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Odredivanje polimorfizama gena za glutation transferazu i biohemijskih

markera kod bolesnika sa kolorektalnim karcinomom

SAZETAK

Uvod Kolorektalni karcinom (KRK) je drugi najc¢esS¢i karcinom u opstoj
populaciji, posle karcinoma plu¢a kod muskaraca i karcinoma dojke kod Zena.
Glutation transferaze (GST) su familija enzima koji su ukljueni u proces
detoksikacije heterociklicnih amina i policiklicnih aromati¢nih ugljovodonika,
koji su prepoznati faktori rizika u razvoju KRK. Polimorfizmi GST cesto dovode
do potpunog odsustva ili izmenjene enzimske aktivnosti, Sto moze imati efekat
na nastanak KRK-a. Pored ranog otkrivanja, prepoznavanja faktora rizika, u
svakodnevnoj klini¢koj praksi od velikog je znacaja i pravovremena procena
stadijuma bolesti. U proceni stadijuma bolesti kao i u klinickom pracenju
bolesnika, razli¢iti biohemijski markeri i parametri sistemske inflamacije
svakodnevno se koriste.

Cilj Cilj istrazivanja bio je da se ispita uticaj genskog polimorfizma gena za GST
na rizik za nastanak KRK, moguca povezanost izmedu polimorfizma gena za GST
i biohemijskih i fenotipskih karakteristika tumora, ukljucujuéi tip, stadijum i
gradus KRK, kao i ispitivanje potencijalnog prognostickog znacaja GST kod
bolesnika sa KRK. Pored toga, cilj istrazivanja bio je ispitivanje dijagnosticke
efikasnosti preoperativnih vrednosti karcinoembriogenog antigena (CEA) kao i
karbohidratnog antigena (CA 19-9) kao i parametara sistemske inflamacije u
proceni stadijuma bolesti.

Materijal i metode U istraZivanje je bilo uklju¢eno 523 bolesnika sa
histopatoloski potvrdenom dijagnozom kolorektalnog karcinoma koji su leceni
na Klinici za digestivnu hirurgiju - Prva hirurska klinika Klinickog centra Srbije u
Beogradu, dok je kontrolnu grupu cinilo 400 po uzrastu (* 2 godine) i polu
uparenih ispitanika, bez verifikovanog malignog oboljenja. Prisustvo delecionih
polimorfizama GSTM1 i GSTT1 ispitivano je PCR (engl polymerase chain
reaction) metodom. Pojedinacni nukleotidni polimorfizmi GST A1l i P1 ispitivani
su RFLP (eng. restriction fragment length polymorphism) metodom. Biohemijski

markeri odredivani su elektrohemiluminescentnom analizom (ECL), dok su



parametri sistemske inflamacije odredivani elektricnom impedancom (Coulter
princip).

Rezultati Povezanost individualnog GST genotipa i rizika za nastanak KRK
uoCena je kod pacijenata sa GSTT1-nultim i GSTPI1-varijantnim genotipom
(p=0.050 i p=0.016). Pored toga, statisticki znacajna povezanost sa rizikom za
nastanak KRK uocena je i kod nosilaca kombinacije GSTP1-varijantnog i bilo kog
od preostala tri GST genotipa. StaviSe, nosioci GSTMI-nultog/GSTT1-
nultog/GSTA1-smanjene aktivnosti/GSTP1-varijantnog genotipa su u 2.71-puta
vecem riziku za nastanak KRK u odnosu na pripadnike kontrolne grupe (p =
0.037). Nadalje statisticki znacajna razlika u vrednostima CEA i CA 19-9 uocena
je izmedu razlicitih stadijuma KRK (p<0.01), i uoCeno je da pacijenti kod kojih
postoji uznapredovala bolest imaju vrednosti CEA viSe od 3.5ng/mL, odnosno
vrednosti CA 19-9 viSe od 5.5 U/ml. Pored toga, pacijenti sa KRK imaju statisticki
znacajno viSe vrednosti parametara sistemske inflamacije u odnosu na kontrolnu
grupu (p<0.01).

Zakljuc¢ak GST polimorfizmi imaju znacajnu ulogu u procesu nastanka KRK.
Dodatno, nosioci kominovanog GSTMI1-nultog/GSTTI1-nultog/GSTA1-smanjene
aktivnosti/GSTP1-varijantnog genotipa imaju vecu sklonost za nastanak KRK.
Biohemijski markeri mogu biti od koristi u postavljanju dijagnoze i ranom
prepoznavanju razli¢itih stadijuma KRK, te mogu doprineti ranom otkrivanju i
pravovremenom lecenju ovih bolesnika.

Kljuéne reci: glutation transferaze, polimorfizmi, kolorektalni karcinom,
karcinogeneza, biohemijski markeri, CA 19-9, CEA, sistemska inflamacija

Naucna oblast: Medicina

UZa naucna oblast: Molekularna medicina



Determination of glutathione transferase genetic polymorphisms and

biochemical markers in colorectal cancer patients

Abstract

Introduction Glutathione transferases (GSTs) are xenobiotic-conjugating
enzymes involved in the detoxification of both heterocyclic aromatic amines and
polycyclic aromatic hydrocarbons, widely recognized risk factors for colorectal
cancer (CRC) development. Polymorphisms in GSTs often lead to alteration or
complete lack of enzyme activity, which might have an effect on CRC
carcinogenesis. Adequate diagnosis of CRC development and progression is of
great importance. Hence in everyday clinical practice biochemical markes as well
as parameters of systemic infllamtaion are often used.

Aim The aim of this study was to investigate GST gene variants as risk factors in
patients with CRC, as well as to investigate biochemical markers and parameters
of systemic inflammation as tools for assessment of tumor characteristics in
newly diagnosed CRC patients.

Material and methods A total of 523 CRC patients administered for surgical
resection and 400 matched controls were included. Deletion polymorphisms of
GSTM1 and GSTT1 were investigated by polymerase chain reaction. Single
nucleotide polymorphisms of GST A1 and GSTP1 were investigated by restriction
fragment length polymorphism method. Biochemical markers were investigated
with ellectrochemiluminesce, whereas electric impedance was used for
assessment of parameters of systemic inflammation.

Results The association between GST genotype and risk of CRC development
was found in carriers of GSTT1-null and GSTP1-variant genotypes individually (p
= 0.050 and p=0.016, respectively). Furthermore, statistically significant
association was found when combination of GSTP1-variant genotype with any of
other three common GST genotypes was analyzed with respect to CRC
susceptibility. Additionally, patients with combined GSTM1-null/GSTT1-
null/GSTA1 low-activity/GSTP1-variant genotype showed 2.71-fold increased
risk of developing CRC (p = 0.037). Moreover statistically significant difference

was noted in values of CEA and CA 19-9 in different stages of CRC patients,



suggesting that pateints with more advanced disease have CEA values higher
than 3.5ng/ml and CA 19-9 values higher than 5.5 U/ml. Likewise patients with
CRC had statistically higher values of parameters of systemic inflammation when
compared to healthy controls (p<0.01).

Conclusions This study supports hypothesis that GST polymorphisms might
contribute to the process of CRC development. Additionally, GSTM1-null/ GSTT1-
null/ GSTA1 low-activity/ GSTP1-variant genotype could be combination of GST
genotypes whose carriers are more prone to CRC development. Moreover,
biochemical markers as well as parametres of systemic inflammation can be
useful in timely diagnosis establishment.

Keywords glutathione transferases, polymorphism, colorectal cancer,
carcinogenesis, biochemical markers, CA 19-9, CEA, systemic inflammation
Scientific field: Medicine

Scientific subfield: Molecular medicine
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Odredivanje polimorfizama gena za glutation transferazu i biohemijskih markera kod bolesnika sa kolorektalnim karcinomom

1.1. KOLOREKTALNI KARCINOM

Kolorektalni karcinom (KRK) je najceS¢i gastrointestinalni karcinom u
opStoj populaciji. Iako je u poslednjih par godina zabeleZen pad incidence i
mortaliteta od KRK, prema podacima ,Globocan”-a, karcinom kolorektuma je i
dalje drugi vodeci malignitet u Zenskoj (iza karcinoma dojke) i muskoj populaciji u
(iza karcinoma pluca) Republici Srbiji. Stopa mortaliteta kod muskaraca je veca za
15%, a kod Zena za 19% od stope mortaliteta u zemljama Evropske unije, dok

standardizovana stopa mortaliteta u Republici Srbiji iznosi 16,6 na 100,000 (1).

1.1.1. EPIDEMIOLOGIJA KOLOREKTALNOG KARCINOMA

Epidemioloske studije iz 2019 god. beleze da je KRK tre¢i najcesci
karcinom u SAD, sa 101.420 novootkrivenih slucajeva karcinoma kolona i 44.190
novootkrivenih slucajeva karcinoma rektuma godiSnje (2). Uprkos evidentnom
trendu smanjenog obolevanja od ovog maligniteta, Americko udruZenje za
ispitivanje kancera (AJCC) procenjuje da na globalnom nivou, svake godine od KRK
oboli 1.8 miliona ljudi, a da je u 2018. godini KRK bio odgovoran za vise od 800.000
smrtnih slucajeva. Uticaj ove bolesti na javno zdravlje ogleda se u podatku da je
tokom zivota 1 od 18 muskaraca i 1 od 20 Zena, pod rizikom razvije kolorektalni

karcinom (3).

Incidenca obolevanja varira u odnosu na geografsko podrucje pa je tako
najviSa u Australiji i Novom Zelandu, (44.8 za muskarce i 32.2 za Zene na 100.000
stanovnika), a najniZa u Zapadnoj Africi (4.5 za musSkarce odnosno 3.8 za Zene na
100.000). Nadalje i stopa mortaliteta varira, od centralne i isto¢ne Evrope gde je

najvisa, do Zapadne Afrike gde se beleZi najniZa stopa mortaliteta (3) .
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Figura 1. Geografska distribucija incidence kolorektalnog karcinoma na 100.000
osoba oba pola u celom svetu - GLOBOCAN 2012 (preuzeto sa GLOBOCAN 2012
(IARC), http://globocan.iarc.fr/)

Incidenca obolevanja razlikuje se i izmedu afroamerikanaca, belaca i azijata.
Naime, visa incidenca zabeleZena je kod afroamerikanaca u odnosu na ostale.
Epidemioloske studije beleze i da hispano-amerikanci imaju najniZe stope
obolevanja od ovog maligniteta.

Rizik obolevanja od kolorektalnog karcinoma razlikuje se i u odnosu na
primarnu lokalizaciju maligniteta i raste sa godinama starosti, te je proksimalni
kolorektalni karcinom, tj. desnostrani karcinom ¢es$¢i kod pacijenata starijih od 65

godina, Zena i afroamerikanaca (4).
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Figura 2. Incidenca karcinoma kolona prema razli¢itim geografskim lokalizacijama
razdvojena po polovima; (preuzeto sa GLOBOCAN 2018 (IARC),
http://globocan.iarc.fr/)

Incidenca proksimalnog (desnostranog) kolorektalnog karcinoma u SAD u
periodu izmedu 1999. i 2004. godine (21.8/100.000), bila je ve¢a u odnosu na
tumore druge lokalizacije, distalni kolon (13/100.000) i rektum (14.1/100.000)

(4).
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1.1.2. ETIOLOGIJA KOLOREKTALNOG KARCINOMA

Razliciti faktori rizika prepoznati su kod bolesnika sa KRK. Neki od njih kao
Sto su godine i genetski faktori oznaceni su kao nepromenljivi, ali za razliku od
veCine drugih maligniteta, kod KRK postoji i znacajan uticaj tzv. promenljivih
faktora, odnosno faktora sredine koji znacajno doprinose nastanku i razvoju ove

bolesti.
1.1.2.1. Nepromenljivi faktori rizika
1.1.2.1.1. Godine

Godine Zivota su prepoznate kao znacajan faktor rizika obolevanja od KRK.
Verovatnoc¢a obolevanja od KRK raste posle 40 godine, sa visSe od 90%
dijagnostikovanih posle 50-te godine Zivota. S obzirom da je ovaj rizik prepoznat u
celom svetu, u nasoj zemlji je prema preporukama Svetske zdravstene organizacije
(WHO) u programu ranog otkrivanja (,,screening” eng.) obavezan endoskopski

pregled debelog creva u populaciji starijoj od 50 godina (5).
1.1.2.1.2. Inflamatorne bolesti creva

U inflamatorne bolesti creva spadaju ulcerozni kolitis (UC) i Kronova bolest
(KB). Ulcerozni kolitis karakteriSe inlamacija mukoze rektuma i kolona, dok
Kronova bolest moze da zahvati bilo koji deo digestivne cevi i karakteriSe je
inflamacija koja zahvata sve histoloske slojeve creva od mukoze do seroze.
Pacijenti sa UK ili KB imaju od 4 do 10 puta vecu verovatnocu od obolevanja od
KRK-a, te je trogodisnji pregled debelog creva ovih bolesnika obavezan, kako u

pracenju osnovne bolesti tako i u programu ranog otkrivanja KRK (5).
1.1.2.1.3. Adenomatozni polipi

Kolorektalni polipi su prekursorske lezije za nastanak KRK. Smatra se da se
oko 95% karcinoma razvije iz prethodno postojeceg polipa, a da sam proces
karcinogeneze traje od oko 5 do 10 godina. Samim tim pravovremeno otkrivanje i

uklanjanje ovih lezija znacajno smanjuje rizik od obolevanja od KRK (6).
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1.1.2.1.4. Porodi¢na anamneza

lako se najveci broj KRK uocava kod bolesnika bez postojanja porodi¢ne
anamneze o KRK, pozitivha anamneza predstavlja znacajan faktor rizika. Pacijenti
sa pozitivnom porodicnom anamnezom imaju 2-3 puta veci rizik za razvoj
kolorektalnog karcinoma u toku Zivota. Ovaj rizik je jo$S veci kod pacijenata sa
ve¢im brojem obolelih srodnika, kao i kod pacijenata Ciji su oboleli srodnici u

trenutku postavljanja dijagnoze bili mladi od 60 godina (7).
1.1.2.1.5. Nasledne bolesti

Najcesc¢a nasledna oboljenja koja dovode do nastanka KRK su familijarna
adenomatozna polipoza (FAP) i hereditarni nepolipozni kolorektalni karcinom
(HNPCC) koji se joS naziva i Lynch sindrom. Pored toga u prepoznata nasledna
oboljenja koja mogu dovesti do nastanka KRK spadaju i Peutz-Jeghers sindrom
(PJS), juvenilna polipoza, MUTYH polipoza, kao i Krownkit-Kanada sindrom i drugi.

1.1.2.1.5.1.FAP

Klinicke karakteristike FAP-a podrazumevaju postojanje multiplih
adenomatoznih polipa, ¢iji broj varira u proseku od 100, pa i do 1000 kod nekih
bolesnika. Smatra se da polipi nastaju usled mutacije tumor supresorskog gena
APC (adenomatous polyposis coli, eng.). APC-om uzrokovana polipoza preteZzno se
nasleduje autozomno dominantno, te oko 80% bolesnika ima jednog od roditelja
sa FAP. Imajudi u vidu prethodni podatak, namece se zakljuak da je apsolutno
neophodno genetsko testiranje ovih individua. Najveci broj bolesnika sa FAP-om
ukoliko prethodno nije leCen, ve¢ u 40-tim godinama Zivota, podvrgava se totalnoj
kolektomiji usled maligne alteracije polipa. Dijagnosticki kriterijumi za FAP
ukljuCuju: postojanje najmanje 100 kolorektalnih adenomatoznih polipa, mutaciju
APC gena i porodi¢nu anamnezu za FAP.

Gardnerov sindrom je podvarijanta FAP, gde pacijenti pored FAP imaju i
epidermoidne ciste, osteome, dezmoidne tumore i dentalne anomalije. Turcot

sindrom je joS jedna podvarijanta koja podrazumeva postojanje tumora mozga (8).
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1.1.2.1.5.2. HNPCC (hereditarni nepolipozni kolorektalni karcinom)—
Lynch sindrom

HNPCC karakteriSu mutacije MLH1 i MSHZ gena, koje su takode povezane sa
povecanim rizikom od nastanka drugih karcinoma, poput uterusa, pankreasa,
bubrega i uretera, kao i karcinomima Zeluca i tankog creva. Pacijenti sa Lynch
sindromom ceS¢e imaju mucinozne, slabo diferentovane karcinome desnog kolona
i najcesSce se javljaju kod mladih. Dijagnoza Lynch sindroma uspostavlja se nakon

ispunjavanja Amsterdamski kriterijuma i revidiranih Bethesda kriterijuma (8).

1.1.2.1.5.3. Peutz-Jeghers sindrom

Peutz-Jeghers sindrom je autozomno dominatno oboljenje koje karakteriSe
postojanje hamartoznih polipa gastrointestinalnog trakta, pigmentovane
mukokutane promene i povecan rizik kako od gastrointestinalnih tako i drugih
maligniteta. Kumulativni rizik od nastanka KRK je oko 40%, ali i dalje je predmet
ispitivanja da li maligna transformacija nastaje od hamartoznih polipa, s obzirom
da se njihova displazija izuzetno retko srece. Kod ovih bolesnika uocava se

mutacija gena STK11 (8).

1.1.2.1.5.4. Juvenilna polipoza

Dijagnoza juvenilne polipoze podrazumeva prisustvo:5 juvenilnih polipa u
kolonu i rektumu, juvenilne polipe u ¢itavom gastrointestinalnom traktu ili bilo
koji broj juvenilnih polipa u gastrointestinalnom traktu i pozitivhu porodi¢nu
anamnezu. Sli¢no PJS i juvenilna polipoza se nasleduje autozomno dominantno, a
kumulativni rizik od nastanka KRK je oko 40%. Medutim u ovim polipima za
razliku od PJS, Cesto se uocava displazija, a 50% bolesnika ima mutaciju SMAD4 ili

BMPR1A gena (8).
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1.1.2.1.5.5. MUTYH-povezana polipoza (MAP)

MUTYH-povezana polipoza (MAP) je autozomno recesivna polipoza koja
nastaje usled mutacije MUTYH gena. MUTYH kodira BER enzim odgovoran za
spreCavanje mutacija koje se deSavaju usled oksidativnog oStecenja
dezoksiribonukleinske kiseline (DNK). Pacijenti sa MAP najceS¢e imaju vise od 10

sinhronih kolorektalnih adenoma i nekoliko stotina polipa (8).

1.1.2.1.5.6. Seratna polipoza

Izuzetno retko oboljenje, koje je ranije bilo poznato pod nazivom
hiperplasti¢na polipoza, ali je po novoj klasifikaciji WHO preimenovano u seratnu
polipozu. KarakteriSu ga multipli seratni polipi kolona, a dijagnoza se postavlja ako
se nade: 5 i viSe seratnih polipa proksimalno od sigmoidnog kolona, od kojih su 2
veca od 10mm, seratni polipi proksimalno od sigmoidnog kolona kod osoba koje
imaju prvu generaciju srodnika sa seratnom polipozom, viSe od 20 seratnih polipa

bez obzira na velicinu (8).

1.1.2.2. Faktori rizika spoljasnje sredine

KRK spada u grupu karcinoma gde postoji veliki broj prepoznatih faktora
sredine koji doprinose njegovom nastajanju, te se u teoriji veliki broj obolelih,

moZe vremenom smanjiti nakon modifikacije Zivotnog stila.

1.1.2.2.1. Ishrana

Brojne studije pokazale su da ishrana ima uticaj na rizik od obolevanja od
KRK, te da modifikacija ishrane moze da dovede do smanjenja rizika od obolevanja
za Cak 70%. Ishrana bogata mastima, kao i crvenim mesom navodi se kao znacajan
faktor rizika za nastanak ove bolesti. Takode ishrana siromasna vo¢em i povréem

predstavlja dodatan faktor rizika za nastanak KRK-a (6).
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1.1.2.2.2. Fizicka aktivnost

Nekoliko studija ukazuje je da redovna fizicka aktivnost i zdrava ishrana
doprinose smanjenju rizika obolevanja od KRK-a. Nedostatak fizicke aktivnosti i
kod Zena i kod muskaraca, povezan je sa postojanjem gojaznosti koja je takode
prepzonata kao faktor rizika za KRK. Sa porastom BMI (body mas index, eng.) za
jednu jedinicu, rizik od KRK raste za 2-3%. Nivo estrogena, smanjena insulinska
senzitivnost, smatraju se odgovornim za povecanje rizika od maligniteta kod

gojaznih (9).

1.1.2.2.3. PuSenje

Rezultati razliitih istrazivanja ukazuju da je puSenje faktor rizika za
nastanak KRK-a te da je oko 12% mortaliteta od KRK povezano sa puSenjem.
Duvanski dim je prepoznat kao faktor rizika za nastanak, ali takode i faktor koji
utiCe na brzinu razvoja i rasta polipa koji su prekursori karcinoma. Veliki polipi
lokalizovani u kolonu i rektumu povezani su sa viSegodiSnjim puSenjem. Takode
rezultati brojih istrazivanja pokazuju da se KRK javlja kod puSaca znacajno ranije

nego u nepusaca (8).

1.1.2.2.4. Alkohol

Kao znacajan faktor rizika u procesu karcinogeneze KRK prepoznat je i
alkohol. Najpre, kao direktni karcinogeni smatraju se acetaldehidi koji nastaju u
procesima degradacije alkohola. Pored toga, alkohol je prepoznat kao indirektan
faktor rizika u procesu karcinogeneze KRK, gde se uocava jasna interakcija
alkohola i duvanskog dima. Naime duvanski dim dovodi do mutacija DNK koje se,
pre svega zbog prisustva alkohola, ne gube. Takode alkohol olakSava
penetrantnost drugih karcinogenih molekula u ¢elije mukoze i na taj nacin
doprinose procesu nastanka KRK. Osobe koje hroni¢no konzumiraju alkohol imaju
manjak esencijalnih mikronutrijenata koji takode doprinose procesu

karcinogeneze (9).
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1.1.3. EMBRIOLOGIJA

Smatra se da desna strana kolona (cekum, ascedentni kolon, proksimalne
2/3 transverzalnog kolona), vodi poreklo od srednjeg creva, dok leva strana
kolona (1/3 transverzuma, descedentni kolon, sigma i rektum) vodi poreklo od
zadnjeg creva. Ova razlika u embrionalnom poreklu je dalje naglasena i dualnom
vaskularizacijom kolona. Prethodnim istraZivanjima potvrdeno je da tumori
desnog i levog kolona imaju razli¢ite epidemioloSke, histoloSke, genetske
karakteristike kao i razlicito bioloSko ponaSanje.
Opisane su razlike u molekularnoj biologiji tumora koji nastaju iz razli¢itih
segmenata debelog creva, te se smatra da distalni tumori kolona imaju vecu
frekvenciju gubitka funkcije p53, aneuploidije i hromozomske nestabilnosti, dok su

proksimalni tumori kolona mucinozni, diploidni i imaju MSI fenotip (10).
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1.1.4. PATOFIZIOLOGIJA

KRK je heterogena bolest gde akumulacija genetskih i epigenetskih
promena dovodi do progresije normalnog epitela kolona do invazivnog malignog
tumora. U patofiziologiji KRK opisana su tri razli¢ita molekularna puta genomske
nestabilnosti. U to spadaju put hromozomske nestabilnosti (CIN), DNA mismatch
repair put (MMR) koji je u vezi sa epifenomenom mikrosatelitske nestabilnosti i

epigenomska nestabilnost ili CpG hipermetilacija (CIMP) (11).
1.1.4.1.Molekularni putevi kancerogeneze

1.1.4.1.1. CIN

Javlja se u oko 60-70% sporadi¢nih KRK i karakteriSe ga dobitak ili gubitak
celih ili velikih segmenata hromozoma i anomalije kariotipa. CIN fenotip je
smatran klasi¢cnim modelom KRK karcinogeneze orginalno predloZene od strane

Fearon-a i VolgensStajna (12).

Normalan Rani Kasni )
X Karcinom
epitel adenom adenom

e APC e RAS e PI3K
e Apoptoza
e TGF-B

Figura 3. Vogelgram predloZen od strane Fearona i Volgenstajna
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U ovom modeluy, incijalna mutacija, inaktivacija tumor supresora APC je
pracena aktivacijom KRAS protoonkogena, Sto postepeno dovodi do daljih genskih
defekata koji ukljuCuju mutacije TGF-f, PIK3CA, TP53, i gubitak 18q (ukljucujuci
DCC, SMAD4, SMAD2) (13). Pozitivni CIN status je udruzen sa znacajno loSijim

ishodom kod svih pacijenata, ukljuc¢uju¢i one u stadijumu II i III KRK.

1.1.4.1.2. Mikrosatelitska nestabilnost

Odredeni broj kolorektalnih karcinoma karakteriSe defekt u DNK mismatch
repair sistemu (MMR). Deficijentni MMR dovodi do izmenjene duzine kratkih
nukleotidnih repetitivnih sekvenci u tumorskoj DNK u poredenju sa normalnom
DNK, i taj fenomen se naziva mikrosatelitska nestabilnost (MSI). MSI se uglavnom
procenjuje evaluacijom 5 mikrosatelitskih markera (D2S123, D5S346, D17S250,
BAT25, BAT 26).

Termin MSI, kada nije drugacije oznacen opisuje “high frequency MSI” (MSI-
H) gde je viSe od 30% markera izmenjeno mutacijom, Sto je definisano Bethesda
protokolom (14), i ovi tumori se posmatraju kao poseban klini¢cko-patoloski
entitet. Kolorektalni tumori gde je jedan marker ali manje od 30% mikrosatelitskih
markera izmenjeno mutacijom nazivaju se “low frequency MSI” (MSI-L) i imaju isti
genotip i fenotip kao mikrosatelitski stabilni tumori (MSS).

Defekti u MMR sistemu mogu da nastanu preko naslednih genetskih
mutacija ili preko stecenih epigenetskih fenomena, koji najceS¢e nastaju starenjem.
Mutacije bilo kojeg od MMR gena (MLH1, MSH2, MSH6, PMS2) prepoznate su kod
vectine HNPCC. Aproksimativno 15% sporadi¢nih KRK pokazuju MSI-H zbog
bilateralnog utiSavanja MLH1 genske ekspresije preko hipermetilacije promotora
(10). Sporadi¢ni MSI KRK ima razlicitu patologiju i klinicke karakteristike u
poredjenju sa tumorima koji nastaju klasi¢cnim CIN putem.

Histoloski to su slabo diferentovani, mucinozni adenokarcinomi sa
peritumorskom limfocitnom infiltracijom. Ovi tumori se CeS¢e nalaze kod starijih,
Zena, i u desnom kolonu. Prognosticki znacaj MSI kod KRK je detaljno ispitivan i

prihvac¢ena kao prognosticki faktor (15).
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1.1.4.1.3. Aberanti DNK metilacioni put

Transkripciono "utiSavanje” tumor supresora preko metilacije citozina
promotorskih CpG regiona se Cesto vida kod karcinoma. Globalna promotorska
hipermetilacija poznatija kao CpG metilator fenotip ili CIMP je opisana kao podtip
KRK. Promotorska hipermetilacija moZe da se odigra kako na genima koji nemaju
ulogu u razvoju kancera, "metylated in tumor” MINT, tako i na tumor supresorima

p16, IGF-2, kao i kod gena MLH1 i MGMT (16).

hereditarni sporadi¢ni

MSS MSI-H MSS MSI-H
APC, SMAD4, ] MMR GENSKE MLH1 KRK SA SOMATSKE SOMATSKE I SOMATSKE
BMPRI1A, MUTACIE MUTACIE [POV.POR.RIZL MUTACIE MUTACIJE MUTACIJE
MUTYH OM MLH1 GENA MMR GENA

CIN ] MSI ] MSI ] CIN ] CIMP ] MSI I CIMP MSI

SPOLJASNJII ]
FAKTORI

CIN ]

Figura 4. Putevi karcinogeneze kod kolorektalnog karcinoma (adaptirano prema

GLOBOCAN 2012 (IARC), http://globocan.iarc.fr/)
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1.1.5. MOLEKULARNI MARKERI

Poslednjih godina, belezi se znacajno poboljSanje u pogledu pravovremenog
otkrivanja KRK, ali i adekvatnog leCenja ovih bolesnika. Tome je znacajno
doprinelo otkrivanje razliCitih molekularnih markera. Novi molekularni markeri
omogucili su individualizaciju terapije povecavajuci efikasnost hemioterapeutika i
istovremeno smanjuci neZeljena dejstva istih, kao i pravovremenu promenu

terapije.

1.1.5.1. APC

APC gen nalazi se na hromozomu 5q21, a inaktivacija ovog tumor supresora
smatra se inicijalnim dogadjajem u procesu KRK kancerogeneze, orginalno
predloZenom od strane Fearon-a i Volgenstein-a. NajvaZznija funkcija APC genskog
produkta je da posreduje u proteolitickoj degradaciji B katenina, kinaze esencijalne
za WNT signalni put intestinalnog epitelijalnog rasta i diferencijacije. APC mutacije
u sporadicnom KRK Cesto se vidaju i smatraju se ranim dogadajem u nastanku i
razvoju tumora. lako 80% mutacija ¢ine upravo mutacije opisane u FAP-u, 18%
mutacija posledica su hipermetilacije promotora APC i njegove inaktivacije. APC
inaktivacija udruZena je sa tumorima koji pokazuju hromozomsku nestabilnost

CIN-a, a u znaCajno manjoj meri udruZena je sa MSI-H fenotipom (17).

1.1.5.2. TP53

TP53 gen, lokalizovan na hromozomu 17p, je jedan od naj¢eSc¢e analiziranih
gena u kancerogenezi KRK. Mutiran je u 40-50% slucajeva KRK i smatra se kasnim
dogadajem karcinogeneze (18). Inaktivacija ovog gena nastaje mutacijom na
jednom od alela i gubitkom preostalog wildtype gena (LOH). Ve¢ina mutacija na
TP53 su tacaste mutacije koje najCeS¢e dovode do nuklearne akumulacije
inaktivnog proteina koji moZe biti detektovan imunohistohemijom. Dve metode za
detekciju TP53 mutacije su DNK analiza ili imunohistohemijska detekcija
prekomerne ekspresije p53 proteina. Wildtype p53 protein smatra se tumor

supresorom sa viSestrukim funkcijama u kontroli ¢elijskog rasta i ¢elijskog ciklusa,
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takode ima centralnu ulogu u zastiti genoma od DNK oStecenja te se popularno

zove i ”Cuvar genoma” (19).

1.1.5.3. EGFR

EGFR je transmembranski glikoprotein, c¢lan porodice humanih
epidermalnih faktora rasta (HER-erbB), koji spadaju u grupu receptorskih tirozin
kinaza (20). EGFR ima Sest velikih liganda koji se eksprimiraju u razli¢itom
stepenu u razli¢itim tkivima: heparin vezuju¢i EGF, transformisSuci faktor rasta a,
betacelulin, amfiregulin, heregulin i EGF. Ukljucen je u aktivaciju brojnih
onkogenih signalnih puteva ukljucuju¢i RAS-RAF-MAPK, PI3K/Akt fosfolipaza C i
signalni transducer i aktivator transkripcije (STAT)ni src/Fak puteva. Ovi putevi su
pokazali da imaju znacajnu ulogu u proliferaciji tumora, angiogenezi i Celijskom
prezivljavanju. EGFR je vaZan kao terapeutski target u metastatskom KRK i
aberantna aktivacija signalnih puteva nishodno do EGFR ima klju¢nu ulogu u KRK
patogenezi i mehanizmu restencije na antiEGFR monoklonska natitela etuximab i
panintumubab (20). Disregulacija EGFR aktivacije moZe se desiti preko mutacija ili
amplifikacije gena. Dok su somatske EGFR mutacije opisane u karcinomu pluca, ovi

genski defekti su retki u KRK.

1.1.5.4.KRAS

KRAS kodira KRAS protein, koji spada u porodicu RAS proteina, G proteina,
koji u€estvuju u kaskadi signala iniciranih vezivanjem liganda za razlicite Celijske
resceptore (21). Aktiviran, KRAS vezuje GTP i aktivira brojne signalne proteine
ukljuCuju¢i RAF, BRAF, mTOR, MEK, ERK i PIK3CA, Sto rezultira ekspresijom
faktora rasta, diferencijacije, i proliferacije. KRAS poseduju GTP-aznu aktivnost
kojom hidrolizuje GTP u GDP. Mutacije KRAS karakteristicne su za KRK sa CIN i
prate klasicnu adenom-karcinom sekvencu karcinogeneze predloZenu od strane
Volgenstein-a (21). Mutacije KRAS gena deSavaju se u 35-45% slucajeva KRK i
udruZene su sa agresivnijim tumorima, i smatra se da se deSavaju na pocetku

karcinogeneze.
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1.1.5.5. BRAF

BRAF onkogen je serin/treonin kinaza, nishodni efektor KRAS-a u EGFR
zavisnoj signalnoj kaskadi. Aktivirani KRAS fosforiliSe i aktivira BRAF,
povecavajuci ekspresiju ciklina D1-3, mdm?2 i c-myc i time pospeSuje Celijski rast, i
inhibiSe apoptozu. BRAF mutacije se javljaju u 5-10 % sporadicnog KRK i
aktiviraju kaskadni put KRK tumorigeneze, i a cesto su udruzene sa MSI (21).
NajceS¢e zabelezena BRAF mutacija je supstitucija aminokiseline valin,
aminokiselinom glutamin. Mutacije BRAF onkogena su jedinstvene samo za
sporadicni KRK. Ove mutacije su ceS¢e u kolonu nego u rektumu i povezane su sa
epigenetskim utiSavanjem jednog od MLH1, Sto rezultuje u MSI-H fenotipom.
Takode ove BRAF mutacije udruzene su sa CpG hipermetilacijom, proksimalnim

tumorima, i CeS¢e su kod starijih Zena (22).

1.1.5.6. NRAS

NRAS mutacije pronalaze se u manje od 3% pacijenata sa KRK. NRAS ima
ulogu u signalnim putevima, slicno KRAS, s tim $to vrsi supresiju apoptoze, a
mutacije se deSavaju znacajno kasnije u KRK tumorigenezi. Mutacije su najces¢e na

kodonima 2,3, 12,13 i 61 (22).

1.1.5.7.PI3KCA/PTEN

PIK3CA je c¢lan porodice fosfatidil-inozitol 3 kinaza, i mutiran je u 9-32%
pacijenata sa KRK. Aktiviran PIK3CA promoviSe Celijsku proliferaciju, motilitet i
Celijsku invaziju preko aktivacije AKT i PDK1. EGFR receptor takode aktivira
PI3K/AKT put, i dva vazna onkogena efekta u kolorektalnom karcinomu ukljucuju
PI3KCA mutacije i gubitak PTEN ekspresije. Aktiviraju¢e mutacije PIK3CA p110
deSavaju se kod 10-15% KRK sa sa predominacijom na egzonima 1, 2, 9 i 20. Ve¢a
uCestalost PI3KCA mutacije uocena je kod Zena i tumora proksimalnog kolona (23).
PTEN je fosfatidil-inozitol 3 fosfataza, koja je antagonist PIK3CA, tumor
supresorski gen gde se somatske mutacije deSavaju se u 9-42% bolesnika sa KRK.

Inaktiviraju¢e mutacije primarno ukljucuju epigenetsko utiSavanje promotorskog
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regiona. PI3K3CA i PTEN mutacije su uzajamno iskljuc¢ujuce iako svaka od mutacija

moZe da koegzistira sa KRAS ili BRAF mutacijama (25).

1.1.5.8.VEGF (vascular endothelial growth factor)

Angiogeneza ima izuzetno vaznu ulogu u formiranju i progresiji tumora, te
se VEGF smatra potentnim medijatorom formiranja novih krvnih sudova. Veliki
broj mikrovaskulature i pojacana ekspresija VEGF povezuje se sa agresivnim
bioloSkim tokom, povecanim rizikom od metastaza i loSom prognozom bolesnika

sa KRK (21).

1.1.5.9. TS (Timidilat sintaza)

TS katalizuje jedan od koraka u DNK sintezi i glavna je molekulska meta za
5-fluorouracil (5-FU), Sto je osnov sistemske hemioterapije. Visoka ekpresija TS je

asocirana sa loSim odgovorom na 5-FU hemoterapiju i loSom prognozom (21).

1.1.5.10.Drugi molekularni markeri

Markeri proliferacije (Ki-67), regulatori Celijskog ciklusa (p21), regulatori
apoptoze (Bcl-2), survivin, i globalni tanskripcioni faktor (NF-kB) se trenutno

ispituju u predikciji i prognozi pacijenata sa KRK.
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1.1.6. BIOHEMIJSKI MARKERI

Biohemijski markeri imaju izuzetno vaznu ulogu u pravovremenom
otkrivanju i pracenju bolesnika sa KRK u svakodnevnoj klini¢koj praksi. U nizu
markera, svoje mesto u svakodnevnoj upotrebi nasli su karcinoembriogeni antigen

(CEA) i karbohidratni antigen (CA 19-9).

1.1.6.1.CEA

Karcioembrionski antigen (CEA) je u strukturi glikoprotein velike
molekularne mase i jedan od najCeSCe koriS¢enih biohemijskih markera u
svakodnevnoj klini¢koj praksi kod pacijenata sa KRK (26). Prvi put iskoriS¢en
1965. godine od strane Golda i Freedmana, serumski karcinoembrionalni antigen
danas je najceSce koriS¢en tumorski marker u dijagnostici i pra¢enju kolorektalnog
karcinoma, sa senzitivnoS¢u koja varira oko 74%. Vezan je za Celijsku membranu
glikozil-fosfatidil-inozitolskim glikoproteinom i moZe se osloboditi u vidu
solubilnog molekula delovanjem fosfolipaze C i D. CEA ima funkciju meducelijskog
adhezionog molekula, koji sintetiSu Celije debelog creva. Kod pacijenata sa KRK,
ovaj molekul ima ulogu u promovisanju nagomilavanja tumorskih Ccelija.
Ispitivanje CEA je znacajno kod preoperativnog dijagnostikovanja i utvrdivanja
stadijuma tumora, kod hirurskog planiranja i prognoziranja bolesti, kao i kod
pojave recidiva KRK nakon hirurske resekcije tumora.

PoviSene vrednosti ovog markera se retko uocavaju u ranim stadijumima
KRK, medutim ukoliko se uoce najceSce ukazuju na znacajno loSiju prognozu ovih
bolesnika (27). Istrazivanja su pokazala da postoji znacajan broj obolelih od KRK
sa nizim ili normalnim nivoom CEA u serumu i u fazi progresije ili ¢ak relapsa
tumora. Smanjena ekspresija CEA u serumu moZe da se javi kod slabe diferencijaje
tumorskih celija i ukazuje na loSiju prognozu bolesti, sa veCom Sansom za razvoj
metastaza na plu¢ima i u jetri. Upotrebu CEA ogranicava ogranicena specificnost za
KRK, s obzirom da se poviSene vrednosti mogu uociti i kod bolesnika sa razli¢itim
drugim oboljenjima. Vrednost CEA u serumu je znacajno visa kod prekanceroznih

promena mukoze debelog creva. Tako pacijenti sa inflamatornim bolestima creva
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(ulcerozni kolitis, Kronova bolest), pankreatitisom, hroni¢nom opstruktivnom
bolesti pluca, hepatitisom, cirozom jetre, hipotireozom mogu imati poviSene
vrednosti ovog markera. Takode viSe vrednosti nego u opstoj populaciji beleZe se
kod zdravih puSaca, te su predloZene drugacije referentne vrednosti kod ove

populacije (28).

1.1.6.2. CA19-9

Karbohidratni antigen (CA 19-9) je glikoprotein velike molekularne mase
koji je svoje mesto u svakodnevnoj upotrebi naSao kod bolesnika sa karcinomima
Zeluca, pankreasa, kao i KRK. Iako je nespecifican za KRK, razliCita istrazivanja su
ukazala da istovremeno analiziranje CA 19-9 i CEA moZe da poveca dijagnosticku
senzitivnost kod ovih bolesnika. Naime, KRK je biohemijski i molekularno
heterogena bolest, te je moguce da tokom razvoja bolesti Celije sintetiSu razlicite
molekule koji se mogu ponasati kao tumorski markeri. CA 19-9 kao i CEA takode je

meducelijski adhezioni molekul (29).

1.1.6.3. CA 125

Karbohidratni antigen 125 (CA 125, mucin 16) je glikoprotein kodiran na
genu MUC16. Prvi put su ga opisali Bast i autori 1981. godine i predstavlja tumor
marker koji se najceS¢e koristi kod dijagnostikovanja karcinoma ovarijuma.
Medutim, CA 125 moZe biti poviSen kod neoplazmi peritoneuma, pleure, perikarda,
epitela jajovoda, endometrijuma, endocerviksa. Novija istraZivanja su ukazala na
poviSen nivo CA 125 kod tumora gastrointestinalnog trakta, kao Sto su karcinom

Zeluca i kolona, i kod njihove peritonealne diseminacije (30).

1.1.6.4.CA 50

CA50 spada u grupu novih tumor markera koji se otkriva pomocu C50
antitela  dobijenog imunizacijom miSeva sa Celijama kolorektalnog
adenokarcinoma coveka. CA50 ne spada u grupu specificnih biomarkera, te se
njegova poviSena vrednost u serumu moZe videti kod razli¢itih maligniteta,

najcesce kod gastrointestinalnih tumora. U klinickim ispitivanjima, CA 50 ukazuje
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na patoloSke promene pankresa, slicno tumor markeru CA 19-9, ali se u
kombinaciji sa drugim biomarkerima moZze koristiti za evaluaciju pacijenata sa

kolorektalnim, hepatobilijarnim i Zeluda¢nim karcinomima (30).

1.1.6.5. Humani horionski gonadotropin - hCG

hCG predstavlja glikoproteinski hormon koga tokom trudnoce proizvodi
rastu¢i embrion, a kasnije posteljica. U nekoliko istraZivanja je primecen porast
koncentracije ovog biomarkera kod bolesnika oba pola sa KRK. Prisustvo
pozitivnih hCG tumorskih celija se povezuje sa lokalnom infiltracijom tumora,
infiltracijom regionalnih limfnih ¢vorova i prisutnim lokalnim i udaljenim
metastastatskim promenama, S$to za posledicu ima smanjeno preZivljavanje

obolelih od KRK (31).

1.1.6.6. 3-1,4-galaktoziltransferaza IV

B-1,4-galaktoziltransferaza IV  pripada familiji = glikoziltransferaza
odgovornih za biosintezu N-acetilaktozamina. Povec¢ane vrednosti ovih molekula
se mogu javiti kod razli¢itih maligniteta. Kod obolelih od KRK prekomerna
ekspresija -1,4-galaktoziltransferaze IV se povezuje sa pojavom metastaza i loSim
sveukupnim stepenom preZzivljavanja. Senzitivnost ovog markera za predvidanje
5-godiSnjeg prezivljavanja je 85%, a specificnost 48%. Njegovim detektovanjem se
moZe pomoci u izboru pacijenata obolelih od KRK kod kojih postoji visok rizik od

metastaza, kako bi se pristupilo agresivnijem leCenju i terapiji (32).

1.1.6.7. Galektin 3 - GAL3

Galektin 3 je multifunkcionalni lektin vezujuci 3-galaktozid koji se nalazi na
povrSini i unutraSnjosti inflamatornih i epitelnih celija. Ucestvuje u nekoliko
Celijskih procesa kao Sto su proliferacija i diferencijacija Celija, inflamacija, rast i
metastaze tumorskih celija. GAL3 biomarker se moZe ispitivati iz seruma i fecesa i
njegove poviSene vrednosti kod obolelih od KRK ukazuju na nizak stepen

diferencijacije tumorskog tkiva i napredni TNM stadijum bolesti. Prednost GAL3 u
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odnosu na druge tumorske markere i antiinflamatorne citokine, je mogu¢nost da
ukaze na invaziju tumorskih ¢elija u okolno tkivo, prisustvo udaljenih metastaza i

na loSu prognozu bolesti (33).

1.1.6.8. Karbohidratni antigen CA-242

CA-242 je tumor marker dobijen imunizacijom miSeva humanim celijama
KRK, COLO 205. Povisene vrednosti CA-242 u serumu se mogu videti kod KRK kao
i kod pacijenata sa karcinomom pankreasa. Rano otkrivanje tumora predstavlja
izazov obzirom da poviSene vrednosti dostupnih ispitivanih tumorskih markera
najcesce postoje kod uznapredovalih stanja ili recidiva karcinoma. Medutim, novija
istraZivanja ukazuju na znacaj CA-242 u serumu kod ranog otkrivanja KRK-a, ¢ija
senzitivnost iznosi 39%, a specificnost 87%. Istovremeno odredivanje CA242 i CEA
povecava senzitivnost u svim stadijumima bolesti (Dukes A-C), kao i prognosticki

znacaj obolelih od KRK-a (34).
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1.1.7. PARAMETRI SISTEMSKE INFLAMACIJE

Brojna istraZivanja ukazuju na znacaj inflamacije u procesu karcinogeneze
kolorektalnog karcinoma. Naime hroni¢na inflamacija utice na sve stadijume
razvoja tumora. Uticaj hroni¢ne inflamacije na razvoj karcinoma najpre je opisan
kod bolesnika sa inflamatornim bolestima creva. Ranija istrazivanja ukazuju da
bolesnici sa inflamatornim bolestima creva imaju znacajno vecu verovatnocu
obolevanja od KRK u odnosu na ops$tu populaciju. U prilog teoriji da hroni¢na
inflamacija ima ulogu u karcinogenezi KRK, govori i podatak da lekovi koji imaju
uticaj na inflamaciju (nesteroidni antiinflmatorni lekovi, NSAIL) smanjuju rizik od
obolevanja, ali i progresije bolesti. RazliCiti biomarkeri koriste se u proceni
sistemske inflamacije. U svakodnevoj klinickoj praksi parametri poput C-
reaktivnog proteina (CRP), odnos neutrofila i limfocita u leukocitarnoj formuli
(NLR) kao i odnos trombocita i limfocita (PLR) mogu pruZiti znacajne informacije o
postojanju sistemske inflamacije. Prethodna istrazivanja pokazala su da poviSene
vrednosti NLR i PLR ukazuju na loSu prognozu i smanjeno prezivljavanje kod
razliCitih karcinoma ukljucuju¢i i KRK (35). Promene u broju krvnih celija u
perifernoj krvi, kao Sto su trombocitoza, limfopenija i neutrofilija se vrlo cesto
vidaju u sistemskoj inflamaciji kao i kod bolesnika sa uznapredovalom malignom
boleS¢u. Neutrofili imaju znacajnu ulogu u razvoju tumora s obzirom da imaju
uticaj na angiogenezu jer se u njima odvija sinteza razli¢itih hemokina, faktora
rasta i proteaza. Nasprot tome limfociti imaju ulogu u sprecavanju nastanka, rasta i
razvoja tumora jer sekretuju antitumorske molekule. Stoga, smanjen broj limfocita
korelira sa znacajno loSijom prognozom malignih bolesnika (36). Trombociti su
metabolicki i enzimski aktivni u sistemskoj inflamaciji i imaju visok protrombotski
potencijal. Srednji volumen trombocita (MPV) odreduje stepen stvaranja
trombocita. PoviSen MPV susrece se kod razli¢itih tumora, kao Sto su

hepatocelularni karcinom, karcinom pankreasa i KRK (37).
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1.1.8. RANO OTKRIVANJE KOLOREKTALNOG KARCINOMA

S obzirom da pacijenti sa ranim KRK najc¢eS¢e nemaju simptome, izuzetno
vaznu ulogu u pravovremenom postavljanju dijagnoze ima skrining. Treba uzeti u
obzir da je ovo jedan od najceS¢ih maligniteta u opsStoj populaciji kao i da
pretklinicka faza dugo traje, Sto omogucava rano otkrivanje. U svakodnevnoj
upotrebi kao metoda skrininga koristi se test na okultno/skriveno krvarenje, koji
predstavlja ispitivanje fecesa na krvarenje iz gastrointestinalnog sistema koje nije
vidljivo golim okom. Test na okultnu krv u stolici (FOBT) je skrining test koji se
moZe koristiti za prevenciju i rano otkrivanje tumora debelog creva. Pozitivan
nalaz krvi u stolici se javlja kod mnogih gastrointestinalnih oboljenja, ali je njegovo
ispitivanje najznacajnije kod KRK ili polipoznih promena vec¢ih od 1cm, Sto dalje
indikuje kolonoskopsko ispitivanje u cilju dijagnostike i leCenja (27).

Do danas zvani¢ne preporuke Evropsko udruZenje za medicinsku
onkologiju (ESMO) preporucuju jednom godiSnje fekalni test na okultno krvarenje
muskarcima i Zenama od 50 do 74 godine. Danas se sve CeSCe u praksi koristi
fekalni imunohistohemijski test (FIT) pre svega zbog jednostavnije upotrebe ali i
zbog znacajno viSe senzitivnosti i automatske analize (38). Takode ESMO savetuje
fleksibilnu sigmoidoskopiju u istom razdoblju kao i FOBT. Totalna kolonoskopija
sa terminalnom ileoskopijom se takode preporucuje u skriningu u zemljama koje
imaju zdravstveni sistem koji to moZe da omoguci. CT kolografija, video kapsula i

DNK stolice i dalje se ne preporucuju kao skrining tetsovi u opsStoj populaciji.
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1.1.9. DIJAGNOZA KOLOREKTALNOG KARCINOMA

Simptomi KRK su nespecifi¢ni i najc¢eSce se javljaju kod relativno velikih
tumora i u uznapredovalim stadijumima bolesti. Promene u crevnom praznjenju,
difuzni ili lokalizovani bolovi u trbuhu, gubitak na telesnoj tezini, slabost,
malaksalost najc¢es¢i su simptomi koji se javljaju kod bolesnika sa ovim
malignitetom. Zlatni standard u postavljanju dijagnoze KRK i danas je endoskopija.
Totalna kolonoskopija sa terminalnom ileoskopijom savetuje se kod svih bolesnika
kod kojih postoji sumnja o postojanju KRK. Kolonoskopijom se tacno utvrduje
lokalizacija promene, postojanje sinhronih promena ili prekanceroznih promena u
vidu polipa. Takode kolonoskopijom se mogu uzeti uzorci tkiva biopsijom i na taj
nacin histoloSki potvrditi postojanje maligne bolesti i eventualno dalje
molekularno imunohistohemijski dijagnostikovati. Kolonoskopija je jedina
skirning metoda kojom se obezbeduje i dijagnostikovanje ali i leCenje. Uklanjanje
adenoma, tj polipektomija je smanjila mortalitet od KRK za viSe od 50%. Danas se
u postavljanju dijagnoze KRK vrlo uspesno koristi i video kapsula. Zbog izuzetno
visokih troskova kapsula se koristi kod bolesnika kod kojih zbog anatomskih
malformacija nije moguce uraditi totalnu kolonoskopiju kao i kod nemotivisanih,
dok je kontraindikovana kod sumnje na postojanje bilo kakve opstruktivne
promene.

Ukoliko zbog pridruZenih komobrbideta bolesnika nije moguce uraditi totalnu
kolonoskopiju, savetuje se CT kolografija ili neka druga od radioloskih metoda.
Kontrolna kolonoskopija nakon hirurske resekcije KRK savetuje se 3-6 meseci od

operacije (27).
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1.1.10. PATOLOGIJA

Makroskopske karakteristike KRK zavise od stadijuma bolesti i lokalizacije
tumora. Tumori proksimalnog (desnog) kolona najceSce se javljaju kao polipoidne
ili egzofitne fungalne mase, Sto je udruzeno sa niZim stadijumom tumora, niZim
rizikom od hematogenog Sirenja i boljom prognozom. Tumori koji zahvataju
distalni (levi) kolon, su najc¢eS¢e anularni i prave izgled “apple core”, dovode do

opstrukcije, Sto predstavlja klinicki marker loSe prognoze.

1.1.10.1. Adenokarcinom

[ako su adenomi prekursorne lezije za sve KRK i cine najveci broj
kolorektalnih karcinoma (85-90%) oni se razvijaju u razliite histoloSke oblike sa
razliCitim stepenom invazije i progresije. Adenokarcinome karakteriSe postojanje
glandularnih struktura, $to je dalja osnova za utvrdivanje stepena diferencijacije.
Dobrodiferentovani tumori imaju preko 95% glandularnih struktura, srednje
diferentovani od 50-95% dok loSe diferentovani imaju manje od 50% glandularnih
strukutra (39). Opisani su razliCiti subtipovi karcinoma: mucinozni, signet ring
cell,, ~medularni,  mikropapilarni,  seratni,  kribriformni-komedo tip,
adenoskvamozni, vretenastih Celija i nediferentovani. Prva tri tipa najCeSce se

srecu u klinickoj praksi, dok se ostali subtipovi srecu izuzetno retko.

1.1.10.2. Mucinozni i Signet ring cell karcinomi

Mucinozni i Signet ring cell (pecatoliki) tumori su srodni subtipovi KRK
adenokarcinoma sa izraZenom mucinoznom sekrecijom. Po kriterijumima 50% ili
viSe mucinozne komponente je neophodno za dijagnozu mucinoznog karcinoma, i
oni broje oko 11-17% KRK. Mucinozni karcinomi su najc¢eSce lokalizovani u
rektumu i sigmi, i imaju tendenciju da se primarno prezentuju u veé
uznapredovalom stadijumu bolesti.

Signet ring cell karcinomi broje 1-2% od ukunog broja KRK, i to su agresivni
tumori koji imaju tendenciju ka ekstenzivhom intramuralnom Sirenju i

peritonealnoj karcinomatozi. Jedinstvena patoloska osobina ¢elija ovog tumora je
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prisustvo intracitoplazmatskih vakuola koje sadrZe mucin koji potiskuje jedro.
Kada je viSe od 50% tumora formirano od celija ovog tipa, postavlja se dijagnoza
signet ring cell adenokarcinoma. S’obzirom na retkost ovog morfoloskog subtipa, u
histologiji treba uzeti u obzir i metatastasku bolet drugog organa kao Sto je
karcinom Zeluca ili lobularni karcinom dojke (39). IzraZena produkacija mucina
karakteristicna je za KRK sa mikrosatelitskom nestabilno$¢u (MSI). Mucinozni
karcinomi pokazuju dva puta ¢es¢e MSI-H fenotip nego uobicajeni adenokarcinomi,
i imaju bolju prognozu nego njihovi mikrosatelitksi stabilni (MSS) parnjaci (40).

Tre¢ina Signet ring cell KRK su MSI-H, ali mikrosatelitska nestabilnost u
ovom slucaju ne predstavlja prediktor peZivljavanja. Gubitak MLH1 ekspresije je
ceS¢i u signet cell KRK (29-40%), i mucinoznim karcinomima, nego kod
nemucinoznih KRK (10%). Visoka frekvenca mutacije BRAF V600E je zabeleZena i
kod Signet ring cell KRK (22-33%) i kod mucinoznog KRK (15-27%), u odnosu na
nemucinozni KRK (8.6%). Manji broj mutacija KRAS je zableZen kod Signet ring cell
(36%) i mucinoznog KRK (38%) nego kod nemucinoznog (60%).

Brojni Celijski putevi su ukljuceni u karcinogenezu mucinoznog i Signet ring
cell KRK (40). RAS-RAF-MECK-ERK-MAP kinaza put je ukljuen u ¢elijski odgovor
na signale rasta. Druge jedinstvene karakteristike mucinoznog KRK ukljucuju retke
inakrivacione mutacije APC ili TP53 ali Ceste aberantne DNA metilacije ili CpG

metilacije (CIMP) i visoke nivoe FASN.

1.1.10.3. Medularni karcinom

Medularni karcinom je slabo diferentovani nemucinozni karcinom krupnih
Celija, sa okruglim nukleusom i prominentim nukleolusom. Ovaj retki histoloski
subtip ima relativno indolentnu biologiju i produZeno preZivljavanje (25). Skoro
svi medularni karcinomi imaju MSI-H fenotip a opisani su i sporadicni i hereditarni
KRL

1.1.10.4. Skvamocelularni karcinom

Primarni skvamocelularni karcinom rektuma je redak malignitet i svega
nekoliko prikaza slucaja i male serije slucajeva su objavljenje (39). Faktori rizika

za razvoj ovog tipa KRK su inflamatorne bolesti creva, ali i Sistozomijaza
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digestivnog trakta, infekcije Entamoeba histolytica i HPV. Diferencijalne dijagnoze

ukljuCuju retke primarne karcinome rektuma kao i metastatske bolesti drugih

organa.

1.1.10.5. Imunohistohemija

Najcesce koriS¢eni imunohistohemijski markeri su citokeratin (CK) 20, 7 i
CDX2. Specificno bojenje sa pozitivnos¢u na CK20 i negativnoSéu na CK7
karakteristicno je za KRK. CDX2 je marker entericne diferencijacije i pozitivan je u

viSe od 90% KRK.
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1.1.11. KLASIFIKACIJA

Klinicka TNM Kklasifikacija bazirana je na radiografskim, endoskopskim i
intraoperativnim nalazima, dok je patoloska TNM klasfikacija bazirana na rastu i
mikroskopskom patoloSkom pregledu uzorka resekovanog tkiva. Pored TNM
klasifikacije kod KRK i danas se koriste Dukes odnosno modifikovana Astler Coller
klasifikacija (41).

Histoloski stepen diferencijacije odreduje se prema stepenu formiranja
tubula kao i prema rasporedu ¢elija unutar tumorskog tkiva. Prema histoloSkom
stepenu difrencijacije tumori su klasifikovani u slabo, srednje i dobro

diferentovane (42).

Stadijum T N M DUKE
KLASIFIKACIJA
Stadijum 0 Tis NO MO

Stadijum I T1 NO MO A
T2 NO MO B1
Stadijum II T3 NO MO B2
T4 NO MO B2
Stadijum III T1, T2 N1, N2 MO C1
T3, T4 N1, N2 MO C2
Stadijum IV Bilo koji T Bilo koji N M1 D

Tabela 1. TNM Klasifikacija prema AJCC
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Astler-
DUKE TNM OPIS
Coller
Al TINO Promene zahvataju mukozu
A B1 T2NO Promene zahvataju submukozuy, ali ne i m.propriu
B2 T3NO Promene kroz m.propriu
B B4 T4NO Promene kroz m.propriu, invazija drugih organa i struktura
C1 T1-2N1 Zahvaceni L.nodusi, promene ograni¢ene na zid creva
C2 T3N1 Zahvaceni L.nodusi, Promene kroz m.propriu
C c3 T4N1 Zahvaceni Lnodusi, Promene Kkroz m.propriu, invazija

drugih organa i struktura

Tabela 2. Duke, Astler Coller i TNM Kklasifikacija prema AJCC
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1.1.12. LECENJE

LeCenje je pre svega odredeno lokalizacijom primarnog tumora, kao i

stadijumom bolesti.

1.1.12.1. Hirursko lecenje

Hirursko lecCenje je i dalje zlatni standard u leCenju pacijenata sa
lokalizovanim KRK, ali sa obaveznim multidisciplinarnim pristupom koji prethodi,
imajudi u vidu Cinjenicu da je ishod lec¢enja odreden kvalitetom hirurske resekcije,
adekvatnom preoperativnom Kklasfikacijom bolesti kao i daljim adekvatnim
terapijskim protokolom. Da bi hirurska resekcija bila kurativna, linije disekcije bi
trebalo da prate embrioloSke anatomske ravni, kako bi se osiguralo da su osnovne
zone limfatiCnog Sirenja otklonjene sa posebnim osvrtom na cirkumferencijalne
resekcione ivice. Pri donoSenju odluke o terapijskom izboru treba uzeti u obzir pre
svega godine starosti, jer su brojne publikacije ukazale na poviSen mortalitet kod
starijih bolesnika. S tim u vezi, znacajan je podatak o eventualnim komobiditetima
ali i o opStem stanju bolesnika pre eventualnog hirurSkog leCenja. Apsolutno je
neophodno izvrsiti pregled Citavog kolorektuma, kako bi se iskljucilo postojanje
eventualnih sinhronih karcinoma, s obzirom da se nalaze u oko 5% bolesnika.
Imajuci u vidu ovaj podatak, kod bolesnika kod kojih zbog opstrukcije nije bilo
moguce uraditi totalnu kolonoskopiju, neophodni su nalazi irigografije ili CT
kolografije. Kako bi se iskljuCila metastatska bolest, neophodni su i UZ abdomena
kao i RTG pluca i srca. Kako bi postoperativno pratili eventualno napredovanje
bolesti potrebno je wuraditi kompletne laboratorijske analize ukljucujuci
biohemijske markere, pre svega CEA. Pri donoSenju odluke da li ¢e pacijent biti
le¢en laparoskopskom ili klasi¢cnom hirurgijom, od znacaja su BMI, podatak o
ranijim hirurSkim intervencijama kao i stadijum bolesti. Kod odredenog broja
bolesnika potrebna je i perioperativna stoma zbog zaStite anastomoze ili resekcije

distalnog rektuma (26).
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1.1.12.2. Sistemsko lecenje KRK

Do danas, ne postoji jasan protokol za neoadjuvantno leCenje karcinoma
kolona. Neoadjuvantna radio ili hemoradioterapija su indikovane kod srednje
uznapredovalog i uznapredovalog karcinoma rektuma. Sadasnji protokoli savetuju
kratkotrajnu preoperativnu primenu radioterapije ili hemoradioterapije sa 5-
fluouracilom (5FU) ili kapectabinom.

Adjuvantna terapija savetuje se kod bolesnika sa visokim rizikom od recidiva ili
progresije, tj. kod slabo diferentovanih tumora, kod vaskularne, limfati¢ne ili
perineuralne invazije, kod opstrukcije ili perforacije ili T4 tumora. Takode
adjuvantna terapija je standard u lecCenju T3 stadijuma u protokolu XELOX ili

FOLFOX4 (5FU+oxaliplatin) (19).

1.1.12.3. Metastatska bolest

U poslednjih 20-tak godina znacajno je produZeno preZivljanje bolesnika sa
uznapredovalom boles¢u. Brojne studije su pokazale da je medijana preZivljanja
oko 30 meseci. Prva linija terapije je kombinacija 5-fluorouracila (5FU),
leukovorina i-ili oksaliplatine (FOLFOX) ili irinotekana (FOLFIRI). Pored ovih
protokola, danas se koriste i monoklonska antitela protiv EGFR (cetuximab i
panitumumab), monoklonsko antitelo protiv VEGF (bevacizumab), proteini koji
inaktiviraju proangiogenezne faktore rasta (aflibercept) i multikinazni inhibitori

(regorafenib) (43).

31



Odredivanje polimorfizama gena za glutation transferazu i biohemijskih markera kod bolesnika sa kolorektalnim karcinomom

1.1.13. PROGNOZA

UdruZenje americkih patologa objavio je 2015 god. Kklasifikaciju
prognostickih faktora na osnovu bioloskih, genetskih i molekularnih osobina u 4

kategorije.

1.1.13.1. Kategorija I

Lokalizacija i1 prostiranje tumora, involviranost limfnih nodusa,
limfovaskularna invazija, rezidua tumora nakon operacije i preoperativni CEA
smatraju se znacajnim prognostickim faktorima kod bolesnika sa KRK. Naime,
venska i angiolimfatska invazija, rezidua tumora nakon operacije, izostanak
normalizacije CEA nakon hirurske resekcije predstavljaju loSe prognosticke znake.
Dubina prostiranja tumora smatra se nezavisnim prediktorom preZivljavanja, kao i

broj zahvacenih regionalnih limfnih nodusa (15).

1.1.13.2. Kategorija Ila

U ovu kategoriju spadaju stadijum tumora, cirkumferencijalna resekciona
(radijalna) margina (CRM) i regresija tumora odredena TNM stadijumom
resekovanog uzorka. Radijalna margina odgovara retroperitonealnim uzorcima
kao Sto su tumori srednje i donje partije rektuma, gde se cela eksterna povrsina

uzorka smatra CRM (15).

1.1.13.3. Kategorija IIb

Ova kategorija ukljucuje histoloske i genetske prognosticke faktore. U
histoloSke faktore spadaju: histoloski tip, granice tumora, morfoloSke
karakteristike u korelaciji sa MSI, dok u genetske faktore spadaju: MSI i gubitak
heterozigotnosti 18q. [ako odredeni histoloSki podtipovi imaju agresivniju prirodu,

histoloSki podtip nije dokazani nezavisni prognosticki indeks KRK-a.
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1.1.13.4. Kategorija III

Ova kategorija ukljucuje faktore koji nisu do sada detaljno ispitani i ciji
prognosticki znacaj nije detaljno odreden. Faktori koji su grupisani u ovoj
kategoriji: DNK sadrzaj, perineuralna invazija, gustina mikrovaskulature,
peritumorska fibroza, peritumorski inflamatorni odgovor, fokalna neuroendokrina

diferencijacija, nuklearni organizirajuci regioni kao i proliferacija.

1.1.13.5. Kategorija IV

U ovoj kategoriji nalaze se faktori koji su dobro prouceni i za koje se
zakljucilo da nemaju prognosticki znacaj. U ove faktore spadaju veli¢ina tumora i

konfiguracija tumora.
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1.2. GLUTATION TRANSFERAZE (GST)

Glutation transferaze (GST) predstavljaju veliku superfamiliju enzima koji
uCestvuju u reakcijama konjugacije elektrofilnih metabolita endogenog ili
egzogenog porekla sa glutationom (GSH), ¢ime se smanjuje njihova reaktivnost
prema nukleofilnim grupama u vaznim bioloSkim makromolekulima. Naime, GST
uCestvuju u metabolizmu razli¢itih ksenobiotika, ukljucuju¢i lekove, ali i
kancerogene, tako Sto kataliSu konjugaciju glutationa sa ovim jedinjenjima, pri
cemu se formiraju manje toksi¢ni i hidrosolubilni proizvodi koji mogu da se

ekskretuju putem urina ili Zuci (44).

SH
0
\ : L.
NH:\/\/LNHLWN H__COOH < Ksenobiotik
0

COOH
Glutation

GST

|O S-X
NH, NH COOH
'Y\/LNH | N4
O

COOH
Glutation-konjugat

Figura 5. Konjugacija ksenobiotika sa glutationom u prisustvu GST;

preuzeto od Cristosomo et al, 2013.

GST su dimerni enzimi, najceS¢e formirani od dva identi¢na lanca. U svakom
GST monomeru postoje dva razlicita domena: C-terminalni alfa heliksni domen i N-
terminalni tioredoksinu-sliCan domen. N-terminalni tioredoksinu-slican domen
sadrZzi mesto za vezivanje GSH (G-mesto). Kod odredenih klasa u G mestu je

aminokiselina tirozin, dok je kod drugih prisutna aminokiselina serin ili cistein.
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Prema lokalizaciji GST su klasifikovane u citosolne, mitohondrijalne i
mikrozomalne (44). Citosolne GST su dalje podeljene u 7 klasa na osnovu razlic¢itih
strukturnih, hemijskih, ali i fiziko-hemijskih karakteristika: alfa (GSTA), pi (GSTP),
mi (GSTM), sigma (GSTS), omega (GSTO), teta i zeta (GSTZ). Kod GSTA, GSTM,
GSTP i GSTS klasa u G-mestu se nalazi aminokiselina tirozin, dok mitohondrijalne
GST, poznatije kao kapa GST (GSTK) u G-mestu imaju aminokiselinu serin, $to ih
¢ini slicnim teta klasi GST.

Mikrozomalne GST nasuprot njima su membranski proteini, poznatiji kao
MAPEG (eng. membrane-associated proteins involved in eicosanoid and glutathione
metabolism) (44). Pored ve¢ navedenih uloga, citosolne GST i MAPEG su ukljucene

u procese sinteze prostaglandina i leukotrijena (45).

Superfamilija glutation S-transferaza

J—

Alfa klasa: GST Al-1, A2-2, A3-3, A44, A55
Mi klasa : GST M1-1, M2-2, M3-3, M4-4, M5-5
Pi klasa : GST P1-1
s . — Teta klasa: GST T1-1, T2-2

Citosolne GST
Zetaklasa: GST 711
Omega klasa: GST 01-1,02-2
Sigmaklasa: GSTS11

—
Mitohondrijalpe GST Kapaklasa: GSTKi-1
Mikrozomalne GST (MAPEG) MGST1, MGST2, MGST3

-

Figura 6. Klasifikacija glutation transferaza; preuzeto od Wu et Dong, 2012.
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1.2.1. Metabolizam ksenobiotika pod uticajem GST

Glutation transferaze kao grupa enzima posreduju u procesu sinteze
merkapturne Kkiseline (46) Njihova aktivnost u velikoj meri zavisi od sposobnosti
glutamat-cistein ligaze i glutation sintaze, klju¢nih enzima u sintezi glutationa, da
formiraju GSH i moguc¢nosti da transporteri iz Celije uklone konjugate glutationa.
Jednom formirani, ovi konjugati uklanjaju se iz celije uz pomo¢ MRP (eng.
multidrug resistance-associated protein). Razliite supstance mogu biti supstrati za
GST, poput pesticida, herbicida, lekova, razlicitih zagadivaca iz spoljaSnje sredine,
kao i razlicitih kancerogena. Brojni lekovi koji se koriste u terapiji malignih bolesti
metaboliSu se upravo uz pomo¢ GST-a, poput cisplatine, busulfana, ciklofosfamida
itd. (47), zbog Cega polimorfizam gena koji kodiraju GST moZe doprineti nastanku
hemiorezistencije (48).

U prethodno pomenute zagadivace iz spoljasnje sredine spadaju i epoksidi
iz policikli¢cnih aromati¢nih ugljovodonika (PAH) i stirena koji se metaboliSu i
posredstvom citohroma P450. PAH su posebno znacajne supstance jer se nalaze i u
duvanskom dimu i u izduvnim gasovima automobila, te su nadasve prisutni.
Supstance koje se takode metaboliSu uz pomo¢ GST su heterociklicni amini koji
nastaju tokom procesa kuvanja hrane koja je bogata proteinima. Jedan od
najvaznijih heterociklicnih amina koji se metaboliSe uz pomo¢ GST je 2-amino-1-
metil-6-fenilimidazo[4,5-b]piridin (49).

Pored uloge u detoksikaciji, GST imaju i izuzetno znacajnu antioksidantnu
uloguy, i na taj nacin su uklju€ene u zastitu Celija od oksidativnog stresa. Naime, GST
Stite DNK metaboliSudi jedinjenja koja mogu da dovedu do mutacija ili doprinesu
procesu karcinogeneze. Takode, ucestvuju u procesu degradacije aromati¢nih
aminokiselina, sintezi steroidnih hormona kao i biosintezi metabolita arahidonske

kiseline (50).
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1.2.2. Polimorfizam GST

Genski polimorfizam je prisutan u skoro svim klasama GST. Smatra se da su
upravo polimorfizmi razlog individualnih razlika u kapacitetu za metabolizam
ksenobiotika. Delecioni polimorfizmi su opisani kod GSTM1 i GSTT1, tako da
individue sa ovim polimorfizmima ne poseduju GSTM1 i GSTT1 protein, te imaju
apsolutni nedostatak enzimske aktivnosti ovih klasa GST. RazliCiti autori beleze da
oko 50% belaca ima delecioni GSTM1 polimorfizam, dok oko 20% ima delecioni
GSTT1 polimorfizam. Kod GSTP1 polimorfizma, enzimska aktivnost je izmenjena
usled supstitucije aminokiselina izoleucina (Ile) sa valinom (Val). Incidenca
supstitucije GSTP1 Ile/lle kod belaca ide i do 50%, Ile/Val oko 40%, dok je
zastupljenost Val/Val oko 10%. GSTA1l kodiran je genima smeStenim na
hromozomu 6, a usled nukleotinih promena promotorske varijante GSTA1 koju
karakteriSu dva alela, dolazi do smanjene aktivnosti ovog enzima. Incidenca

GSTA1CC, CT, TT genotipa iznosi od 40%, 50% do 15%.

1.2.2.1. GSTM1

Opisano je pet podklasa u okviru GSTM klase: GSTM1, GSTM2, GSTM3,
GSTM4 i GSTM5. Literaturni podaci ukazuju da je najviSe ispitivana GSTM1, jer se
smatra da preostale podklase imaju veoma slicnu specificnost za vecinu supstrata.
GSTM1 gen je lociran na hromozomu 1 (p13.3). Uzimajuéi u obzir razlike medu
etnickim grupama, incidenca delecionog polimorfizma varira od 20% do ¢ak 67%

medu razlic¢itim etnickim grupama (51).

- NC_000001.11
[ 109656076 p Hromozom 1 - [109741038 p

GSTH4 GSTHL s GSTHS GSTH3
GSTH2

Figura 7. GSTM1 na hromozomu 1; preuzeto od Bhattarcharjee et al 2013.
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Usled prisustva delecionog polimorfizma, kod nosilaca GSTM1-nultog
genotipa nije moguca adekvatna konjugacija velikog broja ksenobiotika. Prethodne
studije ukazuju da nosioci ovog polimorfizma imaju izmenjen odgovor na toksi¢ne
supstance, lekove i rezistenciju na hemioterapeutike. Meta-analize pokazale su da
nosioci GSTMI1-nultog genotipa imaju povecan rizik za nastanak odredenih

karcinoma, ukljucujudi i kolorektalni ili karcinom ezofagusa (52,53).

1.2.2.2. GSTT1

Klasa GSTT podeljena je u tri podklase: GSTT1, GSTT2 i, GSTT2B. Sve tri
klase imaju 55% identic¢nih sekvenci aminokiselina i u prethodnim istraZivanjima
opisane su kao ucesnici u procesu kancerogeneze. Gen za GSTT1 nalazi se na
hromozomu 22 (q11.23). Incidenca delecionog polimorfizma se procenjuje na oko
20%-38% u opStoj populaciji, dok se u Aziji beleZe nesSto viSe incidence koje idu
cak i do 67% (54). Slicno kao za GSTM1 i za GSTT1 meta-analize ukazuju da
prisustvo ovog genotipa moze doprinositi pove¢anom riziku za nastanak razlic¢itih

karcinoma, izmedu ostalog i kolorektalnog karcinoma (55).

Hromozom 22
[ 260927 p [ 302395 p

LOC100420769 GSTT] df— CABIN
LOC391322 GSTTP2
GSTT1-AS1

Figura 8. GSTT1 na hromozomu 22; preuzeto od Liu etal 2017.

1.2.2.3. GSTA1

Gen za GSTA1 nalazi se na hromozomu 6. Opisano je pet podklasa GSTA.
Unutar alfa podklase, velike razlike uocene su kod nosioca GSTA1 i GSTAZ.
Tackaste mutacije na GSTA2 opisane su u literaturi, ali njihov klini¢ki znacaj i dalje
je predmet ispitivanja (56). Polimorfizmi pojedinacnog nukleotida (eng. single
nucleotide polymorphism, SNP) su prisutni na SP1 vezujuem elementu GSTA1.
GSTA ucestvuje u metabolizmu razlicitih Stetnih materija iz spoljasnje sredine, kao

i duvanskog dima, ali i brojnih hemioterapeutika.
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Ova klasa GST ucestvuje u metabolizmu peroksida kao i fosfatidil-
hidroperoksida masnih kiselina (57). Opisana su brojna oboljenja povezana sa

uticajima Stetnih materija iz spoljasnje sredine, koja se beleZe CeSce kod nosioca

ovog polimorfizma.
Hromozom 6
-NC_000006.12
[ 52750057 p [ 52846095 p
GSTFIQ: GSTAL df— GSTARS :

GSTR12P GSTREP

Figura 9. GSTA1 na hromozomu 6; preuzeto od Zu et al 2019.

1.2.2.4. GSTP1

Gen za GSTP1 nalazi se na hromozomu 11. Polimorfizam u kodirajucoj
sekvenci GSTP1 karakteriSe prelazak adenina u guanin na nukleotidu 313, Sto
dovodi do promene izoleucina (Ile105) u valin na kodonu 105 (Val105). Enzimi sa
valinom na kodonu 105 imaju sedam puta vecu kataliticku aktivnost za epokside
policiklicnih aromati¢nih hidrokarbona u odnosu na izoenzime koji na ovoj poziciji
imaju izoleucin. Ova forma GSTP1 enzima, 2-3 puta je manje stabilna u odnosu na
formu Ile105. Takode, zabeleZen je i polimorfizam GSTP1 gde citozin prelazi u
timidin na nukleotidu 341, $to dovodi do promene alanina u valin na kodonu 14

(Val104) (50).

Hromozom 11 . Nc_o000011.10
[ 67506490 P - [ 67612541 pr

CDK2AP2 CRBP2 GSTPi=p Cllorf72
NDUFU1

Figura 10. GSTP1 na hromozomu 11; preuzeto od Zu et al 2019.
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1.3. GLUTATION TRANSFERAZE KOD KOLOREKTALNOG KARCINOMA

Literaturni podaci pokazuju da znacajnu ulogu u nastanku i progresiji KRK-
a mogu imati glutation transferaze (50). Hereditarni KRK karakteriSu mutacije
izuzetno penetrantnih genskih alela, ali hereditarni KRK ¢ini mali procenat od
ukupnog broja obolelih. Sporadicni KRK se javlja kod viSe od 90% obolelih i razvija
se usled mutacija slabo penetrantnih gena, sa ili bez udruzZenih faktora spoljne
sredine. S obzirom da su prepoznati faktori rizika izuzetno cesti u opstoj
populaciji, moZe se pretpostaviti da je karcinogeneza KRK pod uticajem razlic¢itih
inter-individualnih genskih razlika. Dosadasnja istraZivanja ukazuju da GST imaju
znacajnu ulogu u procesu karcinogeneze KRK. Zahvaljuju¢i hidroperoksidaznoj
aktivnosti GST ucestvuju u odbrani ¢elija od organskih hidroperoksida, tako Sto ih
redukuju u alkohole, i na taj nacin ¢ine moc¢ne antioksidanse (42). Imajuci u vidu
da reaktivne kiseoni¢ne vrste ucestvuju u procesima transkripcije DNK, genske
ekspresije, cCelijske proliferacije i diferencijacije, ispitivanje metabolizma ovih
jedinjenja je od izuzetnog znacaja. Brojni hemoterapeutici poput cisplatine ili
oksaliplatine koja se koristi u lecenju bolesnika sa KRK, dovode do stvaranja
superoksida i kiseoni¢nih radikala. U tom smislu modulacija oksidativnog stresa u
¢emu ucestvuju GST ima ulogu u karcinogenezi KRK ali i u le¢enju ovih bolesnika
(59). U karcinogenezi KRK-a kao znacajni hemijski kancerogeni opisani su i
policikli¢ni aromati¢ni ugljovodonici (PAH) kao i heterociklicni aromati¢ni amini
(HAA). Ove supstance su narocito prisutne u duvanskom dimu, kao i mesu koje se
priprema na otvorenoj vatri ili na visokim temperaturama. NajvaZnije jedinjenje iz
grupe PAH koje je prisutno u duvanskom dimu je benz(a)piren koji se metaboliSe
do benzo(a)piren-diolepoksida, sa potencijalom da se dalje vezuje za guanozin u
molekulu DNK i formira BPDE-DNK konjugate (engl. Benzo(a)pyrene diolepoxide
(BPDE)-DNA adducts) $to kao rezultat dovodi do nastanka tumora (60). NajceSce
izolovana jednjinjena iz mesa koje se priprema na visokoj temperaturi iz grupe
HAA su 2-amino-1-metil-6-fenilimidazo (4,5-b) piridin (PhIP) i 2-amino-3,8-
dimetilimidazo (4,5-f) kinoksalin (MelQx). HAA jedinjenja nastaju nakon pirolize
aminokiselina a njihova koli¢ina zavisi od metode, temperature kao i duZine

trajanja kuvanja. Enzimi citohroma P450 su odgovorni za pretvaranje
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prekarcinogena u formu karcinogena. U tom procesu formiraju se DNK adukti, koji
dalje dovode do mutacija gena koji ucestvuju u procesu karcinogeneze KRK.
Suprotno tome, enzimi II faze poput GST ucestvuju u procesu detoksikacije
formiranih karcinogena, omogucavaju¢i njihovu eliminaciju i suprimirajuci
stvaranje reaktivnih kiseoni¢nih vrsta. (6). PAH i HAA u rekacijama konjugacije uz
pomoc¢ GST formiraju stabilna jedinjenja koja se eliminiSu iz organizma, te na taj
nacin GST imaju izuzetno vaznu ulogu u detoksikaciji (61). Genetski polimorfizam
je prisutan kod sve Ccetiri najvaznije klase GST. Najzastupljeniji pripadnici
citosolnih GST su klase alfa (GSTA), mi (GSTM), pi (GSTP) i teta (GSTT). Iako je
polimorfizam opisan kod svih ¢lanova alfa klase, najve¢i klinicki znacaj ima
polimorfna ekspresija GSTA1, pre svega zbog detoksikacije kancerogenih
metabolita Zivotne sredine i duvanskog dima (57). Pored toga, delecioni
polimorfizam usled koga ne dolazi do sinteze GSTM1 aktivnog enzima dovodi do
gubitka uloge ovog enzima u procesu detoksikacije (62), te usled kumulativnih
oStec¢enja molekula DNK moZe do¢i do nastanka karcinoma. Najvazniji supstrat za
klasu GSTP1 su diol-epoksidi PAH-a. Pokazano je da GSTP1105Val genotip ima do
pet puta jaCu enzimsku aktivnost prema policiklicnim aromati¢nim
ugljovodonicima (63). Kada je u pitanju klasa GSTT, pokazano je da nosioci GSTT1-
nultog genotipa imaju smanjenu metabolicku aktivnost prema derivatima etana
koji su prisutni u duvanskom dimu (64).

S obzirom da razli¢ita ekspresija glutation transferaza moZe uticati na
kapacitet odredenog tkiva za detoksikaciju i zaStitu od oksidativnog stresa,
pokazano je da su osobe koje nemaju eksprimiran neki od GST izoenzima izloZene
veCem riziku za obolevanje od pojedinih karcinoma. Dosadasnja istraZivanja o
povezanosti polimorfizma gena za GST sa rizikom za nastanak KRK, nezavisno ili
udruZeno sa poznatim faktorima rizika, dala su dosta kontradiktorne rezultate.
Pored toga, u literaturi postoji mali broj podataka o prognostiCkom znacaju
polimorfizma GST u KRK. Zbog moguceg fukcionalnog znacaja najCeSc¢ih
polimorfizama gena koji kodiraju citosolne glutation transferaze A1, M1, T1i P1u
nastanku, progresiji i napredovanju KRK, veoma je vazno izvesti sveobuhvatno

istraZivanje u kome bi se istovremeno odredivalo prisustvo specifi¢cnih genskih
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varijanti, faktora rizika, biohemijskih markera, tumorskog fenotipa i

longitudinalno pratio ishod le¢enja ovih bolesnika.
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U ovom istrazivanju ciljevi su bili:

1. Ispitati da li postoji uticaj genskog polimorfizma GSTA1 C69T (rs3957357),
GSTM1, GSTP1 1le105Val (rs1695) i GSTT1 na rizik za nastanak KRK, kao i da
li postoji udruZeni efekat genotipova i poznatih faktora rizika (puSenje,

BMI) za nastanak KRK.

2. Ispitati da li postoji povezanost izmedu polimorfizma gena za GSTAI,
GSTM1, GSTP1 i GSTT1 i biohemijskih i fenotipskih karakteristika tumora,
ukljuCujuci tip, stadijum i gradus KRK.

3. Ispitati da li polimorfna ekspresija GST moZe imati prognosticki znacaj kod

bolesnika sa KRK.

4. Proceniti da li preoperativhe vrednosti CEA i CA 19-9 mogu pruziti
informacije o stadijumu bolesti u trenutku postavljanja dijagnoze, da li se
razlikuju kod bolesnika sa razlictim GST genotipom ili kod nosilaca
razliCitih genskih varijanti GST, kao i da li mogu imati prognosticki znacaj
kod bolesnika sa KRK

5. Proceniti da li parametri sistemske inflamacije mogu pruZiti informacije o
stadijumu bolesti u trenutku postavljanja dijagnoze, kao i da li mogu imati

prognosticku ulogu kod bolesnika sa KRK
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3.1. SELEKCIJA ISPITANIKA

Za odredivanje polimorfizama GSTAI1, GSTM1, GSTP1 i GSTT1, kao i
biohemijskih markera i parametara sistemske inflamacije uklju¢eno je 523
bolesnika sa histopatoloski potvrdenom dijagnozom kolorektalnog karcinoma koji
su leCeni na Klinici za digestivnu hirurgiju-Prva hirurska klinika Klinickog centra
Srbije u Beogradu, a c¢iji su uzorci krvi deo biobanke Instituta za medicinsku i
klinicku biohemiju Medicinskog fakulteta u Beogradu koja je formirana u
navedenom periodu u saradnji sa Klinikom za digestivnu hirurgiju KCS (odluka
Etickog komiteta Klinickog centra Srbije 56-6, od 21.01.2016. godine).
HistopatoloSka procena je izvrSena od strane patologa u skladu sa Dukes i TNM

sistemom klasifikacije za procenu stepena diferentovanosti tumora (41).

Kontrolnu grupu je c¢inilo 400 po uzrastu (+ 2 godine) i polu uparenih
ispitanika, bez verifikovanog malignog oboljenja, a ¢iji su uzorci krvi takode deo
pomenute biobanke.

Kriterijumi za ukljucivanje ispitanika u studiju bili su klinicki,
kolonoskopski i patohistoloski verifikovano prisustvo KRK, sa ili bez prisustva
poznatih faktora rizika za nastanak KRK. Kod ovih bolesnika se takode pratilo
prezivljavanje.

Kriterijumi za iskljuCivanje osoba iz kontrolne grupe bilo je verifikovano
prisustvo maligne bolesti. Uslovi za iskljucivanje iz istrazivanja bili bi Zelja
ispitanika da viSe ne ucestvuju u istrazivanju.

Za prikupljanje podataka o izloZenosti pretpostavljenim sredinskim
faktorima rizika za nastanak KRK (puSenje, poviSena telesna masa), koriScen je
strukturisani epidemioloski upitnik, sastavljen na Institutu za epidemiologiju
Medicinskog fakulteta Univerziteta u Beogradu, u cilju ispitivanja faktora rizika za
nastanak malignih bolesti. Ovaj upitnik je prethodno validiran koriS¢enjem
odgovarajucih procedura. U naSem istraZivanju, puSaci su definisani kao osobe
koje su navele da su pusSile svakog dana tokom perioda koji je minimalno iznosio
60 dana do trenutka ukljucivanja u studiju. Svi podaci dobijeni od ucesnika su se
odnosili na period do trenutka postavljanja dijagnoze karcinoma kod slucajeva, i

na odgovarajuci period kod kontrolne grupe.
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3.2. PRAVNI I ETICKI PREDUSLOVI

Studija je planirana u skladu sa etickim standardima datim u HelsinSkoj
deklaraciji (prema revidiranoj verziji iz 2013. godine) i u skladu sa pravilima
Etickog komiteta Medicinskog fakulteta u Beogradu. Sve osobe od kojih je uzet
bioloski materijal koji je koriS¢en u studiji, kao i li¢ni podaci, potpisale su pristanak
za uceSce u studiji kao i da su obaveStene o ciljevima i ocekivanim ishodima

studije.

3.3. MATERIJAL

3.3.1.Krv

Za analizu polimorfizama GST od svih ispitanika su uzeti uzorci pune krvi
(2.7 ml) sa EDTA kao antikoagulansom, na Klinici za digestivnu hirurgiju-Prva
hirurska klinika Klinickog centra Srbije i transportovani do Instituta za medicinsku

i klinicku biohemiju Medicinskog fakulteta Univerziteta u Beogradu.

3.4. METODE

3.4.1. Izolacija DNK

Dezoksiribonukleinska kielina (DNK) je izolovana iz 200ul venepunktirane
krvi koriS¢enjem QIAamp DNA mini kit-a (Qiagen, Chatsworth CA, USA), potom
alikvotirana i ¢uvana na -20°C do izvodenja PCR (engl. polymerase chain reaction)
analize. Odredivanje Cisto¢e i koncentracije izolovane DNK izvedena je
spektrofotometrijski na 230, 260, 280 i 320 nm na GeneQuant pro (Biochrom,
Cambridge, England) aparatu.

3.4.2. Odredivanje GSTA1 C69T (rs3957357) polimorfizma

Polimorfizam GSTA1 C69T je odredivan po PCR-RFLP metodi Colesa i sar.

(49) restrikcionom digestijom PCR proizvoda sa Earl enzimom (Thermo Fisher
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Scientific, Waltham, Massachusetts, USA). Inkubacija PCR proizvoda i Earl enzima
se odvijala se na 37°C tokom 16h (preko no¢i). Nakon inkubacije, uspe$nost
restikcione digestije je proveravana elektroforezom na 1% agaroznom gelu na 125
V, 0,27 A i 50 W. Vizuelizacija restrikcionih proizvoda je izvodena na UV kameri
Chemidoc (Biorad, Hercules, CA, USA) pomocu SYBR® Safe DNA Gel Stain
(Invitrogen Corporation, Carlsbad, California, USA). Prisustvo trake veli¢ine 481bp
ukazivalo je na wild-type CC genotip, dok je prisustvo traka veliCine
481bp+385bp+96bp ukazivalo na CT genotip, odnosno prisustvo traka 385bp+
96bp na TT genotip.

3.4.3. Odredivanje GSTM1 i GSTT1 polimorfizama

Multipleks polimorfizam GSTM1 i GSTT1 je odredivan po metodi Abdel-
Rahman-a i sar. (65) za istovremeno analiziranje genotipa GSTM1 i GSTTI.
Kontrolni prajmeri koji omogucavaju amplifikaciju egzona 7 CYP1A1 gena (312
bp), takode su bili ukljuc¢ivani u reakcije kako bi se potvrdilo prisustvo DNK u
uzorku, kao i uslovi PCR-a. UspeSnost amplifikacije je proveravana elektroforezom
na 2% agaroznom gelu na 125V, 0,27 A i 50 W. Vizuelizacija PCR proizvoda je bila
izvodena na UV kameri Chemidoc (Biorad, Hercules, California, USA) pomocu
SYBR® Safe DNA Gel Stain (Invitrogen Corporation, Carlsbad, California, USA).
Prisustvo trake veliCine 215 bp ukazivalo je na prisustvo gena za GSTM1, odnosno
prisustvo trake veli¢ine 481 bp na prisustvo gena za GSTT1 (homozigotni i
heterozigotni genotip). Odsustvo traka ukazivalo je na homozigotnu deleciju gena

za GSTM1 i GSTT1.

3.4.4. Odredivanje GSTP1 Ile105val (rs1695) polimorfizma

Polimorfizam GSTP1 lle105Val odredivan je uz upotrebu Applied Biosystems
TagMan® Drug Metabolism Genotyping eseja (Life Technologies, Applied
Biosystems, Carlsbad, CA, USA, Assay ID: C_3237198_20). Uzorci DNK, kao i pozitivna
i negativna kontrola, nanoSene su na plocu sa 96 bunarci¢a tako se da nakon

uparavanja DNK na 65°C (Mastercycler gradient thermal cycler, Eppendorf,
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Hamburg, Germany) u svakom odgovaraju¢em bunarci¢u nalazila ista koli¢ina DNK.
Reakciona meSavina saCinjena od PCR MasterMixa (Thermo Fisher Scientific,
Waltham, Massachusetts, USA) i fluorescentno obeleZene probe naneSene su uz
pomoc¢ EppMotion robota (Eppendorf, Hamburg, Germany) dok su PCR amplifikacija
i ocitavanje fluorescence metodom real time PCR-a (Mastercycler ep realplex

(Eppendorf, Hamburg, Germany).

3.4.5. Izdvajanje plazme

Plazma je izdvajana centrifugiranjem na 3000 obrtaja/min u trajanju od 15
min u centrifugi sa hladjenjem na +4°C. Da bi se sprecila autooksidacija uzoraka
plazme, 10 pl alkoholnog rastvora butilovanog hidroksitoluena (10 mmol/L) je
dodavano na svaki ml plazme. Izdvojena plazma je ¢uvana na -80°C do ELISA

analize.

3.4.6. Odredivanje CEA i CA 19-9

CEA i CA19-9 odredivani su uz pomo¢ komercijalno dostupnih imunoeseja
Roche Diagnostic reagent kits i Cobas 6000 automatic analyzer (Roche Diagnostics,
Mannheim, Germany) ELISA testovima. Svi kitovi su enzimska varijanta sendvic
testa i sadrze polistirenske perle i monoklonska anti CEA/CA 19-9 antitela.
FunkcioniSu tako $to su na ¢vrstu podlogu vezana antitela za koja se vezuje antigen
iz uzorka. Nakon ispiranja dodaje se enzimom obeleZeno antitelo i dolazi do
formiranja komleksa antigen-antitelo-enzim. Visak antitela se ispira i dodaje se
supstrat za enzim koji kasnije kataliticki konvertuje supstrat u obojeni proizvod

Cija je koncentracija proporcionalna koli¢ini antigena. (66).

3.4.7.0dredivanje NLR, PLR i MVP

Kompletna krvna slika dobijena je analiziranjem uzoraka krvi koja je
antikoagulisana sa EDTA u okviru 4 sata od uzorkovanja uz pomo¢ Coulter®

LH750 Hematology Analyzer (Beckman Coulter, USA). NLR je izra¢unavan
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deljenjem apsolutnog broja neutrofila sa apsolutnim brojem limfocita. PLR je
izraCunavan deljenjem apsolutnog broja trombocita sa apsolutnim brojem

limfocita. Kontrolni uzorci su ispitivani u dva navrata (Beckman Coulter, USA).

3.5. STATISTICKA ANALIZA

Normalnost raspodele podataka je proveravana racunskim metodama
(koeficijent varijacije, vrednosti ,skjunisa“ i  kurtosisa“, statisticki test
Kolmogorov-Smirnov i Shapiro-Wilk) kao i grafickim metodama za proveru
normalnosti (histogram, normalni Q-Q grafikon, detrendovan normalni Q-Q
grafikon, grafikon kutije (engl. boxplot). StatistiCka analiza je ukljucivala, pored
deskriptivne statistike, primenu x2 testa za procenu da li se odgovarajuci
genotipovi nalaze u Hardy-Weinberg ekvilibrijumu i determinisanje znacajnosti
razlike u frekvenciji dobijenih genotipova ali i odredenih ispitivanih karakteristika

izmedu ispitivanih bolesnika i kontrolne grupe.

Laboratorijske analize izmedu grupa analizirane su uz pomo¢ Mann-
Whitney testa. Klinicko-patoloske varijable izmedu grupa uporedivane su uz
pomoc¢ Kruskal-Wallis testa. Linearna regresija koriS¢ena je u ispitivanju odnosa
parametara sistemske inflamacije dok je binarna logisticka regresija koriS¢ena
kako bi se kombinovali parametri sistemske inflamacije. ROC (eng. receiver
operator characteristic) kriva koriS¢ena je kako bi se utvrdile vrednosti markera sa
najve¢om senzitivnoS¢u i specificnoS¢u. Polje ispod ROC krive je takode
izraCunavano (eng. area under the curve, AUC). Vrednosti P<0.05 smatrane su
statisticki znacajne.

Znacajnost razlike u ucestalosti prisustva neke varijable, odnosno njenog
nivoa, u studijskoj i kontrolnoj grupi procenjivala bi se univarijantnom logistickom
regresionom analizom, na osnovu veli¢ine i znaCajnosti odnosa Sansi (engl.odds

ratio, OR) sa intervalom poverenja od 95% (IP 95%).

Prezivljavanje bolesnika sa kolorektalnim karcinomom analizirano je
pomocu Kaplan-Meier testa za procenu kumulativne verovatnoce prezivljavanja.

Prediktivna vrednost razlic¢itih GST genotipova procenjena je Cox regresionim
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modelom. Kao vreme pracenja, podrazumevan je period od trenutka operativnog

lec¢enja do trenutka smrti, odnosno poslednje provere ishoda.
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4.1. DEMOGRAFSKE KARAKTERISTIKE ISPITANIKA

U naSem istrazivanju ucestvovalo je 523 pacijenta sa KRK, prosecne starosti
62.25+¥11.38 godina i 400 zdravih kontrola prosecne starosti 60.80+11.79. Nije
postojala statisticki znacajna razlika u godinama starosti izmedu ove dve grupe
(P>0.05).

Demografske i klinicke karakteristike pacijenata i kontrolne grupe
prikazane su u Tabeli 3. U grupi pacijenata sa KRK, njih 313 bilo je muskog pola
(60%), dok je 210 pacijenata (40%) sa KRK bilo Zenskog pola. Izmedu grupe
pacijenata sa KRK i kontrolne grupe postojala je statisticki znacajna razlika u polu
(P<0.05). Naime u grupi pacijenata sa KRK bilo je viSe pacijenata muskog pola u
odnosu na kontrolnu grupu.

U grupi pacijenata sa KRK, od arterijske hipertenzije bolovalo je 286
pacijenata (58%), dok je u kontrolnoj grupi ovaj broj bio 111 (30%). Utvrdeno je
postojanje statisticki znacajne razlike u postojanju arterijske hipertenzije izmedu
ove dve grupe (P<0.01).

U grupi pacijenata sa KRK prosecan BMI iznosio je 25.58+3.47 dok je
prosecan BMI u grupi zdravih kontrola iznosio 26.13+3.72, te nije pronadena
statistic¢ki znacajna razlika izmedu ove dve grupe (P>0.05).

Kao aktivni puSaci u grupi pacijenata sa KRK izjasnilo se 338 pacijenata
(68%) dok se u kontrolnoj grupi kao aktivni pusac izjasnilo 189 ispitanika (48%),

izmedu ove dve grupe pokazano je postojanje statistiki znacajne razlike (P<0.05).
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Tabela 3. Demografske karakteristike pacijenata i kontrolne grupe

KRK (n %) Kontrolna grupa (n %) OR (95%CI) P vrednost
Godine (sr.vrednost+SD)? 62.25+11.38 60.80£11.79 / 0.067
Pol
Muski 313 (60) 203 (51) 1.00¢
Zenski 210 (40) 197 (49) 0.69 (0.53-0.89) <0.05
Hipertenzija, n (%)®
Ne 207 (42) 262 (70) 1.00¢
Da 286 (58) 111 (30) 3.26 (2.45-4.33) <0.001
Gojaznost, n (%)b
BMI < 25 200 (42) 155 (41) 1.00¢
BMI > 25 272 (58) 224 (59) 0.94 (0.72-1.24) 0.664
Pusenje, n (%) ¢
Nikada 156 (32) 201 (52) 1.00¢
Dac 336 (68) 189 (48) 2.29 (1.74-3.02) <0.001
Paklo-godinad 30 (1.25-150.0) 27 (1.0-120.0) / 0.105

asrednja vrednost+standardna devijacija; Pbazirano na dostupnim podacima; ‘minimum od 60-dana pre pocetka istraZivanja; 4medijana (min-max); ¢OR, odds-ratio; eReferentna grupa. CI, interval poverenja;
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4.1.1. Epidemioloske karakteristike pacijenata sa KRK

U grupi bolesnika sa KRK osnovno obrazovanje imalo je njih 100 (19%),
srednje obrazovanje 242 (46%), dok je 151 (29%) bolesnik sa KRK bio visoko
obrazovan. Podatke o svom obrazovanju ili nepotpune podatke nije omogucio

svega 31 bolesnik (6%).

6%

19%

‘ i osnovno obrazovanje
29% I

srednje obrazovanje
i visoko obrazovanje

e i nepotpuni podaci
0

Figura 11. Podaci o obrazovanju bolesnika sa KRK

Pre postavljanja dijagnoze bez ikakvih tegoba bilo je svega 6 bolesnika
(1%), najvedi broj bolesnika, njih 207, imao je tegobe u vidu prisustva krvi u stolici
(40%), promene u crevnom praznjenju u vidu dijareje 86 bolesnika (16%), ili
opstipacije 57 (11%), opste slabosti i malaksalosti 44 bolesnika (8%), bolova u
trbuhu 67 (13%) , primetnog gubitka u telesnoj tezini 26 (5%), dok je nespecificne

tegobe imalo 30 bolesnika (6%).
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Figura 12. Podaci o tegobama bolesnika sa KRK
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FOBT test je pre dijagnostikovanja KRK uradilo 308 bolesnika, dok 215
bolesnika nije radilo FOBT, ve¢ druge vidove skrininga, fleksibilnu
rektosigmoidoskopiju ili kolonoskopiju. Test je bio pozitivan kod 307 bolesnika,
dok je kod 1 bolesnika test bio negativan.

Od 523 bolesnika sa KRK, njih 6 je prethodno bolovalo od inflamatornih
bolesti creva.

Godinu dana pre dijagnostikovanja KRK 106 (20%) bolesnika svakodnevno
je koristilo aspirin zbog svojih drugih komorbiditeta, najceS¢e hipertenzije.

Veliki broj bolesnika, ¢ak 297 (57%) imalo je neku abdominalnu operaciju
pre dijagnostikovanja KRK, najcesc¢e holecistektomiju (70%).

Pozitivnu porodi¢nu anamnezu na KRK imalo je 115 (22%) bolesnika.

4.1.2. Patoloska diferencijacija tumora kod bolesnika sa KRK

U grupi bolesnika sa KRK, kod 277 (55%) tumor je bio lokalizovan u
rektumu, dok je kod njih 225 tumor bio lokalizovan u kolonu (45%). Od toga 110
(22%) bolesnika imalo je lokalizaciju tumora u sigmoidnom kolonu, 26 bolesnik
(5%) imao je tumor lokalizovan u descedentnom kolonu, 29 bolesnika (6%) u
transverzumu, 29 bolesnika (6%) u ascedentnom kolonu, 31 (6%) u cekumu.

Patoloska diferencijacija tumora prikazana je na Tabeli 4.

Dobro diferentovan tumor imalo je 385 (77%) bolesnika, srednje
diferentovan 96 (19%) bolesnika, dok je slabo diferentovan tumor imalo 21 (4%)
bolesnika.

Kod najveceg broja bolesnika sa KRK dijagnostikovan je T stadijum 3, 245
(49%), znacajno manji broj bio je u stadijumu 1 (78, 15%) odnosno stadijumu 2
(85, 17%), dok je u stadijumu 4 bilo 94 bolesnika (19%).

Zahvaceni limfni nodusi pronadeni su kod 245 bolesnika, od toga u
stadijumu N1 koji je podrazumevao zahvacenost 1-3 nodusa bilo je 129 bolesnika
(26%), dok je u stadijumu N2 bilo 116 bolesnika (23%).

Udaljene metastaze dijagnostikovane su kod 89 bolesnika (18%).

Limfovaskularna invazija bila je prisutna kod 220 bolesnika (46%), dok kod

258 bolesnika (54%) nije utvrdeno postojanje limfovaskularne invazije.
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Perineuralna invazija bila je prisutna kod 113 bolesnika (24%).

Kada je izvrSena detaljna TNM Kklasifikacija, u stadijumu I bilo je 130
bolesnika (26%), u stadijumu II 112 bolesnika (22%) u stadijumu III 156 (31%) i u
stadijumu IV 89 bolesnika (14%).

Kao Dukes A Kklasifikovano je 117 bolesnika (22%), Dukes B 133 (26%),
Dukes C 164 (31%) i Dukes D 57 (6%).

Klasifikacijom po Astler Colleru, u stadijumu A1l bilo je 69 (14%), B1 55
(11%), B2 125 (25%), C1 22 (4%), C2 142 (28%), C3 58 (12%) bolesnika.

Prosecna veli¢ina tumora bila je oko 64mm, sa najmanjim promerom od

7mm, a najve¢im promerom od 95mm.
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Tabela 4. Patohistoloske karakeristike pacijenata sa KRK

Patoloske karakteristike N (%)
Lokalizacija
Rektum 277 (55)
Kolon 225 (45)
Patoloska diferencijacija
Dobra 385 (77)
Umerena 96 (19)
Slaba 21(4)
T stadijum
1 78 (15)
2 85 (17)
3 245 (49)
4 94 (19)
N stadijum
0 256 (51)
1 129 (26)
2 116 (23)
Metastaze
0 413 (82)
1 89 (18)
TNM Stadijum
I 130 (26)
11 112 (22)
111 156 (31)
v 89 (14)
Limfovaskularna invazija
0 258 (54)
1 220 (46)
Perineuralna invazija
0 365 (76)
1 113 (24)
Dukes skor
A 117 (25)
B 133 (28)
C 164 (35)
D 57 (12)
Astler Collar skor
A 69 (15)
B1 55 (12)
B2 125 (27)
C1 22 (5)
C2 142 (30)
C3 58 (12)
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4.1.3. Terapija bolesnika sa KRK

Nakon hirurSkog leCenja neki vid hemioterapije primalo je 187 bolesnika
(36%). Nakon postavljanja dijagnoze karcinoma rektuma zracnu terapiju primalo
je 96 bolesnika (18%).

Kapecitabin bio je terapeutik izbora kod 47 bolesnika (9%) nakon
hirurSkog lecenja.

5FU/LV primalo je 149 bolesnika (29%), dok je Oksaliplatinu primalo 70
bolesnika (14%).

U svom terapijskom protokolu Bevacizumab je primalo 13 bolesnika (3%),
dok je Irinotekanom leceno 15 bolesnika (3%). Svega jedan bolesnik u svom

protokolu imao je Cetuksimab.

36%

i primalo HT

‘ nije primalo HT
64%

Figura 13. Distribucija pacijenata sa KRK koji je primao HT
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4.2. ULOGA GST GENOTIPA U RIZIKU ZA NASTANAK KRK

Ucestalost GST genotipova, kao i njihova uloga u riziku za nastanak KRK
prikazani su u Tabeli 5. Rezultati su pokazali da osobe sa GSTM1-nultim i GSTA1

CT+TT nemaju povecan rizik od razvoja KRK.

Medutim, osobe sa GSTT1-nultim i GSTP1 IleVal+ValVal genotipom imaju
znacajno veci rizik od razvoja KRK. Naime nosioci GSTT1-nultog genotipa su 1.35
puta pod vecim rizikom od razvoja KRK u poredenju sa osobama koji imaju GSTT1-
aktivni genotip (OR = 1.35, 95%CI: 0.99-1.83, p = 0.050). Individue sa GSTP1
lleVal+ValVal genotipom imaju 1.39 puta veci rizik od razvoja KRK (95%CI: 1.07-
1.82, p=0.016).
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Tabela 5. GST genotipovi i rizik od nastanka KRK

KRK pacijenti

Kontrolna grupa

GST genotip o o OR (95%CI)¢ P vrednost Prilagoden OR (95%CI)s P vrednost
n, % n, %
GSTM1
aktivnia 249 (49) 204 (49) 1.00f 1.00e
nultib 260 (51) 195 (51) 1.09 (0.84-1.42) 0.509 1.14 (0.85-1.47)s 0.362
GSTA1 (rs 3957357)
CC (aktivni) 186 (36) 160 (40) 1.00f 1.00e
CT+TT (smanjene aktivnosti) 326 (64) 236(60) 1.19 (0.91-1.56) 0.210 1.17 (0.88-1.56)s 0.274
GSTT1
aktivnia 145 (29) 91 (23) 1.00f 1.00e
nulti® 364 (71) 308 (77) 1.35 (0.99-1.83) 0.050 1.26 (0.91-1.73)s 0.161
GSTP1 (rs1695)
Ilelle (referentni) 185 (37) 181 (45) 1.00f 1.00e
lleVal+ValVal (varijantni)? 309 (63) 217 (55) 1.39 (1.07-1.82) 0.016 1.43 (1.08-1.89)s 0.013

aAktivni, ako je bar jedan aktivan alel prisutan Nulti, nijedan aktivni alel nije prisutan; <Varijantni, ako je bar jedan Val alel prisutan; <Smanjene aktivnosti ako je bar jedan
T alel prisutan; ¢OR odnos Sansi; fReferentna grupa; 8OR odnos Sansi prilagoden godinama, polu i BMI; CI, interval poverenja; Delecija GSTM1 i GSTT1 genotipa
analizirana kod 523 pacijenta i svih kontrola. SNP polimorfizam GSTA1*C69T i GSTP1*1le105Val analizirana kod 523 pacijenta i svih kontrola.
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4.2.1.Kombinovani efekat GST genotipova na rizik za nastanak KRK

Tokom ovog istrazivanja ispitivan je i kombinovani efekat GST genotipova
na rizik za nastanak KRK (Tabela 7). Kada je ispitivan kombinovani uticaj bilo koja
dva od GSTM1, GSTA1iGSTTI1 genotipa medusobno, nije uoCen povecan rizik od
nastanka KRK (p>0.05).

Medutim statisticki znacajna povezanost pronadena je kod svih kombinacija
GSTP1-varijantnog genotipa i bilo kog od preostala tri GST genotipa (GSTPI
varijantni i GSTM1-nulti: OR = 1.53, 95%CI: 1.01-2.18, p=0.03; GSTPI-
varijantni i GSTA1-smanjene aktivnosti: OR = 1.83, 95%CI: 1.22-2.75,
p=0.004; GSTP1-varijantni i GSTT1-aktivni: OR = 1.95, 95%CI: 1.27-2.99, p=0.002)

u poredenju sa referentnom kombinacijom genotipa.

Nadalje, kada je analiziran kombinovani efekat tri genotipa, statisticki
znacajna povezanost uocena je kod sve tri kombinacije koje su ukljucivale GSTP1-
varijantni genotip: GSTM-nulti/GSTT1-aktivni/GSTP1-varijantni OR = 2.07, 95%CI:
1.06-4.02, p=0.03; GSTM-nulti/GSTA1-smanjene aktivnosti /GSTP1-varijantni OR=
2.24, 95%CI: 1.24-4.04, p=0.001 i GSTTI1-aktivni/GSTA1-smanjene aktivnosti/
GSTP1-varijantni OR= 2.62, 95%CI: 1.41-4.87, p=0.001.
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Tabela 6. Kombinovani efekat dva GST genotipa na rizik od nastanka KRK

. . . KRK pacijenti, Kontrolna Pri}agoden OR.
Kombinovani genotip n% grapa, n% OR (95%CI)e p-vrednost (godine, pol, bmi) p-vrednost
(95%CI)e
GSTM1/GSTP1 genotip
GSTM1-aktivnia/GSTP1-referentni 88 (36) 88 (46) 1.00f 1.00f
GSTM-nultit/GSTP1-varijantnic 156 (64) 102 (54) 1.53(1.01-2.18) 0.031 1.66 (1.11-2.53) 8 0.014
GSTA1/GSTP1 genotype
GSTA1-aktivnia/GSTP1-referentni 59 (24) 77 (36) 1.00f 1.00f
GSTA1- smanjene aktivnostid/GSTP1-varijantnic 185 (76) 132 (64) 1.83 (1.22-2.75) 0.004 1.85(1.21-2.84)¢ 0.005
GSTT1/GSTP1 genotype
GSTT1- aktivnia/GSTP1-referentni 129 (60) 139 (73) 1.00f 1.00f
GSTT1- nultiv/GSTP1-varijantnic 87 (40) 51 (27) 1.95 (1.27-2.99) 0.002 1.79 (1.14-2.80) 8 0.011

aAktivni, ako je bar jedan aktivan alel prisutan ®Nulti, nijedan aktivni alel nije prisutan; <Varijantni, ako je bar jedan Val alel prisutan; ¢Smanjene aktivnosti ako
je bar jedan T alel prisutan; ¢ OR odnos Sansi; fReferentna grupa; é0R odnos $ansi prilagoden godinama, polui BMI; CI, interval poverenja
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Tabela 7. Kombinovani efekat tri GST genotipa na rizik od nastanka KRK

KRK Kontrolna prilagoden OR p-
. . . L o/ e )
Kombinovani genotip paclzll]o(;ntl, grupa, n% OR (95%CI) p-vrednost (95%CI)e vrednost
0
GSTM1/GSTT1/GSTA1 genotip
GSTM1-aktivnic/GSTT1-aktivni/GSTAI-aktivni 57 (60) 59 (70) 1.00¢ 1.00¢
— — - .
GSTM-nulti"/GSTT1-nulti/GSTAI- smanjene 38 (40) 25 (30) 1.57 (0.84-2.93) 0.153 1.48 (0.77-2.85) 0.243
aktivnosti
GSTM1/GSTA1/GSTP1 genotip
GSTM1-aktivnic/GSTAI1-aktivni/GSTPI-referentni 26 (22) 39 (38) 1.00¢ 1.00¢
_ ib - i i jd -
GSTM-nulti"/GSTA1- smanjene aktivnosti®/GSTPI 94 (78) 63 (62) 2.24 (1.24-4.04) <0.001 2.37 (1.27-4.40) 0.001
varijantnic
GSTM1/GSTT1/GSTP1 genotip
GSTM1-aktivnic/GSTT1-aktivni/GSTP1- referentni 35 (36) 18 (19) 1.00¢ 1.00¢
GSTM-nultit/GSTT1-nulti/GSTP1-varijantnic 63 (64) 67 (81) 2.07 (1.06-4.02) 0.032 2.06 (0.99-4.27) 0.05
GSTT1/GSTA1/GSTP1 genotip
GSTT1-aktivnic/GSTA1-aktivni/GSTPI- referentni 38 (44) 58 (67) 1.00¢ 1.00¢
GSTT1-nultiv/GSTA1- smanjene aktivnostid/
GSTPIvarijantni 48 (56) 28 (33) 2.62 (1.41-4.87) <0.001 2.23 (1.14-4.39) 0.020

aAktivni, ako je bar jedan aktivan alel prisutan ?Nulti, nijedan aktivni alel nije prisutan; Varijantni, ako je bar jedan Val alel prisutan; <Smanjene aktivnosti ako je bar
jedan T alel prisutan; ¢ OR odnos Sansi; fReferentna grupa; éOR odnos Sansi prilagoden godinama, polui BMI; CI, interval poverenja

64



Odredivanje polimorfizama gena za glutation transferazu i biohemijskih markera kod bolesnika sa kolorektalnim karcinomom

Kada je ispitivana kombinacija sva Cetiri GST genotipa koji se mogu dovesti
u vezu sa rizikom za nastanak KRK, uocCen je trend porasta OR sa najve¢im rizikom
od 2,71 puta (95%CI: 1.06-6.91, p = 0.037) kod osoba koji su nosioci GSTM1-
nulti/GSTT1-nulti/ GSTA1-smanjene aktivnosti/GSTP1-varijantni genotipa u odnosu

na referentnu kombinaciju genotipova.

Tabela 8. Kumulativni efekat GST genotipova udruzenih sa rizikom zanastanak

KRK
Broj GST
genotipova KRK paciienti Kontrolna i
udruzenih sa pacy grupa OR (95%CI)> p
. . n, % vrednost
rizikom za n, %
nastanak KRK
0 27 (3.9) 19 (6.8) 1.00b
1 107 (21.8) 115 (29.1) 1.32 (0.69-2.51) 0.395
2 215 (43.8) 152 (38.5) 2.01 (1.08-3.74) 0.028
3 129 (26.3) 90 (22.8) 2.04 (1.07-3.85) 0.031
4 21 (4.3) 11 (2.8) 2.71 (1.06-6.91) 0.037

0: Kombinacija referentnog genotipa (GSTMI-aktivni/GSTTI1-aktivni/GSTA1-aktivni/GSTP1-wild
type); 1, 2, 3, 4: 1, 2, 3, 4: Broj prisutnih rizi¢nih genotipa: ili jedan od rizi¢nih genotipa, dva, tri ili
Cetiri GST genotipa (GSTM1-nulti ili GSTT1-nulti ili GSTA1-smanjene aktivnosti ili GSTP1-varijantni);
a0R odnos $ansi; CI, interval poverenja; PReferentna grupa;
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4.2.2. Povezanost GST genotipova i biohemijskih markera kod pacijenata sa

KRK

[spitivanjem da li postoji statisti¢ki znacajna razlika u vrednostima CEA kod
bolesnika sa GSTMI-aktivnim u odnosu na GSTMI1-nulti genotip, nije uoCeno
postojanje statisticki znacajne razlike (229.62 vs 236.16; p>0.05), kao ni kod
bolesnika sa GST1-aktivnim u odnosu na GSTT1-nulti genotip (235.36 vs 226.99;
p>0.05). Nije uoCeno postojanje statisticki znacajne razlike u vrednostima CEA kod
pacijenata sa GSTAI-aktivnim u odnosu na pacijente sa GSTA1-smanjene aktivnosti
genotipom (248.47 vs 226.75; p>0.05), kao ni kod pacijenata sa GSTP1-referentnim
u odnosu na pacijente sa GSTPI-varijantnim genotipom (211.61 vs 235.38;
p>0.05).

[spitivanjem da li postoji statisticki znacajna razlika u vrednostima CA 19-9 kod
bolesnika sa GSTMI-aktivnim u odnosu na GSTMI1-nulti genotip, nije uoCeno
postojanje statisticki znacajne razlike (235.45 vs 231.66; p>0.05), kao ni kod
bolesnika sa GST1-aktivnim u odnosu na GSTTI-nulti genotip (226.01 vs. 252.64;
p>0.05). Nije uoceno postojanje statisticki znacajne razlike u vrednostima CA 19-9
kod pacijenata sa GSTAI-aktivnim u odnosu na pacijente sa GSTAI- smanjene
aktivnosti genotipom (230.57 vs 237.45; p>0.05) kao ni kod pacijenata sa GSTP1-
referentnim u odnosu na pacijente sa GSTP1-varijantnim genotipom (229.19 vs

224.76; p>0.05).
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4.2.3. Povezanost GST genotipova i fenotipskih karakteristika KRK

[spitivan

je mogudi

uticaj

GST genotipova na

stepen patoloske

diferencijacije i progresije KRK i utvrdeno je da kod polimorfizama GSTM1 i GSTT1

ne postoji statistiCki znacajna povezanost sa stepenom patoloske diferencijacije i

progresije bolesti (Figura 14, Figura 15).
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Figura 14. Ucestalost GSTM1-nultog genotipa kod pacijenata sa KRK stratifikovano

prema: a. patoloskoj diferencijaciji b. T stadijumu
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Figura 15. UCestalost GSTT1-nultog genotipa kod pacijenata sa KRK stratifikovano

prema: a. patoloskoj diferencijaciji b. T stadijumu
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Medutim kada je analizirana povezanost GSTAI1-smanjene aktivnosti genotipa sa

stepenom diferencijacije tumora kao i stadijumom tumora, uoceno je postojanje

granicne statisticki znacajne razlike izmedu T1 stadijuma u odnosu na ostale

(p=0.054, Figura 16).
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Figura 16. UCestalost GSTA1- smanjene aktivnosti genotipa kod pacijenata sa KRK

stratifikovano prema: a. patoloskoj diferencijaciji b. T stadijumu
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Nadalje, znaCajna povezanost uoCena je u slucaju GSTP1 genotipa i stepena

patoloske diferencijacije tumora, gde je najveci broj pacijenata (89%) sa slabom

diferencijacijom imao GSTPI1-varijantni genotip (Figura 17). Takode, trend porasta

u ucestalosti GSTPI1-varijantnog genotipa uocen je kada je ispitivana povezanost sa

stadijumom tumora.
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Figura 17. UCestalost GSTP1-varijantnog genotipa kod pacijenata sa KRK

stratifikovano prema: a. patoloskoj diferencijaciji b. T stadijumu
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4.3. Prezivljavanje

U Tabeli 9. prikazane su demografske karakteristike ispitanika i patoloske

karakteristike tumora prema statusu pracenja. Ukupno 523 bolesnika sa KRK bilo

je ukljuceno u studiju pracenja. ProseCna duzina pracenja iznosila je 34.88+12.31

meseci, sa minimumom od 0 meseci do 52 meseca). U periodu pracenja zabeleZen

je 131 smrtni ishod (25%). Nazalost sa 52 bolesnika u ovom periodu izgubljen je

kontakt, te su podaci o njihovom prezivljavanju nepouzdani (9.9%).

Tabela 9. Karakteristike ispitanika i karakteristike patohistoloSkog nalaza

tumora stratifikovane prema statusu pracenja

Zivin, % Preminuli, n % p-vrednost

Pol
Muski 202 (71%) 81 (29%)
v 0.389
Zenski 137 (75%) 45 (25%)
Godine 62.42+10.47 62.71+13.09 0.815
Lokalizacija
Levi kolon 52 (78%) 15 (22%)

0.001
Desni kolon 270 (73%) 98 (27%)
TNM
I 123 (95%) 7 (5%)
11 101 (90%) 11 (10%)

0.001
11 74 (58%) 54 (42%)
G 23 (36%) 41 (64%)
Gradus
Dobro dif. 255 (78%) 72 (22%)
Srednje dif. 55 (63%) 32 (37%) 0.004
Slabo dif. 11 (58) 8 (42)
Limfovaskularna inv.
Odsutna 214 (86%) 34 (14%)

0.001
Prisutna 107 (58%) 79 (42%)
Perineuralna inv.
Odsutna 278 (82%) 59 (18%)

0.001
Prisutna 43 (44%) 54 (56%)
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4.3. Povezanost GST genotipova sa prezivljavanjem bolesnika sa KRK

U Tabeli 10. su prikazane ucestalosti smrtnog ishoda kod ispitanika nosioca

razliCitih GST genotipova. Naime, statisticki znacajna razlika u preZivljavanju

uocCena je kod nosioca GSTM1-nultog i GSTP1-varijantnog u odnosu na osobe sa

GSTM1-aktivnim i GSTP1-referentnim genotipom (p<0.05).

Tabela 10. Ucestalost GST genotipova stratifikovan prema statusu pracenja

GST genotip Zivin, % Preminuli, n % p-vrednost
GSTM1
aktivnia 182 (80) 47 (20)
nultib 150 (66) 79 (34) 0.001
GSTT1
nultib 89 (69) 41 (31) 0.246
aktivni @ 243 (74) 89 (26)
GSTA1 (rs 3957357)
CC (aktivni) 120 (73) 44 (27) 0913
CT+TT (smanjene aktivnosti)c 215 (72) 82 (28)
GSTP1 (rs1695)
Ilelle (referentni) 139(80) 35(20) 0.009
lleVal+ValVal (varijantni)d 185 (68) 86 (32)

aAktivni, ako je bar jedan aktivan alel prisutan ?Nulti, nijedan aktivni alel nije prisutan; <Varijantni,

ako je bar jedan Val alel prisutan; ¢ Smanjene aktivnosti ako je bar jedan T alel prisutan
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Kaplan-Meier analiza ukazala je da kod pacijenata sa GSTT1 genotipom i GSTA1
genotipom, nije postojala statisticki znacajna razlika u prezivljanju (Figura 22 i

Figura 23; p>0.05).
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Figura 22. Kaplan-Meier krive preZivljavanja prema GSTT1 polimorfizmu;
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Medutim Kaplan-Meier analiza pokazala je da postoji statisticki znacajna

razlika u prezivljavanju pacijenata sa GSTM1 genotipom, naime pacijenti sa GSTM1-

nultim genotipom imali su znacajno loSije ukupno preZivljavanje (Figura 24;

p<0.01).
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Figura 24. Kaplan-Meier krive prezivljavanja prema GSTM1 polimorfizmu;

Aktivni ukoliko je jedan aktivni alel prisutan; Nulti ako ni jedan aktivni alel nije

prisutan

77



Odredivanje polimorfizama gena za glutation transferazu i biohemijskih markera kod bolesnika sa kolorektalnim karcinomom

Takode, Kaplan-Meier analizom je utvrdeno postojanje statisticki
znacajne razlike u prezivljavanju kod pacijenata sa GSTPI1 genotipom
(p<0.01). Naime pacijenti nosioci GSTPI1-varijantnog genotipa imali su

statistic¢ki znacajno loSije preZzivljavanje (Figura 25;p<0.05).
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Figura 25. Kaplan-Meier krive preZivljavanja prema GSTP1 polimorfizmu;

Varijantni, ukoliko je bar jedan Val alel prisutan
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Tabele 11-13 prikazuju povezanost razliCitih GST genotipova i ukupnog
mortaliteta bolesnika sa KRK, prilagodeno razliCitim kovarijatama u tri posebna
modela. Prema naSim rezultatima multivarijantne Cox analize GSTM1-nulti genotip
kao i GSTPI1-varijantni genotip bili su nezavisni prediktori mortaliteta kod
pacijenata sa KRK. Naime, ovi genotipovi imali su znacajan HR u sva tri prikazana

modela.

Tabela 11. GST polimorfizmi kao prediktori mortaliteta pacijenata sa KRK, Model 1

Model 1

HR (95% CI) ‘ p-vrednost

Rizik od mortaliteta nosioca GSTM1-nultog® genotipa u poredenju sa nosiocima
GSTM1-aktivnog® genotipa

1.81 (1.22-2.68) | 0.003

Rizik od mortaliteta nosioca GSTT1-nultog? genotipa u poredenju sa nosiocima
GSTT1-aktivnog® genotipa

1.24 (0.82-1.87) | 0.301

Rizik od mortaliteta nosioca GSTA1-smanjene aktivnosti¢ genotipa u poredenju sa
nosiocima GSTAI-aktivnog’ genotipa

1.03 (0.69-1.53) | 0.873

Rizik od mortaliteta nosioca GSTP1-varijantnog? genotipa u poredenju sa nosiocima
GSTP1-referentnog genotipa

1.53 (0.67-2.46) | 0.048

Model 1 prilagoden polu i godinama; 9Aktivni, ako je bar jedan aktivan alel prisutan ®Nulti, nijed
aktivni alel nije prisutan; <Smanjene aktivnosti ako je bar jedan T alel prisutan;?Varijantni, ako je t
jedan Val alel prisutan; HR, hazard ratio; CI, interval poverenja
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Tabela 12. GST polimorfizmi kao prediktori mortaliteta pacijenata sa KRK, Model 2

Model 2

HR (95% CI) ‘ p-value

Rizik od mortaliteta nosioca GSTM1-nultog® genotipa u poredenju sa nosiocima
GSTM1-aktivnog® genotipa

1.79 (1.21-2.65) | 0.004

Rizik od mortaliteta nosioca GSTT1-nultog? genotipa u poredenju sa nosiocima
GSTT1-aktivnog® genotipa

1.24 (0.82-1.88) | 0.300

Rizik od mortaliteta nosioca GSTA1-smanjene aktivnosti¢ genotipa u poredenju sa
nosiocima GSTA1-aktivnog® genotipa

1.00 (0.67-1.50) | 0.986

Rizik od mortaliteta nosioca GSTP1-varijantnog? genotipa u poredenju sa
nosiocima GSTPI-referentnog genotipa

1.57 (1.03-2.39) | 0.035

Model 2 prilagoden kovarijatama Modela 1 i poznatih faktora rizika za KRK (puSenje, BMI) ?Aktivni, ako
je bar jedan aktivan alel prisutan ?Nulti, nijedan aktivni alel nije prisutan; <Smanjene aktivnosti ako je bar
jedan T alel prisutan;?Varijantni, ako je bar jedan Val alel prisutan; HR, hazard ratio; CI, interval

poverenja

Tabela 13. GST polimorfizmi kao prediktori mortaliteta pacijenata sa KRK, Model 3

Model 3

HR (95% CI) ‘ p-value
Rizik od mortaliteta nosioca GSTM1-nultog® genotipa u poredenju sa nosiocima
GSTM1-aktivnog® genotipa

1.89 (1.30-2.73) | 0.001
Rizik od mortaliteta nosioca GSTT1-nultog? genotipa u poredenju sa nosiocima
GSTT1-aktivnog® genotipa

1.25 (0.85-1.84) | 0.250
Rizik od mortaliteta nosioca GSTA1-smanjene aktivnosti¢ genotipa u poredenju sa
nosiocima GSTA1-aktivnog® genotipa

1.02 (0.70-1.48) | 0.918
Rizik od mortaliteta nosioca GSTP1-varijantnog? genotipa u poredenju sa
nosiocima GSTP1-wild type genotipa

1.47 (0.99-2.20) 0.056

Model 3 prilagoden kovarijatama lokaliacije tumora i stepena diferencijacije 2Aktivni, ako je bar jed
aktivan alel prisutan ?Nulti, nijedan aktivni alel nije prisutan; <Smanjene aktivnosti ako je bar jedan T a
prisutan;?Varijantni, ako je bar jedan Val alel prisutan; HR, hazard ratio; CI, interval poverenja
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4.4. POVEZANOST BIOHEMIJSKIH MARKERA CEA i CA 19-9 SA
PATOHISTOLOSKIM KARAKTERISTIKAMA TUMORA

Postojala je statisticki znacajna razlika u vrednostima serumskog CEA

izmedu razlicitih TNM stadijuma KRK (p<0.01).
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Figura 26. Serumske vrednosti CEA stratifikovane kroz TNM stadijume
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Serumske koncentracije CA 19-9
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Postojala je statisticki znacajna razlika u vrednostima serumskog CA 19-9

izmedu razlicitih TNM stadijuma KRK (p<0.01).
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Figura 27. Serumske vrednosti CA 19-9 stratifikovane kroz TNM
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UocCena je statisticki znacajna razlika u vrednostima CEA u razli¢itim T
stadijumima, narocito kada smo poredili stadijume 1, 2, 3 u odnosu na stadijum 4.
Prosecne vrednosti CEA bile su T1 3.76+8.73; T2 5.68+17.27, T3 7.56+14.81, i T4
70.90+253.2 ng/ml.
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Figura 28. Serumske vrednosti CEA stratifikovane kroz T stadijum
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Kada smo ispitivali serumske vrednosti CA 19-9 po T stadijumima, takode
smo uoCili postojanje znacajne razlike izmedu stadijuma, narocito stadijuma T4.
Prosecne vrendosti CA 19-9 bile su T1 9.65+11.03, T2 9.83+11.09; T3 19.58+36.91,
i T4 228.9+985.38.

p<0.001
N
200 e
p<0.05
DA
[
250 p<0.001
DA
3 7
S p<0.05
2 A
g 1007 @ \
[
=
S
2
£
5 50
% |
16
== — °
0 = = |

1 1 1 o

| ] ] v

T stadijum bolesti

Figura 29. Serumske vrednosti CA 19-9 stratifikovane kroz T stadijum
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Srednje vrednosti CEA i CA 19-9 bile su znacajno viSe kod pacijenta sa
zahvacenim regionalnim limfnim nodusima. (CEA 37.21x177.85 vs 4.79+9.90,
CA19-9 119.51+687.71 vs 12.24+17.69, p<0.05).

Srednje vrednosti CEA i CA 19-9 su bile znacajno viSe kod pacijenata sa
udaljenim metastazama (CEA 86.56x277.65 vs 598+ 1298, i CA19-9
273.27+1073.46 vs 4.98+ 3142, p<0.001).

Nisu uocene statisticki znacajne razlike u vrednostima CEA i CA 19-9 u
odnosu na pol, godine, puSenje ili stepen patoloske diferencijacije (p>0.05).

Nije uoceno postojanje statisticki znacajne razlike u vrednostima CEA i CA
19-9 izmedu osoba sa nultim odnosno aktivnim GSTM1, GSTT1, GSTP1, kao i GSTA1
genotipom (p>0.05).

UocCena je statisticki znacajna razlika u prezivljavanju bolesnika sa viSim
odnosno nizi vrednostima CEA i CA 19-9 (CEA 11.04+59.88 vs 467. 40+430.25;
CA19-9 27.64+94.29 vs 155.72+752.06; p<0.005)

Spirmanova Ro korelacija pokazala je da vrednosti CEA i CA 19-9
medusobno pozitivno koreliraju.

Kod 20 pacijenata ispitali smo korelaciju CEA-EIA i CEA-RIA. Nivo korelacije
bio je izuzetno visok sa korelacionim koeficijentom 0.882 (p<0.01). Senzitivnost
obe metode bila je vrlo sli¢na, (70% vs. 73%) za cut-off vrednosti od 5ng/ml.

ROC kriva za CEA u svim stadijumima bolesti imala je 53.15% senzitivnosti
za cut-off od 2.5ng/mlL, dok je za CA19-9 48.37% za cut-off od 8.5U/mL. ROC kriva
za CEA kod pacijenata TNM stadijuma IV za cut-off nivo od 2.5ng/mL pokazala je
senzitivnost od 76.2% i specificnost od 59% sa AUC 0.738, i za CA19-9 cut-off od
11.5U/mL senzitivnost od 70% i specificnost od 70% sa AUC 0.740.

ROC kriva kod pacijenata sa zahvacenim limfnim nodusima, za CEA
vrednosti od 3.5ng/mL pokazala je senzitivnost i specificnost od 60% tj. 70%, a za
CA 19-9 vrednost od 7.5U/mL senzitivnost od 70.3% i specificnost od 53%.

ROC kriva kod pacijenata sa dokazanim udaljenim metastazama za CEA
vrednosti 3.5ng/mL pokazala je senzitivnost od 76.8% i specificnost of 71.8%, dok
za CA19-9 vrednosti 5.5 U/mL imala je senzitivnhost od 80.4% i specificnost od

40%.
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4.5. PARAMETRI SISTEMSKE INFLAMACIJE KOD PACIJENATA SA KRK

U grupi pacijenata sa KRK zabeleZene su znacajno viSe vrednosti ANC i

trombocita u poredenju sa kontrolnom grupom. Takode u grupi KRK pacijenata

uocCene su statisticki znacCajno nizZe vrednosti ALC, MVP i RBC (p<0.01).

UocCena je visoko statistic¢ki znacajna razlika u vrednostima NLR i PLR kod

pacijenata sa KRK u poredenju sa kontrolnom grupom (p<0.01). Naime, pacijenti

sa KRK imali su statisticki znacajno viSe vrednosti NLR i PLR u odnosu na kontronu

grupu.

Nije uoceno postojanje statisticki znacajne razlike u vrednostima NLR, PLR I

MVP u odnosu na pol ili uzrast (p>0.05).

Tabela 14. Vrednosti parametara sistemske inflamacije pacijenata sa KRK i

zdravih kontrola

KRK Kontrolna grupa P vrednost
WBC (sr.vred=sp) (109/L) 7.20+2.63 7.02+1.76 >0.05
ANC (sr.vrea+sp) (%) 4.89+2.43 4.02+1.55 <0.01
ALC (sr.vred=SD) (%) 1.52+0.64 2.39+0.76 <0.01
PLT (sr.vrea=sp) (10°/L) 255.31+£77.97 218.48+56.84 <0.01
NLR (sr.vred+SD) 4.80+7.61 1.82+0.83 <0.01
PLR (sr.vred=SD) 221.63£209.47 97.51+31.67 <0.01
MPV (sr.vrea+sD) (fL) 7.61+1.21 9.06+1.41 <0.01

WBC Leukociti; ANC apsolutni broj neutrofila; ALC apsolutni broj limfocita, PTL trombociti; NLR odnos

neutrofila i limfocita, PLR odnos trombocita i limfocita; MPV srednji volumen trombocita
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ROC kriva za NLR imala je najbolje cut off vrednosti od 2.15 za detekciju
KRK (AUC=0.790, 95%CI 0.736-0.884, Se=74.1% and Sp=73%), dok je za vrednosti
PLR od 123 (AUC=0.846, 95%CI 0.801-0.891, Se= 74% and Sp= 80%).

ROC kriva za vrednosti MVP od 8.5 (AUC=0.816, 95%CI 0.764-0.869, Se=
74% and Sp= 88%).
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Figura 30. ROC kriva za NLR i PLR pojedinacno
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4.5.1. Kombinovani inflamatorni markeri kod pacijenata sa KRK

[zrac¢unali smo AUC za NLR i PLR skupa i pokazala je izuzetnu dijagnosticku
vrednost (AUC=0.856, 95%CI 0.812-0.899, Se= 76% and Sp= 80%).

Nadalje smo spojili MVP sa NLR i PLR i dijagnosticka ta¢nost bila je joS veca

=u. ) 0 . -U. , ODE= 0 an = 0 1gura .
AUC=0.904, 95%CI 0.869-0.938, Se= 96% and Sp=70%) (Figura 31
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Figura 31. ROC kriva za NLR i PLR zajedno
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Senzitivnost
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Figura 32. ROC kriva za NLR, PLR i MPV zajedno

89



Odredivanje polimorfizama gena za glutation transferazu i biohemijskih markera kod bolesnika sa kolorektalnim karcinomom

Takode uoCena je pozitivna asocijacija izmedu NLR i PLR, Sto je pokazano
regresionom jednaCinom y=79.311+25.138x (R?=0.766; P<0.01) kao i znacajna

negativna asocijacija MVP sa NLR i PLR (r=-0.281, and r=-0.488; P<0.01).
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Figura 33. Korelacija NLR i PLR
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4.5.2. Inflamatorni markeri i fenotipske karakteristike tumora

NLR i PLR bili su znacajno viSi u svim TNM stadijumima (I, II, III, IV) u
odnosi na kontrolnu grupu (P<0.01), dok su vrednosti MVP bile zanacajno nizZe
(P<0.01). Postojala je statisticki znacajna razlika u vrendostima NLR i PLR u ranim
stadijumima bolesti (I, [I) u odnosu na kasnije stadijume (III, IV) (P=0.023, P=0.07,
P<0.05), dok nije zabeleZeno postojanje znacajne razlike u vrednostima MPV, iako
je trend opadanja primecen (P=0.662). Dodatno kombinacija NLR, PLR i MVP je
bila statstisticki znacajno drugacija u stadijumu IV u poredenju sa drugim
stradijumima (P=0.04, P<0.05).

Nadalje Kruskal-Wallis test pokazao je znacajnu povezanost T stadijuma sa
NLR (P=0.04), sa tendencijom porasta od stadijuma I do IV. Medutim Kruskal-
Wallis test nije pokazao znacajnu povezanost PLR kao ni MVP sa T stadijumom
(P=0.19, P=0.62, P>0.05). Nije bilo statsitisticki znacajne razlike u vrednostima
NLR, PLR ili MVP u odnosu na stepen diferencijacije tumora (P=0.421, P=0.383,
P>0.05).

Tabela 15. Vrednosti parametara sistemske inflamacije stratifikovane po TNM

Kontrolna TNM I TNM II TNM III TNM IV
grupa
NLR(srvredzsp) | 1.82+0.77 3.5020.46 3.81+0.43 6.19+13 6.47+2.19
PLR(srvred=sp) | 97.512295 |  175.72+11.54 201.83+21.55 254 30+31.67 276.80+58 54
MVPsrvredisp) | 9.10£0.13 7.71+0.18 7.68+0.15 7.68+0.17 7.20+0.32
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Uloga polimorfizama GST kao potencijalnog faktora rizika u procesu
karcinogeneze KRK i dalje je predmet brojnih istrazivanja. U ovoj studiji je
ispitivana potencijalna uloga polimorfizma cetiri najznacajnije klase GST (GSTM,
GSTT, GSTA i GSTP) u riziku za nastanak KRK. Rezultati su ukazali da osobe sa
GSTTI1-nultim i GSTP1-varijantnim genotipom imaju statisti¢ki znacajno veci rizik
od nastanka KRK u odnosu na osobe sa referentnim genotipom. Nadalje, ovaj rizik
se povecavao ukoliko su osobe bile nosioci kombinacije ova dva genotipa, ili
kombinacije ova dva genotipa sa joS jednim od ispitivanih genotipova, GSTA1 ili
GSTP1. Osobe sa kombinovanim GSTMI1-nulti/GSTTI1-nulti/ GSTA1-smanjene
aktivnosti/GSTP1-varijantnim genotipom su imale 2.71 puta vecu podloZnost za
nastanak KRK u odnosu na nosioce referentne kombinacije genotipova.

Imajuci u vidu da faktori sredine imaju izuzetno znacajnu ulogu i razvoju i
progresiji KRK, genski polimorfizmi enzima koji u cestvuju u metabolizmu
ksenobiotika bili su predmet brojnih istraZzivanja (61,67). lako su istraZivanja na
ovu temu brojna, rezultati su i dalje kontradiktorni.

GSTM1-nulti genotip je najceSCe ispitivan genotip GST prema dostupnoj
literaturi. Naime, ovaj genotip je najviSe ispitivan u kontekstu faktora rizika za
nastanak razlicitih karcinoma. Medutim, povezanost GSTM1 polimorfizma i rizika
od KRK razlikuje se znacajno u brojnim istrazivanjima, pre svega zbog ukljucivanja
osoba razlicite etnicke pripadnosti i geografskog porekla, a poznato je da na GST
genotip znacajan uticaj ima upravo etnicka pripadnost, kao i da se ucestalost
aktivnog i nultog genotipa razlikuje izmedu regiona (68).

U velikoj meta-analizi koju su radili Economopoulos i sar. (69), rezultati su
ukazali da osobe sa GSTM1-nultim ili GSTT1-nultim genotipom imaju vedi rizik od
obolevanja od KRK. Nasuprot tome, rezultati ove meta-analize pokazali su da
osobe sa GSTA1-smanjene aktivnosti ili GSTP1-varijantim genotipom nisu imale
povecan rizik od nastanka KRK. Treba imati u vidu da su u ovu meta-analizu bile
ukljuCene svega tri studije koje su ispitivale GST genotipove kod belaca (70-72). U
dve od tri studije, GSTM1-nulti genotip nije bio faktor rizika, $to je u skladu sa

nasim rezultatima.
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Distribucija GSTM1 genotipova u ovom istrazivanju bila je slicna distribuciji
u drugim studijama na beloj populaciji (58,64,73), dok je, ocekivano, bila znacajno
drugacija u odnosu na studije koje su radene na populaciji Azijata (53).

Kombinovani efekat GSTM1-nultog i GSTTI1-nultog genotipa analiziran u
studiji Martineza i sar. ukazao je da postoji povecan rizik od KRK kod osoba
nosilaca ove kombinacije (71). To je donekle u skladu je sa rezultatima naSeg
straZivanja, s obzirom da rezultati pokazuju da pacijenti sa ovom kombinacijom
genotipova imaju 1.5 puta vedi rizik od obolevanja, ali bez statisticke znacajnosti
(OR =1.50, 95%CI: 0.95-2.35, p = 0.080).

U meta analizi Yan i saradnika (74) koja je ukljucila 15 studija, pacijenti sa
KRK i GSTM1-nultim genotipom imali su znacajno loSije prezivljavanje, te se GSTM1
nulti genotip zapravo pokazao kao potencijalni prognosticki faktor kod ovih
bolesnika. Rezultati naSeg istraZzivanja takode su pokazali da je GSTM1 nulti
genotip udruZen sa loSijim preZivljavanjem bolesnika sa KRK. Naime rezultati
naseg istrazivanja pokazali su da bolesnici nosioci GSTM1-nultog genotipa imaju
statisticki znacajno loSije preZivljavanje u odnosu na bolesnike nosioce GSTM1-
aktivnog genotipa.

Imaju¢i u vidu da delecioni polimorfizam GSTT1 vodi do smanjene
ekspresije GSTT1 u gastrointestinalnom traktu, kao i slabljenja primarne funkcije u
procesu detoksikacije, ovaj polimorfizam bio je predmet ispitivanja brojnih studija.
(23, 24, 25). Naime GSTT1-nulti genotip prepoznat je kao faktor rizika za nastanak
KRK narocito kod belaca (54). Meta analiza Qin i sar. kao i Wan i sar. (76,77)
ukazala je da osobe koje su nosioci GSTT1-nultog genotipa imaju 1.21 odnosno
1.32 puta veci rizik od obolevanja od KRK. Takode u skoraSnjem istrazivanju
Masood i sar. (78) delecioni polimorfizam GSTTI povezan je sa povecanim rizikom
od KRK. Rezultati ovog istraZivanja su u skladu sa prethodnim, gde osobe koje su
nosioci GSTT1-nultog polimorfizma imaju 1.35 puta vedi rizik od obolevanja od
KRK. Ovo je naroCito znacajno ukoliko su nosioci ovog genotipa izloZeni
supstancama koje su prepoznate kao supstrati za GSTT1, kao Sto je npr etilen oksid

koji se pronalazi u duvanskom dimu (79).
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GSTT1-nulti polimorfizam u naSem istraZivanju nije se pokazao od znacaja u
prezivljavanju bolesnika. Ovo je u skladu sa istrazivanjem Rodrigues-Fleming i sar.
kao i Funke i sar (80,81).

Jo$ jedan od polimorfizama koji je ispitivan u naSem istrazivanju je GSTAL.
Naime ovaj polimorfizam je ispitivan u znacajno manjoj meri u odnosu na ostale
polimorfizme GST-a. U studiji Martinez i sar. (71) nije pokazana povezanost GSTA1
polimorfizma sa nastankom KRK. U ve¢ pomenutoj meta-analizi Economopoulos i
sar. (14), nije uocena veza izmedu postojanja GSTA1 polimorfizma i nastanka KRK.
U skoraSnjoj meta-analizi Deng et al. (28) takode su potvrdili da GSTAI nije
prepoznat kao faktor rizika za nastanak KRK. Rezultati naSeg istrazivanja u skladu
su sa prethodno objavljenim.

Nije pokazano postojanje statisticki znacajne razlike u preZivljavanju
pacijenata sa GSTAI-smanjene aktivnosti polimorfizmom u odnosu na osobe sa
referentnim genotipom u nasSoj kohorti. U dostupnoj literaturi ne nailazi se na
podatak o uticaju GSTA1 polimorfizma na preZivljavanje bolesnika sa KRK.

Jedan od najviSe ispitivanih GST polimorfizama je GSTP1. Naime ovaj
polimorfizam je bio predmet istrazivanja u razliCitim malignitetima, ukljucujuci i
KRK (80,82,83), Sto ukazuje na znacajnu ulogu ovog enzima u metabolizmu brojnih
kancerogena, ali i antitumorskih lekova (58). Ono Sto je karakteristi¢no i za ostale
GST polimorfizme, distribucija GSTP1 genotipa razlikuje se u zavisnosti od etnicke
ili geografske pripadnosti, Sto nije zanemarljivo kada se uzme u obzir da su
rezultati vezani za uticaj GSTP1 polimorfizma na nastanak KRK i dalje izrazito
kontradiktorni. Naime rezultati Tan i sar. (63) kao i Economopoulos i sar. (69) nisu
ukazali na postojanje veze izmedu GSTP1-varijantnog genotipa i rizika od nastanka
KRK. Ovo je potpuno u suprotnosti sa rezultatima ovog istraZivanja. Medutim,
rezultati Matakova i sar. (84), Wang i sar. (85), Kassab i sar. (86), kao i meta-
analiza Ramsey i sar. (87) su u skladu sa ovim istraZivanjem.

Osobe nosioci varijantnog GSTPI1-genotipa su imale statistiCki znacajno
loSije ukupno preZivljavanje u odnosu na pacijente sa referentnim genotipom. U
dostupnoj literaturi podaci su oskudni i uglavnom se ti¢u preZivljavanja bolesnika

sa ovim polimorfizmom, koji su na terapiji Oksaliplatinom. U studiji Kap i sar. (88)
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GSTP1 polimorfizam nije imao uticaja na preZzivljanje, dok je u studiji Kumamota i
sar. GSTP1 varijantni genotip bio povezan sa boljim odgovorom na Oksaliplatinu i
boljim prezivljavanjem (89) Nasi rezultati ukazuju da GSTPI-varijantni genotip u
ispitivanoj kohorti nema uticaja na ukupno preZzivljavanje bolesnika na terapiji.

Uz ispitivanje uticaja pojedina¢nih polimorfizama na nastanak KRK, ovo
istraZivanje podrazumevalo je i ispitivanje uticaja kombinacije dva, tri ili sva cCetiri
polimorfizma.

Naime, prvo je ispitan kombinovani efekat dva potencijalna rizi¢na genotipa
u poredenju sa genotipovima manjeg rizika. Od ukupnog broja bolesnika, 40%
imalo je kombinaciju GSTTI-nultog sa GSTPI1-varijantnim genotipom Sto je
povecavalo rizik za nastanak KRK za skoro dva puta. Kombinacija GSTM1-nultog i
GSTP1-varijantnog bila je prisutna u 64% bolesnika sa KRK, dok je kombinacija
slabo aktivnog i GSTPI1-varijantog genotipa bila prisutna kod 76% bolesnika sa
KRK. Naime osobe sa GSTM1-nulti i GSTP1-varijantnim genotipom imale su 1.5 veci
rizik, dok su osobe nosioci kombinacije GSTAI1-smanjene aktivnosti i GSTP1-
varijantnog genotipa imale 1.8 puta vedi rizik od obolevanja od KRK.

Vecina ranijih istrazivanja ispitivala je kombinaciju GSTM1-nultog i GSTT1-
nultog genotipa koja u ovom istrazivanju nije predstavljala faktor rizika za
nastanak KRK (23, 33, 34). U istraZivanju Matakova i sar. (84) kombinacija GSTM1-
nultog i GSTP1-varijantnog genotipa predstavljala je faktor rizika za nastanak KRK.
U istrazivanju Wang i sar. (85) kombinacija GSTTI-nultog i GSTP1-varijantnog
genotipa pokazala je 1.9 puta ve¢i rizik od obolevanja u odnosu na referentni
genotip, Sto je vrlo slicno rezultatima ovog istrazivanja. Kombinacija GSTAI-
smanjene aktivnosti/GSTP1-varijantnog genotipa ispitivana je prethodno u jednoj
studiji koja se odnosila na kolorektalne adenome i kruciferozno povrce (73).

U naSem istraZivanju analizirana je kombinacija tri genotipa kao
potencijalni faktor rizika za nastanak KRK. Pokazano je da osobe sa kombinacijom
GSTM-nultog, GSTT1-aktivnog i GSTP1-varijantnog genotipa imaju 2 puta veci rizik

za nastanak KRK, Sto je u skladu sa rezultatima Ates i sar. kao i Wang i sar. (85,90).
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Pretragom literature, zakljueno je da je ovo prvo istrazivanje gde je
ispitivana kombinacija Cetiri genotipa GSTM1-nulti/GSTT1-nulti/ GSTA1- smanjene
aktivnosti/GSTP1-varijantni.

[spitivanjem poznatih faktora rizika, poput puSenja i gojaznosti u korelaciji
sa genotipovima u ovom istraZivanju nisu uocene statisticke znacajnosti. moguce
objasnjenje je u Cinjenici da postoji veca incidenca gojaznih i puSaca u kontrolnoj
grupi.

U ovom trenutku i dalje je nejasno da li biohemijski marker, poput CEA i CA
19-9, mogu pruZiti dodatne podatke o stadijumu bolesti. CEA i CA19-9 i dalje se ne
preporucuju kao testovi za otkrivanje KRK, a podaci koji govore u prilog njihovoj
upotrebi kao neinvazivnih testova koji mogu dati informacije o progresiji bolesti
takode su u ovom trenutku oskudni (91).

Rezultati ovog istrazivanja ukazuju da bolesnici sa TNM stadijumom bolesti
[, imaju statisticki znacajno niZe vrednosti CEA u poredenju sa drugim TNM
stadijumima. Ovi rezultati u skladu su sa prethodno publikovanim (92) . Uz to,
razliCita istrazZivanja ukazuju da serumske vrednosti CEA mogu imati prognosticku
vrendnost. Naime, viSe vrednosti serumskog CEA ukazuju na uznaprednovalu
bolest, Sto je u saglasnosti sa rezultatima ove studije (93,94).

Rezultati ovog istraZivanja takode pokazuju statisticki znacajno visSe
vrednosti TNM stadijuma IV u poredenju sa stadijumom I, $to je takode u skladu sa
prethodno publikovanim istrazivanjima (95). Saglasno sa istrazivanjem Wang i sar,
rezultati ovog istrazivanja pokazali su da su vrednosti CEA i CA 19-9 znacajno viSe
u TNM stadijumima Il i IV u poredenju sa stadijumom I (34).

Rezultati istrazivanja Rogmuna i sar., kao i Chapmana i sar. pokazuju da je
stepen diferencijacije tumora u korelaciji sa vrednostima CEA u serumu (96,97).
Ovo je u suprotnosti sa rezultatima ovog istrazZivanja, gde nije postojala razlika u
vrednostima CEA izmedu razliitih stepena diferencijacije. Pretragom literature
dobija se podatak da su rezultati istrazivanja Wanga i sar., Moertela i sar., kao i
Mayera i sar. u skladu sa rezultatima ovog istrazZivanja (34, 96, 97). Namece se

zakljuc¢ak da su potrebne dodatne multicentricne randomizovane studije koje e
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pre svega biti usmerene na molekularne mehanizme produkcije tumorskih
markera.

Rezultati ovog istrazivanja ukazuju da visoke preoperativne vrednosti CEA i
CA 19-9 ukazuju na zahvatanje limfnih nodusa, Sto je u skladu sa prethodnim
istraZivanjima (100).

Udaljene metastaze su glavni uzrok mortaliteta kod bolesnika sa KRK.
NajceS¢a mesta metastaza kod bolesnika sa KRK su jetra, pluca i peritoneum. Vise
od 50% bolesnika sa KRK ¢e u nekom trenutku razviti metastaze u jetri, Sto je
udruZeno sa loSom prognozom ovih bolesnika (101,102). U istrazivanju Pakdela i
sar. pokazana je povezanost izmedu preoperativnih vrednosti CEA i sinhronih
metastaza na jetri (103). U pomenutom istraZivanju, zaklju¢eno je da kod
bolesnika sa poviSenim vrednostima CEA potrebno intenzivnije pracenje i skrining
potencijalnih metastaza. Rezultati naSeg istraZivanja su u skladu sa rezultatima
ovog istraZivanjima.

Kod malog broja bolesnika sa KRK (njih 20) u ovom istraZivanju poredene
su vrednosti CEA radene sa dve metode (EIA i RIA). Obe metode imale su slicnu
senzitivnost. RIA je metoda izbora s obzirom da koristi radioobeleZene molekule,
ali u slucaju kada iz nekog razloga RIA nije dostupna EIA takode moZe biti
uportrebljena s obzirom na sli¢cnu senzitivnost (104). Rezultati ovog istrazivanja u
skladu su sa prethodnim koje se ti¢u razli¢itih cut-off vrednosti ispitivanih
markera (104,105). Pretragom literature, moZe se zakljuciti da je ovo najveca
studija u Srbiji koja se ticala markera CEA i CA 19-9 i korisnosti istih u
dijagnostikovanju sinhronih metastaza na jetri i limfnim nodusima.

Uloga sistemske inflamacije u procesu karcinogeneze KRK je detaljno
ispitivana i opisana u prethodnim istraZivanjima (106,107). Naime, nekoliko
studija ukazalo je da inflmacija ima klju¢nu ulogu u razvoju KRK kao i formiranju
displazije, s obzirom da inflamacija dovodi do indukcije DNK oSte¢enja uz pomo¢
oksidativnog stresa (108-110). Povrh toga, Celije kancera produkuju razliCite
inflmatorne citokine, $to dovodi do infiltracije tumora leukocitima. Dodatno,
inflamatorni citokini, bili su predmet istraZivanja u smislu njihove uloge u

proliferaciji, invaziji i metastazama celija KRK (111). U istraZivanjima Itzkowitz i
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Yio i sar. naglaSeno je da hronicna inflamacija dovodi do razvoja KRK bez klasi¢ne
adenom-karcinom sekvence (112). StaviSe u prilog tome, istraZivanje Burr i sar.
naglaSava da nesteroidni antiinflamatorni lekovi dovode do smanjenja sistemske
inflamacije i smanjenog rizika od KRK kao i drugih prekanceroznih promena (113).
Ovo dodatno podrzava teoriju Mariani i sar. gde se potencira da zapravo sistemska
inflamacija ima izuzetno znacajnu ulogu u ranom razvoju karcinoma (114). Stoga
NLR, PLR i MVP kao markeri sistemske inflamacije mogu biti korisni u proceni
bolesnika sa KRK.

Neutrofili predstavljaju veliku subklasu leukocita, koji imaju ulogu u
proliferaciji, angiogenezi i metastaziranju malignih ¢elija, najpre zbog stvaranja
proangiogenih hemokina i faktora rasta, kao Sto su vaskularni endotelijalni faktor
rasta (VEGF) i PK2/Bv8 (115). Nasuprot ovome, limfociti produkuju citokine, koji
inhibiraju proliferaciju i metastatsko Sirenje kancerskih C¢elija i dovode do
citotoksicne celijske smrti (116). U procesu karcinogeneze uocava se povecanje u
broju cirkuliSuc¢ih neutrofila i smanjen broj cirkuliSu¢ih limfocita (117). ViSi broj
neutrofila stimuliSe produkciju hemokina: interleukina 1, 6 kao i tumor
nekrotizirajuceg faktora, Sto sve zajedno dovodi do progresije tumora. Signalni
putevi aktivirani interleukinom 6 (IL-6) su bili predmet interesovanja brojnih
studija karcinogeneze KRK kod pacijenata sa inflamatornim bolestima creva (118).
U istrazivanju Tanga i sar. pokazano je da koncentracije IL-6 koreliraju sa
progresijom KRK (119). Imajué¢i ovo u vidu, NLR reflektuje balans izmedu
protumorskog i antitumorskog inflamatornog statusa kod bolesnika sa KRK. Stoga
disbalans u odnosu neutrofila i limfocita moze biti povezan sa progresijom
karcinoma.

Rezultati ovog istrazivanja u skladu su sa prethodno publikovanim. Naime,
rezultati ovog istraZivanja ukazuju da bolesnici sa KRK imaju znacajno viSe
vrednosti NLR u odnosu na zdrave kontrole, Sto je takode u skladu sa prethodno
publikovanim podacima (120). Potom, NLR, PLR i MVP kod bolesnika sa KRK
znacajno se razlikuju u odnosu na iste vrednosti zdravih kontrola, Sto sugeriSe na
njihovu potencijalnu ulogu u smislu neinvazivnih dijagnostickih biomarkera. Peng i

sar. nakon opseZznog istrazivanja dosli su do istog zakljucka (35).
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U skorasnjoj meta-analizi Lii sar., naglaSeno je da poviSene vrednosti NLR
koreliraju sa TNM stadijumom bolesti i sa loSijom patoloSkom diferencijacijom
tumora (121). Rezultati ovog istrazivanja su u skladu sa navedeni nalazima, gde je
pokazano da vrednosti NLR rastu kroz TNM stadijume I-1V, i da se vrednosti NLR u
TNM stadijumu IV znacajno razlikuju u poredenju sa svim drugim stadijumima.
IstraZivanje Zahorec i sar. ukazalo je na korelaciju NLR sa napredovanjem bolesti ,
Sto je u skladu sa rezultatima ovog istrazivanja, imajuc¢i u vidu da bolesnici sa
uznapredovalom bolesti imaju loSiju dugoro¢nu prognozu (122).

TaCan mehanizam kojim trombociti ucestvuju u procesu karcinogeneze i
dalje nije do kraja razjasSnjen. Do danas, brojni autori su pokusali da ispitaju ulogu
trombocita u procesu karcinogeneze. U istraZivanju Nieswandt i sar. trombociti su
prepoznati kao promotori metastaza, s obzirom da poseduju sposobnost da obloZe
tumorske cCelije i na taj nacin ucine ih neprepoznatljivim za celije NK (123). Jo$
jedan od potencijalnih nacina na koji trombociti uticu na proces karcinogeneze
opisan je u istrazivanju Gourban i sar. gde su uocene poviSene vrednosti VEGF,
PDGF i PF4 , Sto se uklapa u pretpostavku da trombociti imaju ulogu u procesu
formiranja novih krvnih sudova, kao i da spreCavanju krvarenje iz istih, Sto sve
zajedno vodi do proliferacije tumorskih celija (124). Dodatno Tang i sar. pokazali
su da je trombocitni VEGF znacajno visi kod bolesnika sa karcinomima u poredenju
sa zdravim kontrolama (119). Trombociti takode imaju ulogu u signalnim
putevima reparacionog sistema DNK preko aktivacije receptora epidermalnog
faktora rasta i DNK zavisne protein kinaze (124).

U velikim studijama koje su pratile ishod pacijenata sa KRK, PLR je opseZno
ispitivan. U studiji Kilincalp i sar. kao faktori koji govore u prilog loSoj prognozi
pacijenata sa KRK pokazali su se i NLR i PLR (120). Takode u istraZivanju Peng i
sar. zakljuCeno je da i NLR i PLR mogu da se koriste u svakodnevnoj klinickoj
praksi kao rani dijagnosticki marker KRK, Sto je u skladu sa rezultatima ovog
istrazivanja (35).

MPV je marker velic¢ine trombocita kao i aktivnosti trombocita, i koristi se u
svakodnvenom klinicCkom radu. Takode MPV je prepoznat kao inflamatorni marker

u kardiovaskularnim, cerebrovaskularnim, reumatoloskim, ali i
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gastroenteroloskim oboljenjima (35,121,123). U prethodnim istraZivanjima MPV
prepoznat je kao rani dijagnosticki marker kod karcinoma Zeluca, pankreasa, jetre
ali kod KRK (113,125). Nazalost svega nekoliko studija ispitivalo je MPV samo kod
KRK, i postojeci rezultati su i dalje kontradiktorni. Rezultati ovog istraZivanja u
skladu su sa rezultatima Wiesner i sar. ali u suprotnostima sa rezultatima Kilincalp
i sar. (120,125). Ova diskrepanca moze se objasniti velikim brojem pacijenata sa
karcinomom rektuma koji su uklju€eni u ovo istraZivanje, kao i visokim BMI
kontrolne grupe, imajuci u vidu da gojaznost utiCe na vrednost MPV (124).

Vecina prethodnih istrazivanja ispitivala je markere sistemske inflamacije
pojedinacno, a svega nekoliko studija je analiziralo kombinovani efekat dva
razliita markera (35). Ovo je prvo istrazivanje koje je ukljucilo kombinaciju tri
markera i ima izuzetno visoku dijagnosticku tacnost. Nadalje, ovo je prvo
istraZivanje u srpskoj populaciji i prema pretrazi literature i u ovom regionu
Evrope, Sto je od znacaja imajuci u vidu da je prevalenca KRK u ovom regionu

medu najvisSim u Evropi (126).
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Na osnovu prikazanih rezultata i diskusije, mogu se doneti sledeci zakljucci:

1. Nosioci GSTM1-nultog i GSTA1-smanjene aktivnosti genotipa nemaju vecu
podloZnost za nastanak KRK.

2. Nosioci GSTT1-nultog i GSTP1-varijantnog genotipa imaju vecu podloZnost
za nastanak KRK. Naime, nosioci GSTT1-nultog genotipa su pod 1.35 puta
vec¢im rizikom od nastanka KRK u poredenju sa osobama koje imaju GSTT1-
aktivni genotip, dok nosioci GSTP1-varijantnog genotipa imaju 1.39 puta
vecu podloZznost za nastanak KRK u odnosu na nosioce referentnog

genotipa.

3. Nosioci GSTM1-nultog/GSTT1-nultog/ GSTA1-smanjene aktivnosti/GSTP1-
varijantnog genotipa, koji predstavlja kombinaciju sva Cetiri GST genotipa
koji se mogu dovesti u vezu sa rizikom za nastanak KRK, imaju 2.71 puta
vecu podloZznost za nastanak KRK u odnosu na nosioce kombinacije

referentnih genotipova.

4. Nije uoCena povezanost genotipova GSTM1 i GSTT1 sa stepenom patoloSke
diferencijacije i progresije KRK.

5. Uocena je povezanost GSTA1-smanjene aktivnosti genotipa sa stadijumom
tumora. Naime, uoceno je postojanje graniCne statisticki znacajne razlike
izmedu nosioca GSTA1-smanjene aktivnosti T1 stadijuma u odnosu na ostale

T stadijume.

6. Uuocena je povezanost GSTPI genotipa i stepena patoloske diferencijacije
tumora, Stavise, prisutan je trend porasta ucestalosti GSTP1-varijantnog

genotipa sa povecanjem stadijuma tumora.

7. Nije uocena povezanost izmedu GST genotipova i vrednosti tumorskih

markera CEAiCA 19-9.

8. GSTM1-nulti i GSTPI1-varijantni genotip mogu predstavljati prognosticke

faktore u KRK, jer je kod nosilaca ovih genotipova uocCena sstatisticki
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10.

znacajna razlika u prezivljavanju u odnosu na osobe sa GSTM1-aktivnim i

GSTP1-referentnim genotipom.

Preoperativne vrednosti CEA i CA 19-9 mogu pruziti informacije o
stadijumu bolesti u trenutku postavljanja dijagnoze, naime pacijenti sa
uznapredovalom boleS¢u imali su statisti¢ki znacajno vece vrednosti CEA i

CA 19-9.

Parametri sistemske inflamacije mogu posluziti kao neinvazivni markeri u
proceni stadijuma bolesti. Naime NLR i PLR bili su znacajno visi u svim TNM
stadijumima (I, I, III, IV) u odnosiu na kontrolnu grupu, dok su vrednosti

MVP bile zanacajno nize .
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5FU: 5-fluorouracil

AJCC: Americko udruZenje za ispitivanje kancera
APC: adenomatous polyposis coli

AUC : polje ispod krive

BMI: bodi mass index

BPDE: benzo(a)pyrene diolepoxide

CA 19-9: karbohidratni antigen

CEA: karcinoembriogeni antigen

CI: interval poverenja

CIN: hromozomska nestabilnost

CIMP: CpG hipermetilacija

CRM: cirkumferencijalna resekciona margina
CT: kompjuterizovana tomografija

DNK: dezoksiribonukleinska kiselina

EDTA: ethylenediaminetetraacetic acid

ELISA: enzyme linked immunosorbent assays
ESMO: Evropsko udruZenje za medicinsku onkologiju
FAP: familijarna adenomatozna polipoza

FOBT: test na okultnu krv u stolici

KB: Kronova bolest

KRK: kolorekalni karcinom

GST: glutation transferaza

GSH: glutatione

HNPCC: hereditarni nepolipozni kolorektalni karcinom
HAA: heterocikli¢ni aromati¢ni amini

HT: hemioterapija

LV: leukovorin

MMR: DNK mismatch repair put

MSI: mikrosatelitska nestabilnost

MVP: srednji volumen trombocita

NLR: odnos neutrofila i limfocita u leukocitarnoj formuli
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OR: odnos Sansi

PAH: policikli¢ni aromaticni ugljovodonici

PARP: Poly (ADP-ribose) polymerase

PCR: polymerase chain reaction

PJS: Peutz-Jeghers sindrom

PLR: odnos trombocita i limfocita u leukocitarnoj formuli
ROC: receiver operator characteristics

RTG: roentgen

RFLP: restriction fragment length polymorphism
RNOS: reactive nitrogen oxygen species

ROS: reactive oxygen species

RIA: radioimunoesej

SD: standardna devijacija

SNP: single nucleotide polymorphism

TNM: tumor-node-metastasis

UK: ulcerozni colitis

UZ: ultrazvuk abdomena

WHO: svetska zdravstvena organizacija
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U3jaBa o ayTopCcTBY, O ICTOBETHOCTMU LUTaMMnaHe U
erleKTPpOoHCKe Bep3uje n o Kopuwherwy

WMe v npe3sumMe ayTopa Milica Stojkovi¢ LaloSevi¢
Bpoj uHaekca MM 15/11

H3sjaB/byjem
1) fia je 3aBpILUHYU paj 0/ HACJOBOM

ODREDIVANJE POLIMORFIZAMA GENA ZA GLUTATION TRANSFERAZU I
BIOHEMIJSKIH MARKERA KOD BOLESNIKA SA KOLOREKTALNIM KARCINOMOM

® pe3yJITaT CONCTBEHOT CTPYYHOT U UCTPAKMBAYKOT pPajia;

e Jia paJl y LleJIMHU HU y [leJIOBUMA HUje OMO NpeJJIoKeH 3a CTULAbe Apyre
JUIJIOMe TpeMa CTyAWjCKMUM [porpaMuMMa Jpyrux BHUCOKOIIKOJICKHUX
yCTaHOBA;

® Jla Cy pe3yJITaTHh KOPEKTHO HaBeJeHU U

e Jla HHCAM KpLIMO//Ja ayTOpCKa IpaBa M KOPUCTHO//Na HUHTEJeKTYaJHYy
CBOjUHY APYTUX JIULA;

2) na je urTaMnaHa Bep3uja MOT 3aBPIIHOT pajija UCTOBETHA eJIEKTPOHCKOj BEpP3UjU
KOjy caM mpejiao/na paju MoxpambUBawa y JIUTUTAJHOM pPENno3UTOPHUjyMy
YuuBep3uteray beorpany.

Jlo3BoJ/baBaM Jia ce o6GjaBe MOjU JIMUHU NOJALU Be3aHU 3a J00Hjambe aKkaZeMCKOT
Ha3WBa, Kao IITO Cy UMe U Mpe3uMe, roJijMHa U MeCTO pohemwa U AaTyM of0OpaHe
paza.

OBM JIMYHU NOAALMU MOTY ce 00jaBUTHM Ha MpEXHUM CTpaHUILAMa JAUTKTaJHe
6ub/IMOTEeKe, Y eJIeKTPOHCKOM KaTaJIoTy W y My6JuKanujamMa YHUBep3uTeTa y
Beorpapny.

3) pa omisamhyjeM YHuBep3uTeTcKy 6ubsnoTeKky ,CBeTo3ap MapkoBuh“ nma y
JAUrutajHu penosuTopujyM YHuUBep3uTeTa y beorpajy yHece Moj 3aBpLUIHHU paj,
KOjH je MOje ayTOpPCKO JeJ10.

Paj ca cBUM npusio3uMa npejao/aa caM y eJleKTPOHCKOM ¢popMaTy MOroJHOM 3a
TpajHO apXUBUpPaALE.

Moj 3aBplIHU paj, oXpaweH y JIUrMTa/IHOM PEeNo3UTOPUjyMYy YHUBEpP3UTETA Yy
Beorpazay v 10oCTyIniaH y OTBOPEHOM NIPUCTYIy MOTY Jja KOPUCTE CBU KOjU MOLUTY]Y
oApenbe cagpkaHe y ofabpaHoM Tumy jauineHle KpeatuBHe 3ajegHule (Creative
Commons) 3a Kojy caM ce oAJ1y4uno/ia.

1. Aytopctso (CC BY)

2. AytopcTtBo - HekoMep1jaaHo (CC BY-NC)
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