27,4%) 95

*nije nadena statisticki znac¢ajna povezanost izmedu distribucije preoperativnih

vrijednosti CK20 i1 smjestaja primarnog tumora (p=0,11)

Tablica 14. Distribucija bolesnika s KRK-om s obzirom na postoperativni izrazaj CK20

1 smjestaj primarnog tumora

Smjestaj CK20 pozitivni CK20 negativni ukupno

primarnog tumora / broj (%) / / broj (%) / / broj /
kolon 41 (80,4%) 10 (19,6%) 51
rektum 33 (75,0%) 11 (25,0%) 44
ukupno 74 (77,9%) 21 (22,1%) 95

*nije nadena statisticki znacajna povezanost izmedu distribucije postoperativnih

vrijednosti CK20 i smjestaja primarnog tumora (p= 0,70)

Nije nadena statisticki znacajna povezanost izmedu izrazaja CK20 u

preoperativnim uzorcima krvi 1 patohistoloske dijagnoze (adenokarcinom ili mucinozni

adenokarcinom) (Fisherov egzaktni test, p=0,72) (Tablica 15). Takoder nije nadena

statisticki znacajna povezanost izmedu izrazaja CK20 u postoperativnim uzorcima krvi i

patohistoloske dijagnoze (adenokarcinom ili mucinozni adenokarcinom) (Fisherov

egzaktni test, p= 0,45) (Tablica 16).
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Tablica 15. Distribucija bolesnika s KRK-om s obzirom na preoperativni izrazaj CK20

1 patohistolosku dijagnozu

Patohistoloska CK20 pozitivni CK20 negativni ukupno
dijagnoza / broj (%) / / broj (%) / / broj /
adenokarcinom 61 (71,8%) 24 (28,2%) 85
mucinozni
_ 8 (80,0%) 2 (20,0%) 10
adenokarcinom
ukupno 69 (72,6%) 26 (27,4%) 95

*nije nadena statisticki znac¢ajna povezanost izmedu distribucije preoperativnih

vrijednosti CK20 i patohistoloske dijagnoze (p=0,72)

Tablica 16. Distribucija bolesnika s KRK-om s obzirom na postoperativni izrazaj CK20

1 patohistolosku dijagnozu

Patohistoloska CK20 pozitivni CK20 negativni ukupno
dijagnoza / broj (%) / / broj (%) / / broj /
adenokarcinom 65 (76,5%) 20 (23,5%) 85
mucinozni
_ 9 (90,0%) 1 (10,0%) 10
adenokarcinom
ukupno 74 (77,9%) 21 (22,1%) 95

*nije nadena statisticki znacajna povezanost izmedu distribucije postoperativnih

vrijednosti CK20 i patohistoloske dijagnoze (p= 0,45)

5.6. Povezanost izrazaja CK20 s vremenom do progresije bolesti

Uz medijan prac¢enja 50 mjeseci (raspon 1 do 60 mjeseci), u 38 od 95 bolesnika

(40%) doslo je do progresije bolesti ili smrti od KRK-a, dok je 57 bolesnika (60%) bilo
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bez progresije bolesti. Medu bolesnicima s progresijom bolesti i onima koji su
preminuli od KRK-a, 31 (81,6%) je bilo pozitivno na CK20 preoperativno, a 35 (92,1%)
postoperativno, dok je medu bolesnicima bez progresije bolesti bilo 38 (66,7%)
pozitivnih na CK20 preoperativno, a 39 (68,4%) postoperativno. Medijan PFS-a bio je
60 mjeseci i za bolesnike pozitivne na CK20 preoperativno i za one pozitivne na CK20
postoperativno, dok u bolesnika negativnih na CK20 1 preoperativno i postoperativno
PFS nije dosegnut. PFS je bio zna¢ajno kra¢i u bolesnika postoperativno pozitivnih na
CK20 u usporedbi s bolesnicima koji su postoperativno bili negativni na CK20 (p=
0,01, log — rank test), dok statisti¢ki znacajne razlike izmedu preoperativno pozitivnih i
negativnih uzoraka u smislu PFS-a nije bilo (p= 0,12, log — rank test) (Slika 18, Slika
19). Jedini znacajan neovisan prognosticki faktor za PFS u multivarijantnoj analizi bio
je AJCC stadij bolesti (omjer hazarda= 2,72; 95% interval pouzdanosti (95% CI), 1,86 —
4,00; p< 0,0001). Ni preoperativna, niti postoperativna vrijednost CK20 nije u

multivarijatnoj analizi bila izdvojena kao znacajan neovisan prognosticki faktor za PFS.
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Slika 18. Kaplan-Meierove krivulje za prezivljenje bez progresije bolesti u bolesnika s
CK20-negativnim, odnosno CK20-pozitivnim uzorcima krvi sakupljenima prije
operativnog zahvata. Nije bilo statisticki znacajne razlike u prezivljenju bez progresije
izmedu bolesnika s preoperativno negativnim i preoperativno pozitivnim CK20 (p=
0,12; log — rank test) (* CK20 neg. — preoperativni uzroci krvi negativni na CK20;
CK20 poz. — preoperativni uzorci krvi pozitivni na CK20).
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Slika 19. Kaplan-Meierove krivulje za prezivljenje bez progresije bolesti u bolesnika s

CK20-negativnim, odnosno CK20-pozitivnim uzorcima krvi sakupljenima poslije

operativnog zahvata. Bolesnici s CK20-negativnim izorcima krvi imali su statisticki

znacajno dulji PFS (p=0,01; log — rank test) (* CK20 neg. — postoperativni uzroci krvi

negativni na CK20; CK20 poz. — postoperativni uzorci krvi pozitivni na CK20).
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5.7. Povezanost izrazaja CK20 s ukupnim preZivljenjem bolesnika

Uz medijan pracenja 50 mjeseci (raspon 1 do 60 mjeseci), 35 od 95 bolesnika
(36,8%) je preminulo od KRK-a, a 60 (63,2%) ih nije preminulo od KRK-a. Medu
bolesnicima koji su preminuli od KRK-a, 28 (80%) ih je bilo pozitivno na CK20
preoperativno, a 32 (91,4%) postoperativno, dok je medu bolesnicima koji nisu umrli od
KRK-a bilo 41 (68,3%) pozitivnih na CK20 preoperativno, te 42 (70,0%)
postoperativno. Medijan OS-a nije dosegnut niti za jednu skupinu bolesnika (pozitivni
ili negativni na CK20 pre— ili postoperativno). OS je bio znacajno krac¢i u bolesnika
postoperativno pozitivnih na CK20 u usporedbi s bolesnicima koji su postoperativno
bili negativni na CK20 (p= 0,03, log — rank test), dok statisticki znacajne razlike izmedu
preoperativno pozitivnih i negativnih uzoraka u smislu OS-a nije bilo (p= 0,24, log —
rank test) (Slika 13, Slika 14). Jedini zna¢ajan neovisan prognosticki faktor za OS u
multivarijantnoj analizi bio je AJCC stadij bolesti (omjer hazarda= 2,77; 95% CI, 1,87 —
4,12; p< 0,0001). Niti preoperativna, niti postoperativna vrijednost CK20 nije u

multivarijatnoj analizi bila izdvojena kao znacajan neovisan prognosticki faktor za OS.
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Slika 20. Kaplan-Meierove krivulje za ukupno preZivljenje bolesnika s CK20-
negativnim, odnosno CK20-pozitivnim uzorcima krvi sakupljenima prije operativnog

zahvata KRK-a. Nije bilo statisticki zna¢ajne razlike u ukupnom prezivljenju izmedu

bolesnika s preoperativno negativnim i preoperativno pozitivnim CK20 (p= 0,24, log —

rank test) (* CK20 neg. — preoperativni uzroci krvi negativni na CK20; CK20 poz. —

preoperativni uzorci krvi pozitivni na CK20).
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Slika 21. Kaplan-Meierove krivulje za ukupno prezivljenje bolesnika sa CK20-
negativnim, odnosno CK20-pozitivnim uzorcima krvi sakupljenima poslije operativnog
zahvata KRK-a. Bolesnici sa CK20 negativnim uzorcima krvi imali su statisticki
znacajno dulji OS (p= 0,03; log — rank test) (* CK20 neg. — postoperativni uzroci krvi
negativni na CK20; CK20 poz. — postoperativni uzorci krvi pozitivni na CK20).
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6. RASPRAVA

Potencijalna prognosticka vrijednost CK20 detektiranog s pomocu standardne ili
metode RT-PCR u stvarnom vremenu u bolesnika oboljelih od KRK-a, kao surogatni
biljeg cirkuliraju¢ih tumorskih stanica, istrazivana je u nekoliko studija, ali s opre¢nim
rezultatima (90). Prognosticka vrijednost detekcije cirkulirajucih stanica KRK-a temelji
se na hipotezi da cirkulirajuce stanice raka predstavljaju mikrometastaze koje mogu biti
odgovorne za nastanak udaljenih metastaza u bolesnika u kojih je proveden kirurski
zahvat s ciljem izljeCenja. Odredivanje cirkuliraju¢ih tumorskih stanica se istrazuje
prvenstveno kao potencijalni biljeg za rano otkrivanje recidiva i metastaza pri pracenju
bolesnika s KRK-om. Unato¢ napretku u lijecenju, oko 20 —40% bolesnika s KRK-om
u nekom trenutku nakon operativnog zahvata razvije udaljene metastaze ili lokalni
recidiv (82). Identifikacija novih biljega za bolju stratifikaciju rizika u bolesnika
oboljelih od KRK-a od velikog je klinickog znacenja, s obzirom da bi otkrivanje grupe
bolesnika koja ¢e kasnije razviti recidiv bolesti ili udaljene metastaze moglo poboljsati

lijeCenje tih bolesnika.

Prema nekim ranijim studijama, cirkuliraju¢e tumorske stanice su metastatski
prekursori s povecanim malignim potencijalom u usporedbi sa stanicama smjeStenima u
primarnom tumoru (122). Osim CK20, biljezi CEA 1 CK19 su takoder opsezno
istrazivani za RT-PCR detekciju cirkulirajucih stanica KRK-a, ali je prema ranijim
rezultatima njihova klini¢ka upotreba ograni¢ena lazno pozitivnim nalazima u zdravih
dobrovoljaca, a osobito u osoba s upalnim bolestima, budu¢i da izrazaj navedenih
biljega moze biti potaknut citokinima u hematopoeznim stanicama (123). Za razliku od
poticanja izrazaja CK19 i CEA, niti jedan od istraZivanih citokina nije mogao potaknuti
izrazaj CK20 u istom sustavu (97). Medutim, nekoliko je studija, koriste¢i i standardnu i
metodu RT-PCR u stvarnom vremenu izvijestilo o lazno pozitivnim rezultatima u
zdravih doborovljaca i bolesnika s upalnim bolestima i za biljeg CK20 (91, 92, 96 —
103). S obzirom na ¢injenicu da laZzno pozitivni rezultati mogu biti rezultat stabilnog
izrazaja CK20 u granulocitima periferne krvi, u ovom smo istrazivanju koristili
razdvajanje stanica na gradijentu fikola da bi uklonili granulocite iz uzoraka krvi (97).

Unato€ tome, treba biti oprezan prilikom interpretacije pozitivnih rezultata metode RT-
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PCR, ukljucujuéi studije s biljegom CK20 jer pozitivni izrazaj moze biti povezana ne
samo s mikrometastatskim stanicama raka nego i s upalnim stanicama (124). Pojedina
istrazivanja su ukazala da bi analiza biljega mati¢nih stanica raka umjesto ili uz analizu
epitelnih biljega (npr. CK20) mogla poboljsati prognosticku vrijednost detekcije
cirkuliraju¢ih stanica KRK-a (125 — 128). Najistrazivaniji biljeg mati¢nih stanica u tim
istrazivanjima bio je CD133 (125 — 128). Iako je CD133 pokazao obecavajuce rezultate
u tim istraZivanjima, stvarni znacaj cirkuliraju¢ih CD133 pozitivnih stanica nije potpuno
razjasnjen bududi da je pokazano da rak moze nastati od CD133 pozitivnih i od CD133

negativnih stanica KRK-a te da izrazaj CD133 nije ograni¢en na mati¢ne stanice (129).

Prema nasim rezultatima, zna¢ajan udio bolesnika bio je CK20 pozitivan: 69 od
95 bolesnika bilo je pozitivno na CK20 prije, a 74 nakon operacije. Vise od polovine
bolesnika bilo je CK20 pozitivno i prije i nakon operacije. Nasuprot tome, iako je u 10
od 23 zdrava dobrovoljca registriran odreden stupanj izrazaja CK20, RT-PCR u
stvarnom vremenu je kao kvantitativha metoda omogucio precizno odredivanje granicne
vrijednosti CK20 pomazu¢i u razlikovanju izmedu niskih vrijednosti izrazaja CK20 u
kontrolnim uzorcima ti visih vrijednosti izraZaja u uzorcima bolesnika oboljelih od
KRK-a. Kona¢ni rezultati nakon kvantifikacije i odredivanja grani¢ne vrijednosti
pokazali su da je 7 od 23 kontrolna uzorka bilo CK20 pozitivno. U skladu s navedenim
rezultatima, upotreba metode RT-PCR u stvarnom vremenu ima prednosti u odnosu na
standardnu metodu RT-PCR za sli¢ne analize zbog povecéane speficifi¢nosti. Dodatna
potencijalna prednost metode RT-PCR u stvarnom vremenu je mogucnost kvantitativne
usporedbe uzoraka prikupljenih od istog bolesnika u razli¢itim vremenskim to¢kama.
Neke studije su pokazale da takvo odredivanje cirkulirajué¢ih stanica KRK-a u razli¢itim
vremenskim tockama moze biti korisno kao prediktivni biljeg odgovora na sistemsko

lijecenje bolesnika (89, 117).

Koristeéi standardnu i metodu RT-PCR u stvarnom vremenu, u nekoliko je
prethodnih studija istraZzivana moguc¢a povezanost CK20-pozitivnih uzoraka i klinickog
stadija bolesti kao surogatni pokazatelj prognosti¢ke vrijednosti CK20, s obzirom da
stadij bolesti znacajno korelira s prezivljenjem (117). Vecina je studija istrazivala

povezanost preoperativno sakupljenih CK20-pozitivnih uzoraka krvi 1 stadija bolesti u
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bolesnika oboljelih od KRK-a te je u nekim od tih studija dokazan statisiticki znacajan
porast udjela CK20 pozitivnih uzoraka krvi u visem stadiju bolesti (93, 105, 107, 111,
130); medutim, u drugim studijama navedena povezanost nije dokazana (92, 99, 106).
Povezanost pozitivnih CK20 uzoraka krvi sakupljenih intraoperativno i postoperativno s
visim stadijem bolesti u bolesnika oboljelih od KRK-a istrazivana je u manjem broju
studija, takoder s oprecnim rezultatima (89, 98, 104, 110). U naSoj studiji, statisticki
znacajan trend povecanja udjela CK20 pozitivnih bolesnika s porastom stadija bolesti

dobiven je analizom postoperativnih, ali ne i preoperativnih uzoraka krvi.

S obzirom da je povezanost s klinickim stadijem surogatni pokazatelj
prognosticke vrijednosti te da jedino direktna analiza podataka o prezivljenju u studiji s
pracenjem bolesnika moZe pruziti pouzdanu procjenu prognosticke vrijednosti bilo
kojeg biljega, u ovoj studiji pratili smo bolesnike tijekom perioda od minimalno 3
godine kako bismo direktno analizirali prognosti¢ku vrijednost izrazaja CK20 s pomoc¢u
metode RT-PCR. Rezultati drugih sli¢nih studija u kojima je potencijalna prognosticka
vrijednost cirkuliraju¢ih tumorskih stanica direktno analizirana su opre¢ni — dio studija
potvrdio je povezanost prisutnosti cirkuliraju¢ih tumorskih stanica i kraceg OS-a i PFS-
a (91, 105, 108, 112, 113), dok druge nisu potvrdile navedenu povezanost (99, 106, 114,
115). Udio bolesnika pozitivnih na CK20 medu bolesnicima s progresijom bolesti ili
koji su umrli od KRK-a u nasoj studiji bio je visi nego u bolesnika koji su bili bez
znakova bolesti, 1 u preoperativnim (81,6% nasuprot 66,7%) i postoperativnim uzorcima
krvi (92,1% nasuprot 68,4%). Takoder, udio pozitivnih CK20 uzoraka bio je veé¢i medu
bolesnicima koji su umrli od KRK-a nego u bolesnika koji nisu umrli od KRK-a, kako
preoperativno (80,0% nasuprot 68,3%), tako 1 postoperativno (91,4% nasuprot 70,0%).
Statisticka analiza je pokazala da su u bolesnika koji su postoperativno bili CK20-
pozitivni i PFS 1 OS bili znatno kraci, u usporedbi s bolesnicima koji su postoperativno
bili CK20-negativni, dok statisticki znacajne razlike u smislu PFS-a i OS-a izmedu
bolesnika pozitivnih i negativnih na CK20 preoperativno nije bilo. Ni preoperativna niti
postoperativna vrijednost CK20 nisu izdvojene u multivarijantnoj analizi kao znacajan
neovisan prognosticki faktor niti za PFS, niti za OS. Jedini znacajan neovisan

prognosticki faktor za PFS 1 OS bio je AJCC-stadij bolesti.
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Ovi rezultati su u skladu s rezultatima ranijih studija koje su pokazale
prognosti¢ku vrijednost postoperativne, ali ne i preoperativne detekcije cirkulirajuéih
stanica KRK-a (96, 131). Uzevsi u obzir povezanost postoperativno, ali ne i
preoperativno pozitivnih CK20 rezultata s loSijom prognozom, $to je pokazano u nasoj i
u nekoliko ranijih studija, zakljucak je da postoperativni izrazaj CK20 vrlo vjerojatno
ima prognosticku vrijednosti u bolesnika s KRK-om. To govori u prilog tome da su
uzorci krvi dobiveni nakon operacije relevantniji od uzoraka krvi dobivenih prije
operacije za odredivanje cirkuliraju¢ih stanica KRK-a kao prognosti¢kog biljega.
Razlog bi mogao biti da se u postoperativnim uzorcima krvi uz stanice raka koje nastaju
metastatskom diseminacijom primarnog raka mogu detektirati i one stanice raka koje su
dosle u cirkulaciju kao posljedica kirurSke manipulacije. Takoder, postoperativni uzorci
krvi odrazavaju uklanjanje stanica raka iz cirkulacije kao rezultat uspjeSne kurativne

resekcije raka.

U ovom istrazivanju analizirali smo uzorke krvi istih bolesnika s KRK-om
skupljene prije i nakon operacije s ciljem da provjerimo utjece li kirurSka resekcija raka
debelog crijeva na prisutnost stanica raka u krvotoku. Vecina bolesnika (56,8%) je
imala pozitivni izrazaj CK20 preoperativno i postoperativno, a samo je 6,3% bolesnika
bilo negativno na CK20 i prije i nakon operativnog zahvata. Ovi podaci naglasavaju
¢injenicu da u znacajnog broja bolesnika sam kirurski zahvat nije dovoljan da u
potpunosti eliminira sve tumorske stanice, s obzirom da neke od njih uspijevaju izbjeci
imunoloski odgovor i prezivjeti u cirkulaciji, ¢ak i u stadiju I bolesti (7 bolesnika stadija
I bilo je pozitivno na CK20 i prije i nakon operacije). Negativni izrazaj CK20 i
preoperativno 1 postoperativno je rijedak, osobito u visem stadiju bolesti (u nasoj grupi
bolesnika, niti jedan bolesnik stadija IV nije bio negativan na CK20 1 prije i nakon

operacije, dok je u stadiju III bilo samo dvoje takvih bolesnika).

Od 69 bolesnika koji su bili pozitivni na CK20 prije operacije, 15 (21,7%) ih je
postalo negativno nakon kirurS§kog zahvata, vjerojatno kao posljedica uklanjanja
tumorskih stanica iz cirkulacije nakon kurativne resekcije tumora. Prema nekoliko
studija, navedena pojava mogla bi biti biljeg dobre prognoze (96, 132). U studija Uena i

suradnika, gotovo su dvije tre¢ine (62%) bolesnika koji su bili pozitivni na cirkulirajuce
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stanice KRK-a prije operacije postale negativne na iste postoperativno, te je navedena
podgrupa bolesnika imala znatno dulje vrijeme do povrata bolesti od bolesnika u kojih
su cirkulirajuce stanice nadene 1 prije i nakon operacije (133). Nasi rezultati u skladu su
s rezultatima Patela i suradnika, koji su prikazali smanjenu vjerojatnost postoperativno
negativne vrijednosti CK20 u bolesnika koji su preoperativno bili CK20 pozitivni s

porastom stadija bolesti (98).

U ovom istrazivanju je znacajan udio preoperativno CK20 negativnih bolesnika
postao CK20 pozitivan nakon operacije (20 od 26). Preoperativno pozitivni uzorci krvi
odrazavaju opterecenje tumorom, dok bi stanice raka detektirane u postoperativnim
uzorcima mogle, osobito u bolesnika koji su imali negativan izrazaj CK20
preoperativno, biti rezultat rasipanja tumorskih stanica u cirkulaciju kao posljedica
kirur§ke manipulacije. Prema nekoliko autora, znacajno povisen izrazaj biljega CEA i
CK20 u postoperativnim uzorcima krvi u odnosu na preoperativne uzorke je ¢est nalaz,
a povisen izrazaj povezana je s loS§ijom prognozom, §to govori u prilog da kirurska
manipulacija u KRK-u moze dovesti do rasipanja tumorskih stanica u cirkulaciju (115,
132). Neka istrazivanja sugeriraju da bi razlika u detekciji cirkuliraju¢ih stanica raka
prije i nakon operacije djelomi¢no mogao biti objasnjena stohastickim mehanizmima.
Navedeni stohasticki mehanizmi opisani su u melanoma kao objaSnjenje rezultata koji
su pokazali da su medu uzorcima krvi istog melanomskog bolesnika uzimanima u
vremenskim razmacima od po 2 sata neki bili pozitivni, a neki negativni na tirozinazu
kao specifi¢an biljeg za detekciju cirkuliraju¢ih melanomskih stanica metodom RT-PCR
(133). Kako bi objasnili dobivene rezultate autori su ponudili objasnjenje temeljeno na
stohastickom modelu metastatskog procesa po kojem se tumorske stanice otpustaju u
cirkulaciju nasumicno 1 diskontinuirano (134). Navedeni stohasticki mehanizmi
objasnjeni su kod melanoma, no zakljuéci vezani uz relevantnost tih mehanizama kod

KRK-a zahtijevaju daljnja istrazivanja.

U zakljucku, CK20 se moze koristiti kao prognosticki biljeg u bolesnika
oboljelih od KRK-a budu¢i da su bolesnici sa postoperativno pozitivnim izrazajem
navedenog biljega imali statisticki znacajno kra¢i OS 1 PFS. U klini¢koj praksi, izrazaj

CK20 mogao bi biti znacajan faktor u odlucivanju o terapijskim opcijama u bolesnika
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oboljelih od KRK-a. U sluc¢ajevima kad je dostupno vise terapijskih opcija, bolesnici s
postoperativno pozitivnim izrazajem CK20 mogli bi biti kandidati za agresivnije
lijeenje. Navedeno bi moglo biti osobito vazno u karcinomu kolona stadija 2, gdje nije
do kraja definirana uloga 1 opravdanost primjene adjuvantne kemoterapije. Do sada
zapazeni rizi¢ni ¢imbenici za povrat bolesti su slabo diferencirana histologija tumora,
limfaticka i vaskularna invazija, opstrukcija crijeva, manje od 12 pregledanih limfnih
¢vorova, perineuralna invazija, lokalizirana perforacija te bliski, intermedijarni ili
pozitivni kirurski rubovi. Bolesnici u kojih je prisutan barem jedan od navedenih
rizi¢nih ¢imbenika su kandidati za adjuvantnu kemoterapiju u karcinomu kolona stadija
2. Prognosticku vrijednost pozitivnog izrazaja CK20 potrebno je dalje istrazivati. Prema
nasSim rezultatima CK20 bi mogao biti ukljucen u skupinu ¢imbenika visokog rizika za
odredivanje terapijskih opcija u KRK-u stadija 2. Predlazemo klini¢ko istrazivanje u
kojem bi se odredivao postoperativni izrazaj CK20 kao biljeg cirkuliraju¢ih stanica
KRK-a u svih bolesnika u kojih je provedeno primarno kirursko lijecenje i, ako je
moguce, primjenilo agresivnije lijecenje s ciljem smanjenja rizika povrata bolesti u
bolesnika u kojih se utvrdi nalaz CK20 bez obzira na stadij bolesti (primjerice, u CK20
pozitivnih bolesnika protokoli FOLFOX, CapeOx ili FLOX trebali bi se u stadiju 3
bolesti primijeniti umjesto kombinacije fluorouracila i leukovorina). U slu¢ajevima
kada ne postoje viSestruke terapijske mogucnosti, bolesnici bi trebali biti pazljivo i
redovito praceni, da bi se moguc¢i recidiv ili udaljena diseminacija bolesti otkrili §to
ranije, te posljedi¢no ranije primijenilo odgovarajuce lijecenje. Takav pristup mogao bi
poboljsati prognozu ovih bolesnika, jer bi u sluc¢aju recidiva olak§ao mogucéu
reoperaciju primarnog tumora, a u slucaju diseminacije bolesti povecao vjerojatnost

izvedivosti metastazektomije.
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7. ZAKLJUCAK

Dobiveni rezultati potvrdili su pocetnu hipotezu ovog istrazivanja da je
prisutnost cirkulirajucih stanica raka debelog crijeva u krvi otkrivenih analizom izrazaja
gena za CK20 kao specifi¢nog biljega povezana s kra¢im prezivljenjem i krac¢im
razdobljem do progresije bolesti u bolesnika s rakom debelog crijeva. Prema nasim
najboljim saznanjima, ovo je prvo istraZivanje koje je ispitalo ulogu CK20 kao
prognostickog biljega u KRK-u analizom i preoperativnih i postoperativnih uzoraka
krvi metodom RT-PCR u realnom vremenu uz pra¢enje bolesnika nakon operativnog

zahvata KRK-a.

Vezano uz specificne ciljeve ovog istrazivanja, zakljucci su sljedeci:

1. izrazaj gena za CK20 potvrdio je vrijednost kao biljega za otkrivanje
cirkulirajuéih stanica KRK-a metodom RT-PCR u stvarnom vremenu;

2. nije bilo razlike u OS-u niti u PFS-u izmedu bolesnika s pozitivnim 1 negativnim
nalazom CK20-cirkuliraju¢ih stanica u preoperativnim uzorcima krvi,

3. OS i PFS bili su statisticki znacajno kra¢i u bolesnika s KRK-om u kojih su
nadene CK20 pozitivne cirkulirajuée stanice u postoperativnim uzorcima krvi;,

4. analiza uzoraka krvi dobivenih prije i poslije operacije pokazala je da kirurSka
resekcija raka debelog crijeva u nekih bolesnika moze smanjiti, a u drugih

povecati vjerojatnost detekcije stanica raka u krvotoku.
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8. SAZETAK

Citokeratin 20 (CK20) jedan je od najistrazivanijih biljega za detekciju
cirkulirajué¢ih tumorskih stanica. Detekcija cirkuliraju¢ih tumorskih stanica pomocu
lan¢ane reakcije polimerazom nakon reverzne transkripcije (RT-PCR) istrazivana je kao
prognosticki biljeg u bolesnika oboljelih od raka debelog crijeva u nekoliko studija, ali
za sada s opre¢nim rezultatima u pogledu prognosticke vrijednosti. Osnovni cilj ovog
istrazivanja bio je odrediti prognosticku vrijednost detekcije cirkulirajucih stanica

metodom RT-PCR za biljeg CK20.

Ribonukleinska kiselina (RNA) je izolirana iz mononuklearne frakcije uzoraka
krvi dobivenih od 95 bolesnika s rakom deblog crijeva prije i nakon operativnog
zahvata te od 23 zdrava dobrovoljca. Izrazaj CK20 odreden je metodom RT-PCR u

stvarnom vremenu.

Medu 23 zdrava dobrovoljca, sedam ih je bilo pozitivho na CK20. Medu 95
bolesnika oboljelih od kolorektalnog karcinoma, 69 ih je bilo pozitivno na CK20 prije, a
74 nakon operacije. Petnaest bolesnika pozitivnih prije operacije postalo je negativno
nakon zahvata, dok je 20 bolesnika koji su preoperativno bili CK20 negativni postalo
pozitivno postoperativno. Povec¢an udio CK20 pozitivnih uzoraka u visim stadijima
bolesti uocen je kod postoperativnih, ali ne 1 preoperativnih uzoraka krvi. Bolesnici koji
su postoperativno bili CK20 pozitivni imali su statisticki znac¢ajano kraée vrijeme do
progresije bolesti (PFS) 1 ukupno prezivljenje (OS) u usporedbi s bolesnicima
negativnima na CK20 postoperativno, dok razlika izmedu CK20 pozitivnih i negativnih

bolesnika preoperativno nije bila statisticki znacajna u pogledu PFS-a i OS-a.

Navedeni rezultati pokazuju da CK20 kao biljeg cirkulirajucih stanica raka ima
prognosti¢ku vrijednost u bolesnika oboljelih od kolorektalnog karcinoma. U
slucajevima kada je prisutno vise mogucih terapijskih opcija, bolesnici s pozitivnim

postoperativnim izrazajem CK20 bi mogli biti kandidati za agresivnije lijecenje.
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9. SUMMARY

Cytokeratin 20 (CK20) is one of the most investigated markers for the detection
of circulating cancer cells. Detection of circulating cancer cells by reverse transcription
polymerase chain reaction (RT-PCR) was studied as prognostic marker in colorectal
cancer patients in several studies, but so far with conflicting results regarding its
prognostic value. Primary aim of this study was to evaluate prognostic value of RT-

PCR detection of circulating colorectal cancer cells using CK20 as a marker.

Ribonucleic acid (RNA) was isolated from mononuclear cell fraction of blood
samples taken from 95 colorectal cancer patients before and after tumor resection, and

from 23 healthy volunteers, and assayed by real-time RT-PCR for CK20 expression.

Among 23 healthy volunteers, seven were positive for CK20. Among 95
colorectal cancer patients, 69 were positive for CK20 before, and 74 after surgery.
Fifteen patients positive before surgery became negative after surgery, while 20 patients
negative before surgery became positive after surgery. Increase in the proportion of
CK20 positive samples with increasing stage of disease was observed for postoperative,
but not for preoperative blood samples. In patients positive for CK20 postoperatively,
both progression-free survival (PFS) and overall survival (OS) were statistically
significantly shorter in comparison to patients negative for CK20 postoperatively and
difference between patients CK20 positive and negative preoperatively was not

statistically significant in terms neither PFS nor OS.

Our results have shown that CK20 as marker for detection of circulating cancer
cells has a prognostic value in colorectal cancer patients. In cases where multiple
treatment options are possible, patients with positive postoperative CK20 expression

could be candidates for more aggressive treatment.

Keywords: biological tumor markers; circulating cancer cells; colorectal cancer;

cytokeratin-20; reverse transcriptase polymerase chain reaction.
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Cytokeratin-20 positive cells in blood of colorectal cancer patients as a prognostic

marker (Davor Kust, 2016.)
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