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Prognosti¢ki znac¢aj molekularnih markera, klini¢kih i patohistoloskih parametara kod
bolesnika operisanih zbog karcinoma rektuma u ranom stadijumu

Rezime

Uvod. Karcinom rektuma zbog visoke incidence i trenda njenog rasta u buducnosti, predstavlja veliki
javnozdravstveni problem. Hirursko lecenje je i dalje primarno u tretmanu ove bolesti ali se dobri rezultati
mogu ocekivati samo multidisciplinarnim pristupom odnosno kombinovanom, miltimodalnom terapijom.
U tom cilju namece se potreba za pronalazenjem prognostickih biomarkera uz pomo¢ kojih se mogu
predvideti bolesnici sa visokim rizikom za recidiv odnosno kandidati za intenzivnije postoperativno

pracenje i agresivnije terapijske modalitete.

Cilj ove studije je da se zajedno sa klinicko-patoloSkim parametrima ispita prognosti¢ki potencijal
vaskularnog endotelijalnog faktora rasta (VEGF), receptora epidermalnog faktora rasta (EGFR) i CD44v6
kod pacijenata sa T3NO karcinomom rektuma.

Materijal i metode. Ovo je studija preseka koja obuhvata 163 bolesnika sa T3NO karcinomom rektuma,
koji su kurativno operisani na Il odeljenju, Klinike za digestivnu hirurgiju — Prve hirur§ke klinike,
Klini¢kog centra Srbije u periodu 2003-2013 godina. VEGF, EGFR i CD44v6 ekspresija je ispitivana
imunohistohemijski. Kao parametri od interesa definisani su: pojava lokalnog recidiva, distalnih metastaza

i prezivljavanje bolesnika.

Reziltati.U studiji je bilo 102 bolesnika muskog i 61 bolesnik Zenskog pola. Proseéna starost bila je 62
godine (31-88 godina) a postoperativno su praceni u proseku 81 mesec (4-177 meseci). Kod 6 bolesnika je
dijagrostikovan lokalni a kod 31 distalni recidiv bolesti. Kod bolesnika sa pozitivnom VEGF i CD44v6
ekspresijom prezivljavanje je bilo loSije u odnosu na bolesnike sa negativhom VEGF i CD44v6
ekspresijom. Klini¢kopatoloski parametri (mucinozni tip adenocarcinoma, vaskularna invazija, invazija
limfatika i perineuralna invazija, gradus tumora, nacin rasta tumora, uznapredovali T3 stadijumi,

intraoperativna perforacija tumora) takode znacajno uti¢u na prognozu bolesti.

Zakljucak: Povisena VEGF i CD44v6 ekspresija kod T3NO karcinoma rektuma zajedno sa standardnim
histopatoloskim karakteristikama tumora moze dati dovoljno informacija za definisanje pacijenata sa

visokim rizikom za pojavu recidiva bolesti i lo§ijom prognozom.
Kljucne reci: karcinom rektuma, biomarkeri, prognoza, VEGF, EGFR, CD44v6,

Nauéna oblast: Medicina

UZa nau¢na oblast: Hirurgija, Molekularna biologija



Prognostic significans of molecular markers, clinical and pathological parameters in
patients operated for early rectal cancer

Abstract

Introduction. Rectal carcinoma still presents major health problem. Besides the need for
individualized and meticulous preoperative staging there is sometimes a problem in choosing the
optimal mode of treatment. Today’s problem presents a group of rectal cancer patients in
T3NOMO stage. These patients may not benefit from aggressive neoadjuvant and adjuvant
approach. Nevertheless, we still have around 20% of patients in this group who develop distant or
local relapse of the disease. There is a need for predictive and prognostic markers that could help

us determine the subgroup of patients with high risk of relapse.

The aim of this study is to determine the prognostic potential of VEGF, EGFR,CD44v6 and
clinicopathological parameters in patients with T3NO rectal carcinoma in the absence of
neoadjuvant treatment.

Methods. This was retrospective analysis of 163 selected T3NO rectal cancer patients, operated
on the Department for Colorectal Surgery of the Clinic for Digestive Surgery-First Surgical
Clinic, Clinical Centre of Serbia. VEGF, EGFR and CD44v6 expression was
immunohistochemically assessed. Parameters of interest were: Local recurrence, distant
metastases, disease free survival, disease specific and overall survival.

Results. There were 102 men and 61 women. The median age was 62 years (range, 31-88 years).
Median follow-up interval was 81 months (range, 4-177 months). During the follow-up period 6
patients developed local recurrence, in 31 patients we discovered distant metastases.

Disease free survival, disease specific and ovareall survival were lower in VEGF and CD44v6
positive tumors. Clinicopathological parameters (mucinous type of adenocarcinoma, vascular
invasion, lymphatic invasion, perineural invasion, tumor diferentiation, tumor growth, advanced
T3 stages, intraoperative tumor perforation) also significantly affect the prognosis of the disease.
Conclusion. Elevated VEGF and CD44v6 expression in T3NO rectal carcinoma together with the
standard histopathological characteristics, can provide enough information to define patients with
high risk for recurrence and poor prognosis.

Key words: rectal cancer, biomarker, prognosis

Scientific field: Medicine

Scientific subfield: Surgery, Molecular biology
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1. UvOD

1.1 Epidemiologija

Maligne bolesti u svetu predstavljaju veliki javnozdravstveni problem, sa rastu¢im
trendom obolevanja poslednjih decenija S§to se moZe objasniti porastom broja obolelih od
pojedinih malignih tumora, sve ve¢im brojem stanovnika i starenjem populacije. Kolorektalni
karcinom u pogledu incidence i uzroka smrtnosti kod pacijenata obolelih od malignih bolesti
zauzima znacajno mesto. Kolorektalni karcinom je tre¢i vode¢i uzrok obolevanja u svetu sa
incidencom od 17,3/100000 stanovnika, iza raka plu¢éa (23/100000) i1 raka dojke
(20,1/100000)(1). Jednu tre¢ino obolelih od kolorektalnog karcinoma ¢ini karcinom rektuma. U
pogledu polova, kolorektalni karcinom je tre¢i vodec¢i maligni tumor u muskoj a drugi u Zenskoj
populaciji. U odnosu na pol najvisa stopa incidence za karcinom kolorektuma je u
Australiji/Novom Zelandu (33 kod Zena, 45,7 kod muskaraca) i Zapadnoj Evropi (26,3 kod Zena,
41,3 kod muskaraca), a najniza u Severnoj Africi (5,8 kod zena, 7,0 kod muskaraca), Centralnoj
Americi (6,4 kod zena, 7,2 kod muskaraca) i Maleziji (10,7 kod Zena, 3,7 kod muskaraca). Broj
novootkrivenih slucajeva karcinoma rektuma u zemljama Evropske Unije je priblizno 125000
godisnje $to Cini oko 35% novootkrivenih kolorektalnih karcinoma, sa incidencom od 15-
25/100000 stanovnika. Godi$nji mortalitet uznosi 4-10/100000 stanovnika, a prosecnha starost

bolesnika u vreme dijagnoze je oko 70 godina(1, 2).

Kolorektalni karcinom u Srbiji je drugi vodeéi uzrok obolevanja u Zenskoj (iza raka
dojke) 1 musSkoj (iza raka plu¢a) populaciji sa incidencom od 27/100000 stanovnika prema
podacima Globocona. U Srbiji karcinom kolorektuma je drugi vode¢i uzrok umiranja (iza raka
plu¢a) u muskoj, a tre¢i (iza raka dojke i grlica materice) u Zenskoj populaciji sa stopom
mortaliteta od 16,6 na 100000 stanovnika(l, 3). Takode, prema podacima registra za rak u Srbiji
postoji trend porasta broja obolelih od kolorektalnog karcinoma kod oba pola §to je slicno i u

drugim zemljama istocne evrope.



1.2. Etiologija

Etiologija karcinoma rektuma i kolona je jo$ uvek nepoznata. Mnogobrojna
epidemioloska istrazivanja sprovedena su da bi se utvrdili faktori rizika za nastanak
kolorektalnog karcinoma. Utvrdeno je da u nastanku kolorektalnog karcinoma ulogu mogu imati
brojni faktori koji se grubo mogu podeliti na faktore spoljne sredine i nacin ishrane,

predisponirajuca nasledna 1 patoloska stanja i genetske faktore.
1.2.1. Faktori spoljne sredine i nacin ishrane

Na znacaj faktora spoljne sredine ukazale su epidemioloske studije koje su se pre svga
bavile analizom imigranata ukazuju¢i da imigranti iz zemalja gde je incidenca kolorektalnog
karcinoma niska (Azija, Afrika, Juzna Amerika) preseljenjem u zemlje visokog rizika imaju
povecanu incidencu ovih karcinoma koja se izjednatava nakon deset godina boravka u
novonastalim uslovima(4). Ova pojava objasnjava se promenom nacina zivota a pre svega
promenom ishrane. Zapazeno je da pojedine izolovane populacije sa zatvorenim kulturoloskim,
religioznim i drugim karakteristikama imaju ¢esto razli¢itu incidencu u odnosu na populacije u
neposrednom okruzenju. Ustanovljeno je da je u populaciji ekonomski razvijenih zemalja
ucestalost crevnog praznjenja manja, procenat gojaznih veci, prosecna starost populacije veca, da
imaju manje dece i da unose vise masti, crvenog mesa i preradenih ugljenih hidrata, a manje voca
i povréa u poredenju sa populacijama u kojima je niza incidenca kolorektalnog karcinoma.

Postoji teorija da visoki unos masti povecava sintezu holesterola 1 Zu¢nih kiselina koje se
uz pomo¢ bakterijske flore kolona pretvaraju u sekundarne zu¢ne kiseline, metabolite holesterola
1 druge toksi¢ne materijale. Pojedine studije su utvrdile uticaj zucnih kiselina na
hiperproliferaciju ¢elija.

Takode, u mnogim studijama je uoceno da konzumiranje crvenog mesa i mesnih
preradevina povecava rizik za nastanak kolorektalnog karcinoma. Pojava se objasnjava time da
konzumiranjem mesa u gastrointestinalnom traktu dolazi do sinteze N-nitrozo jedinjenja od kojih
su mnoga kancerogena. Takode nitrati i nitriti koji se dodaju mesu kao konzervansi, mogu da
povecéavaju egzogenu izloZenost nitrozoaminima(5b).

Sa druge strane, konzumiranje mleka i mlecnh proizvoda smanjuje rizika za nastanak
kolorektalnog karcinoma $to se objasnjava protektivnom ulogom kalcijuma. Takode, protektivnu

ulogu ima unos voéa, povréa i vitamina. Hrana bogata vlaknima biljnog porekla ima protektivnu
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ulogu pre svega jer ubrzava pasazu sadrzaja kroz debelo crevo i time smanjuje vreme kontakta
karcinogena sa sluznicom kolona. Takode ima i dilucioni efekat jer pove¢anjem volumena stolice

razreduje koncentraciju mogucih kancerogena(6).

1.2.2. Predisponirajuca nasledna i patolo$ka stanja

Procenjuje se da je u oko 20% karcinom kolorektuma nasledan. Osobe imaju 2-3 puta
veci rizik da obole od kolorektalnog karcinoma ukoliko su njihovi prvostepeni srodnici bolovali
od istog oboljenja. U literature su do sada opisani brojni nasledni sindromi koji su povezani sa
visokom ucestalo$¢u razvoja kolorektalnog karcinoma.

Dobro je poznata Cinjenica da se familijarna polipoza kolona (FAP) ukoliko se ne ucini
kolektomija, u narednih deset do petnaest godina razvija u karcinom. FAP je autozomno
dominantna bolest koja se odlikuje brojnim adenomima duz celog kolona. Za nastanak ovog
oboljenja odgovoran je APC (Adenomatous Polyposis Coli) supresorni gen koji je locizan na
5g21 hromozomu i ¢ijom mutacijom nastaje familijarna adenomatozna polipoza(7).

Od ostalih polipoznih sindroma sa genetskom predispozicijom za razvoj kolorektalnog
karcinoma izdvajaju se:

Turcot-ov sindrom, koji predstavlja autozomno recesivno polipozno oboljenje udruzeno
sa meduloblastomom i glioblastomom.

Gardnerov sindrom, autozomno dominantno oboljenje koje se pored polipoze kolona
karakteriSe osteomima kostiju lica i drugih kostiju, dezmoidnim karcinomima, karcinomima
Stitaste zlezde, nadbubrega, bilijarnih puteva i jetre.

Peitz-Jeghers-ov sindrom, koji je autozomno dominantan i karakteriSe se mukokutanim
pigmentacijama i gastrointestinalnim hamartomatoznim polipima. lako hamartozni polipi imaju
nizak potencijal za razvoj karcinoma kod bolesnika sa ovim sindromom registrovan je povecan
rizik za razvoj kako karcinoma debelog creva tako i karcinoma Zeluca, pankreasa, dojke, pluca,
jajnika i materice(7).

Pored opisanih polipoznih sindroma, postoje i oboljenja koja bez prethodno formiranih
polipa imaju veliki rizik od nastanka kolorektalnog karcinoma. Tako je nastala nova grupa
definisana kao HNPCC (hereditarni nepolipozni karcinom kolona) kako bi se razlikovali od onih

sa hereditarnom polipozom.



Hereditarni nepolipozni kolorektalni karcinomi (HNPCC) koji su autozomno dominantno
oboljenje a javljaju se u obliku dva sindroma Lynch I i Lynch 11(8).

Lynch | sindrom se obi¢no javlja kod bolenika mlade godi$nje dobi i uglavnom zahvata
proksimalne delove kolona.

Lynch Il sindrom kod koga se osim karcinoma kolona javljaju i karcinomi dojke,
ovarijuma, endometrijuma, zeluca.

Pored opisanih sindroma kolorektalni karcinom moze nastati i na terenu zapaljenjskih
bolesti kao §to su Ulcerozni kolitis i neSto rede Kronova bolest. Kod Ulceroznog kolitisa rizik je
udruzen sa duzinom trajanja aktivne faze bolesti kao i stepenom displazije mukoze. Kod
ulceroznog kolitisa karcinom se javlja u 3% slucajeva u prvih deset godina trajanja bolesti, 20%
za dvadeset godina i 30% ukoliko bolest traje trideset godina. Kod Kronove bolesti takode postoji
povecan rizik za nastanak kolorektalnog karcinoma ali u znatno manjoj meri u odnosu na
Ulcerozni kolitis. Kod navedenih inflamatornih bolesti creva takode postoje genetste alteracije
kao kod sporadi¢nog kolorektalnog karcinoma ali je njihov redosled i vreme javljanja kod ovih

bolesti drugaciji(9).

1.2.3. Genetski faktori

Mutacije u specificnim genima dovode do pojave kolorektalnog karcinoma na nacin na
koji se to dogada i u drugim tipovima karcinoma. Ove mutacije se mogu pojaviti u onkogenima,
tumor supresornim genima i genima odgovornim za reparaciju greSaka na DNK nazvanim MMR
geni (od engl. Mismach Repair Gens). U zavisnhosti od gena u kome dolazi do mutacija
prepoznati su razli¢iti putevi nastanka kolorektalnog karcinoma. Prema sadas$njim shvatanjima,
kolorektalni karcinom nastaje na jedan od tri na¢ina: kao deo hereditarnih kancerskih sindroma,

sporadi¢no ili na terenu inflamatorne bolesti creva.

Tackaste mutacije, koje se javljaju tokom zivota, nisu povezane sa naslednim sindromima
1 imaju uticaja samo na pojedinacne celije, odnosno njihove potomke. Karcinomi izvedeni iz
tackastih mutacija, nazivaju se sporadi¢ni karcinomi i1 predstavljaju 70% svih kolorektalnih
karcinoma(10). Molekularna patogeneza sporadi¢nih karcinoma je heterogena, s obzirom da

mutacije mogu zahvatiti razli¢ite gene. Medutim, oko 70% kolorektalnog karcinoma prati



specifican niz mutacija koji se potom prevodi u specificnu morfolosku sekvencu, pocev od
formiranja adenoma pa do karcinoma. Mutacija Adenoma pilyposis coli (APC) tumor
supresornog gena je rani dogadaj u kolorektalnoj karcinogenezi koju dovodi do formiranja ne-
malignih adenoma odnosno polipa. O¢ekuje se da oko 15% ovih polipa prede u karcinom u toku
narednih 10 godina. Ova APC mutacija prac¢ena je mutacijom KRAS gena i inaktivacijom p53

tumor supresornog gena koja oznacava pojavljivanje agresivnog subklona(10).

Nasledni karcinomi predstavljaju samo 5% svih kolorektalnih karcinoma. Ovi karcinomi
su uzrokovani naslednim mutacijama koje uticu na jedan od alela mutiranog gena S§to znaci da
tackaste mutacije u drugim alelima dovode do stvaranja tumorske ¢elije i kona¢no karcinoma.
Podeljeni su u dve grupe, polipoznu i nepolipoznu formu. Polipozna forma uglavnom
podrazumeva familijarnu adenomatoznu polipozu (FAP), koja se karakteriSe formiranjem vise
potencijalno malignih polipa u debelom crevu. Nasuprot tome nasledni nepolipozni kolorektalni
karcinom (od engl. Non-polyposis colorectal cancer HNPCC) je povezan sa mutacijama MMR
gena. HNPCC je sindrom naslednog karcinoma koji se ispoljava kao Lynch-ov sindrom 1 i 2, §to
je uzrokovano nasledenim mutacijama u jednom od alela koji kodiraju proteine za popravku

DNK kao $to su: MSH2, MLH1, MLH6, PMS1 i PMS2(11).

Kolorektalni karcinomi pored navedena dva modela nastanka mogu nastati i na terenu
dugotrajnog ulceroznog kolitisa i Kronove bolesti. Kod idiopatskih inflamatornih bolesti creva
takode postoje genetske alteracije kao kod sporadi¢nih karcinoma ali se njihov redosled i vreme
javljanja razlikuje u odnosu na sporadi¢ni kolorektalni karcinom. Mutacije KRAS gena se kod
ulceroznog kolitisa znatno rede detektuju u odnosu na sporadi¢ni kolorektalni karcinom. Takode
gubitak APC gena je mnogo redi kod ulceroznog kolitisa a rani dogadaj u karcinogenezi je
inaktivacija p53 gena, s§to je suprotno redosledu mutacija kod sporadi¢énog kolorektalnog

karcinoma(9).

Sporadi¢ni karcinomi ili karcinomi koji nastaju preko adenoma-karcinoma sekvence,
razvijaju se na tri razli¢ita nacina: preko hromozomske nestabilnosti (CIN od engl. Chromosomal
Instability), mikrosatelitne nestabilnosti (MSI od engl. Microsatellite Instability) i CpG
metilacionog fenotipa ili CIMP (CpG Island Metethylator Phenotype)(12-14).



Hromozomskom nestabilnos$¢u karakteriSe se 80-85% kolorektalnih karcinoma 1 Cesto se
CIN smatra klasi¢nim putem nastanka karcinoma. KarakteriSu ga multipli molekularni dogadaju
koji dovode do narusavanja regulacije ¢elijskog sistema i inhibicije apoptoze. Obi¢no dolazi do
dizbalansa u broju hromozoma $to dovodi do pojave koja se oznaCava kao LOH ili gubitak
heterozigotnosti. Mehanizam u osnovi ukljucuje izmene u segregaciji hromozoma, disfunkciji
telomera i odgovora na DNK oStec¢enje, Sto utiCe na kljuéne gene zaduzene za normalno
funkcionisanje ¢elije kao Sto su izmedu ostalih: APC, KRAS, PI3K i TP53. APC mutacije
prouzrokuju translokaciju [B-catenina u jedrima Sto vodi transkripciji gena ukljuenih u
tumorogenezu i invaziju, dok mutacije KRAS i PI3K dovode do konstantne aktivacije MAP
kinaze ¢ime se povecava proliferacija ¢elije. Kona¢no gubitak funkcije TP53, koji kodira p53,
glavnu kontrolnu tacku ¢elijskog ciklusa, kao krajnji rezultat ima nekontrolisani ulazak celije u

¢elijski ciklus(12).

Mikosatelitska nestabilnost se definiSe kao poremecaj na samoj DNK i posledi¢noj
inaktivaciji gena koji su odgovorni za popravku greSaka nastale u DNK. Stoga dolazi do
nagomilavanja genetskih gresaka u malim repetitivnim nekodiraju¢im sekvencama DNK sa
posledi¢nim ulaZenjem ¢elije u stanje mikrosatelitne nestabilnosti. Usled nastanka genetskih
mutacija po tipu insercije ili delecije kod ovih pacijenata nastaju poremecaji u duzini
mikrosatelita. Zavisno od broja mutiranih mikrosatelita tumori mogu biti sa visokim ili niskim
MSI: MSI-H i MSI-L. Geni reparacije mogu biti inaktivisani pomocu metilacije promotornog
regiona gena hMLHI ili germinativnim mutacijama u MMR genima kao S§to je slucaj kod Lynch
sindroma. Geni mutirani putem mikrosatelitske netabilnosti su: MLH1, MSH2, MSH6, PMS1 i

PMS2. Hromozomska nestabilnost i mikrosatelitna nestabilnost se medusobno iskljuc¢uju(13).

U novije vreme otkriven je tre¢i put nastanka kolorektalnog karcinoma koji se odvija tzv.
epigenskim mehanizmima koji dovode do utiSavanja gena. Najpoznatiji mehanizam utiSavanja
gena je transkripciona inaktivacija tumor supresornih gena. Ovakav fenotip se oznacava kao CpG
metilacioni fenotip ili CIMP. Glavna karakteristika CIMP tumora je hipermetilacija promotera
onkogena Sto dovodi do utiSavanja gena i gubitka proteinske ekspresije. Metilacija moze biti
niska i visoka, prema ¢emu su i metilacioni fenotipovi oznaceni kao CIMP pozitivni i CIMP
negativni. Metilacioni fenotip moze da sluzi kao dijagnosticki, prognosticki ili prediktivni

biomarker. CIMP-H tumori koji su MSI pozitivni i imaju BRAF mutaciju imaju dobru prognozu,



za razliku od CIMP-H tumora sa BRAF mutacijom ali negativnim MSI statusom koji imaju loSu

prognozu(14).



1.3. Dijagnosticke metode

Dijagnostika ima jednu od glavnih uloga u izboru nacina leCenja kolorektalnog
karcinoma. Moze se re¢i da je vreme njegovog otkrivanja, odnosno lokalni status tumora i
prosirenost bolesti, apsolutno osnovno merilo koje ima direktni uticaj na nacin leenja i duzinu
prezivljavanja bolesnika. Dijagnostika karcinoma rektuma ima presudnu ulogu u odabiru
optimalne strategije leCenja. Od dijagnostike se danas o¢ekuje da da informacije o lokalnom
statusu tumora kao i o udaljenim metastazama. Neophodno je dobro poznavanje svih
dijagnostickih procedura odnosno njihovih prednosti i mana kako bi se sa $to manje sredstava

dobio odgovor na gore postavljena pitanja.

Dobro uzeta anamneza i klinicki pregled koji obuhvata i digitorektalni pregled osnova su

za postavljanje radne dijagnoze kao i odabir optimalnih metoda dalje dijagnostike.
Osnovne dijagnosticke procedure su:

e Digitorektalni pregled

e Rigidna rektosignoidoskopija

e Fleksibilna rektosigmoidoskopija
e Kolonoskopija

e lIrigografija

Kada se endoskopskim pregledom postavi i patohistoloskim pregledom potvrdi dijagnoza
karcinoma rektuma uznapredovalost bolesti se potvrduje specificnim dijagnostickim

procedurama:

e RTG plucaili CT grudnog kosa

e Endoanalni ultrazvuk

e CT abdomena ( male Kkarlice)

e Magnetna rezonanca (MR) male karlice (abdomena)
e Odredivanje tumorskih markera (CEA, Ca 19-9)

e Po potrebi druge “imaging” metode drugih delova tela



e Po potrebi funkcionalna ispitivanja pelvicnog poda

Rigidna rektoskopija i kompletna kolonoskopija preporucuju se u svim slucajevima osim
kod opstrukcije kolona, kako bi se iskljuéilo postojanje sinhronih tumora. Ukoliko kolonoskopija

nije uradena preoperativno, treba je uraditi Sest meseci nakon operacije.

Preoperativnim ispitivanjem (endoanalna ultrasonografija, CT ili NMR male Karlice),
moze Se sa velikom sigurno$¢u odrediti lokalni status tumora i na osnovu toga opredeliti za

odredeni modalitet leCenja.
1.3.1. Dijagnostika lokalnog statusa tumora (T)

Precizno definisanje klinickog T stadijuma osnova je za odluku o daljem leCenju.
Odredeni T stadijumi su posebno podeljeni na podstadijume koji definiSu agresivnost tumora. T1
tumori su na osnovu prodora tumora u submukozni nivo podeljeni na sml (laka invazija
submukoze), sm2 (srednja invazija submukoze) i sm3 (invazija submukoze koja doseze gotovo
do same muskularis proprie). Potvrdena je razlika u pozitivnosti limfnih nodusa kod ove tri
podkategorije tumora. Tumori stadijuma T1sm1/2 imaju oko 0-8% Sanse od metastaziranja u

lokalne limfatike, dok taj procenat kod T1sm3 tumora dostize 20%.

Endorektalni ultrazvuk i endorektalna MR imaju istu preciznost u definisanju T1sm1/sm2
i sm3 tumora kao i (T1 i/ili T2) i T3 tumora(15). Medutim ove metode nisu najbolja opcija za
procenu lokalnog obima tumora u odmaklim T3/T4 stadijumima. Kod tumora distalne trecine
rektuma ranog stadijuma (T1, T2) senzitivnost endorektalnog ultrazvuka je 94% a specifi¢nost
86% medutim, to nije slucaj kod uznapredovalih tumora $to uzrokuje znacajan preoperativni
“overstaging” pre svega zbog nemogucnosti preciznog razlikovanja peritumorske fibroze od
stvarne granice tumora, nemogucnost jasnog definisanja cirkumferentne resekcione margine
(CRM) ili identifikaciju limfnih nodusa u blizini mezorektalne fascije kao i definisanje
ekstramuralne vaskularne invazije (EMVI). To pacijente moze kandidovati za agresivniji

neoadjuvantni tretman nego $to je to stvarno potrebno(16).

U definisanju navedenih prognostickih karakteristika timora magnetna rezonanca (MR)

danas predstavlja zlatni standard(17). MR i MDCT (multidetector-row CT) imaju istu preciznost
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u razlikovanju T3 od T4 tumora srednje i gornje tre¢ine rektuma. Medutim, MR ima znatno vecu
preciznost kod tumora distalne trec¢ine kao i preciznost u subklasifikaciji T stadijuma. Poseban
dijagnosticki izazov predstavljaju T3 tumori koji su vrlo heterogena grupa tumora u pogledu
pojave lokalnog recidiva i prezivljavanja. Iz objavljenig studija jasno se moze zakljuciti da
tumori sa ekstramuralnim Sirenjem veéim od 5mm imaju lo$iju prognozu od tumora gde je
ekstramuralno Sirenje manje od navedene distance. Stoga je preoperativna identifikacija ovih
pacijenata vrlo znac¢ajna ali ne i laka, posebno je tesko napraviti razliku izmedu T2 i T3 tumora sa

ekstramuralnom invazijom manjom od 2mm(18).

Posebno treba napomenuti zna¢aj MR kod jako niskih tumora distalne tre¢ine rektuma
gde precizno treba definisati odnos tumora sa tankim mezorektumom, miSi¢ima poda karlice,
intersfinkteri¢nim prostorom i analnim sfinkterima obzirom da nas odnos tumora sa navednim
strukturama direktno opredeljuje za odredenu hirurSsku procedure ili neki od modaliteta

neoadjuvantnog lecenja.

CRM je nezavistan prognosticki faktor za pojavu lokalnog recidiva i loSije prezivljavanje.
MR je metod izbora za procenu CRM-a sa senzitivno$¢u od 70% i specificnos¢u od 96%.
Pozitivna prediktivna vrednost MR u ovom pogledu iznosi 85% a negativna prediktivna vrednost
92%. Potencijalno pozitivna CRM se definiSe ukoliko je udaljenost tumora od mezorektalne
fascije manja od Imm. EMVI je takode nezavistan prognosticki factor koji se MR pregledom
moze lako definisati(18).

1.3.2. Dijagnostika statusa limfnih nodusa (N)

Preoperativna dijagnostika limfnih nodusa se tradicionalno oslanja na procenu njihove
veli¢ine. Takode, nodusi se smatraju sumnjivim ukoliko imaju neregularne ivice i/ili
neregularnosti u intenzitetu signala. Nodusi ve¢i od 8mm u mezorektumu definiSu se kao
pozitivni. MR i MDCT imaju istu preciznost u definisanju limfnih nodusa na osnovu njihove
veli¢ine ukoliko je ona definisana na 8mm. Skorije meta analize pokazuju da nema znacajne
razlike izmedu endorektalnog pregleda, CT i MR u preciznosti odredivanja N statusa na osnovu
veli¢ine nodusa(19). Posebno je visoka specifi¢nost ali mala senzitivnost kada je cut-off vrednost
veli¢ine mezorektalnih nodusa 10mm, dok je situacija obrnuta u pogledu specifi¢nosti 1

senzitivnosti kada je cut-off 3mm. Endorektalni ultrazvik je insuficijentan u dijagnostici N statusa
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naroCito kada je veli¢ina nodusa manja od Smm kao i zbog ¢injenaice da ovim pregledom ne
mozemo ecksplorisati ceo mezorektum. Nekoliko studija pokazuje da danas koris¢ene metode
nemaju apsolutnu preciznost u klinickom odredivanju N statusa. Procenjena senzitivnost
endorektalnog ultrazvika iznosi 67%, MR 55% a CT pregleda 66% dok je specifi¢nost
endorektalnog ultrazvuka 78%, MR 74% a CT 76% na osnovu veli¢ine limfnih nodusa(19). Osim
veliCine, prilikom evaluacije limfnih nodusa moraju se uzeti u obzir i drugi kriterijumi kao Sto su:
oblik, homogenost, konture, intenzitet signala na difuzionoj MR. U prilog maligno izmenjenog
limfnog nodusa ukazuje kruzan oblik, nehomogena struktura, iregularne konture i visok signal u
DWI. Procenjivanjem morfologije limfnih nodusa MR pregledom, tj iregularnosti ivica i
heterogenosti, maligni limfni nodusi se mogu dijagnostikovati sa senzitivno$¢u od 85% i

specificnoséu od 97% u poredenju sa odredivanjem veli¢ine nodusa(20).
1.3.3. Dijagnostika udaljenih metastaza (M)

Za dijagnostiku udaljenih metastaza koristi se CT pregled abdomena i grudnog kosa. MR pregled
je od koristi za dalju karakterizaciju metastaza ili sumnjivih promena otkrivenih CT pregledom.
PET CT pregled se moze uzeti u obzir za detekciju metastaza i peritonealne diseminacije kada
postoje klinicke, biohemijske i radioloske sumnje na postojanje diseminovane bolesti. Narocito je
koristan u dijagnostici lokalnog recidiva. Takode odredene specificne preglede, scintigrafija

kostiju, CT endokranijuma itd., treba raditi kada postoji odredena simptomatologija(21).
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1.4. Patohistologija

Odredivanje stadijuma bolesti je najvazniji deo patohistoloSke obrade obzirom da
stadijum bolesti predstavlja najznacajniji prognosticki faktor i da direktno utiCe na strategiju
leCenja. Preoperativna dijagnosticka obrada podrazumeva odredivanje stadijuma bolesti i1
izuzetno je znaCajna za planiranje leCenja ali se nazalost, definitivan stadijum bolesti moze

odrediti tek detaljnim patohistoloSkim pregledom preparata.

Makroskopska patohistoloska analiza reseciranog preparata treba da da podatke o duzini
reseciranog preparata, poziciji tumora (u odnosu na peritonealnu refleksiju ili zupcastu liniju
ukoliko je uradena abdominoperinealna resekcija), veli¢ini tumora i distalnoj margini, dubini
invazije, perforaciji tumora i druge informacije nevezane za tumor (Kronova bolest, Ulcerozni
colitis, polipi, familijarna polipoza, broj limfnih nodusa). Za dalju mikroskopsku analizu posebno
se obraca paznja na konstrukciju parafinskih blokova sa tkivom u blizini mezorektalne fascije

ukoliko je tumor od nje udaljen manje od 3mm(22).

Standardni mikroskopski opis patohistoloskog izvestaja mora sadrzati: 1. Histoloski tip
tumora. Ukoliko je mucinozna komponenta prisutna sa vise od 50%, tumori se oznacavaju kao
mucinozni ; 2. Histoloski gradus (stepen diferencijacije tumora) na osnovu ¢ega su podeljeni na
dobro, srednje, lose i nediferentovane tumore; 3. T status, za T1 tumore stepen invazije u
submukozu (sml ,sm2, sm3) a za T3 tumore stepen ekstramuralnog $irenja tumora meren U mm;
Ukupan broj analiziranih limflih nodusa (> 12 limfnih nodusa mora biti analizirano da bi izvestaj
bio validan). 4. Procenu vaskularne invazije (V), invazije limfatika (L) , perineuralne invazije
(PN) i tumor budding-a kao jo$ jednog nezavisnog prognosti¢koog faktora; 5. Prisustvo tumor
infiltriSu¢ih limfocita; 6. Status resekcionih margina ( Rx-status resekcionih margina ne moze biti
odreden, R0O-nema rezidualnog tumora, R1-mikroskopski verifikovanje rezidualnog tumora, R2-
postojanje makroskopski vidljivog rezidualnog tumora). Na osnovu prethodno pobrojanih

parametara donosi se odluka o definitivnom stadijumu bolesti(22, 23).

Upravo zbog velikog znacaja odredivanja stadijuma bolesti u proslosti su predlagane
brojne klasifikacije. Najznacajnija i najpoznatija je Dukes-ova klasifikacija koju je ovaj autor

objavio 1930 godine a potom je 1932 i 1944 godine modifikovao. Danas se od svih klasifikacija i
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modifikacija za odredivanje stadijuma bolesti koriste Astler-Coller-ova modifikacija i TNM
sistem (AJCC/UICC).

Astler —Coller —ova klasifikacija podrazumeva 5 stadijuma bolesti:

- A —tumor infiltriSe sluzokozu

- B1 - tumor ne penetrira serozu crevnog zida, limfne Zlezde su negativne
- B2 — tumor penetrira serozu crevnog zida, limfne Zlezde su negativne

- C1—kao BI ali sa pozitivnim limfnim zlezdama

- C2- kao B2 ali sa pozitivnim limfnim Zlezdama

TNM sistem odredivanja stadijuma tumorske bolesti je razvijan i viemenom modifikovan
za odredivanje stadijuma tumorske bolesti uopste, dakle ne samo za kolorektalni karcinom.
PredloZen je od strane Deonix-a 1954 godine i podrazumeva odredivanje lokalnog statusa tumora
(T), statusa limfnih Zlezda (N) i1 udaljenih metastaza (M). Beahrs i Myers su 1983 godine
prilagodili TNM sistem za potrebe odredivanja stadijuma kolorektalnog karcinoma. Slede
modifikacije od strane AJCC (American Joint Committee on Cancer) i UICC (International
Union Against Cancer) te se u savremenoj hirurgiji najéesce koristi ovaj sistem. Danas u upotrebi
njegova sedma revizija koja je objavljena 2010. Godine(24).

U tabeli 1. prikazan je pregled klasifikacija za odredjivanje stadijuma tumorske bolesti
(odnos direktnog lokalnog Sirenja tumora, metastaza u regionalnim limfnim nodusima i udaljenih

metastaza).
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Tabela 1. Uporedna tabela najpoznatijih klasifikacija za odredjivanje stadijuma tumorske bolesti

(odnos direktnog lokalnog Sirenja tumora, metastaza u regionalnim limfnim nodusima i udaljenih

metastaza).
Dubina/rasirenost invazije kolorektalnog karcinoma
Mukoza | Submukoza | Misiéni Subseroza | Perforacija Susedni | Metastaze
sloj (mm) visceralnog | organili | ulimfnim
<1<5<15>15 | peritoneuma tkivo nodusima
Dukes, A B C1 C2
1935
Astler- A Bl B2 B3 NO
Coller C1 C2 C3 N+
TNM 0 Tis NO
| T1 T2
A T3a,b,cd
1B T4a
Inc T4b
1A T1 T2 N1
T1 N2a
1B T3a,b,c,d T4a N1
T2 T3a,b,cd N2a
T1 T2 N2b
I c T4a N2a
T3a,b,cd T4a N2b
T4b N1/N2
VA Bilo koji T, Bilo koji N, M1a (jedan organ/mesto)
IVB Bilo koji T, Bilo koji N, M1b (vise od jednog organa/mesta)

Kada je u pitanju karcinom rektuma, patohistoloSka obrada obavezno podrazumeva i

detaljno ispitivanje distalne linije resekcije kao i lateralne ivice resekcije (CRM).

Ispitivanje distalne linije resekcije je neophodno da bi se odredilo da li je resekcija
rektuma ucinjena u zdravom tkivu i da li na resekcionoj ivici creva ima mikroskopskih znakova

bolesti. Poznato je da karcinom rektuma ima tendenciju distalne propagacije odnosno S$irenja
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malignih celija ispod donje, makroskopski vidljive ivice tumora. Distalna propagacija se
ostvaruje na dva nacina: a) intramuralnim Sirenjem kroz zid creva i b) metastaziranjem u lokalne

limfne ¢vorove u mezorektumu lokalizovane distalno od donje ivice tumora.

Verovatno zbog fokusiranja hirurga i patologa na ispitivanje donje linije resekcije znacaj
lateralne linije resekcije (CRM) dugo nije bio prepoznat. Quirke(25) je 1986. godine prvi ukazao
na izuzetno veliki znacaj lateralne ivice resekcije dok je Hall(26) 1998. godine dokazao i njen
prognosti¢ki znacaj. CRM moze biti infiltrisana direktno tumorom ili pozitivnim limfnim
nodusima lociranim u blizini. Dokazan je povecan rizik za lokalni recidiv, distalne metastaze i

krace prezivljavanje kada je CRM pozitivna ili udaljena manje od 1mm od tumora.

Kod analize reseciranih preparata kod karcinoma rektuma u poslednje vreme posebna
paznja usmerena je na ocenjivanje kvaliteta totalne mezorektalne ekscizije obzirom da je
utvrdeno da pacijenti sa prisutnim defektom na mezorektumu imaju loSiju prognosu pre svega u

pogledu pojave lokalnog recidiva. Mezorektalna ekscizija se karakteriSe kao:

e Kompletna — intaktan mezorektum ili sa manjim defektima ne ve¢im od Smm

e Umereno kompletha — mezorektum veé¢im delom sa defektima ali bez vidljivog
muskularnog sloja zida rektuma

e Nekompletna- prisutni veéi defekti mezorektuma sa vidljivim muskularnim slojem

zida rektuma
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1.5. Lecenje karcinoma rektuma

Lecenje karcinoma rektuma je veliki izazov danasnjice. Pored osnovnog u tretmanu ove
bolesti a to je izleCenje, savremeno shvatanje leCenja namece jos jedan imperative, kvalitet Zivota
bolesnika. Imaju¢i u vidu kompleksnost ovog problema multidisciplinarni pristup je uslov za
postizanje dobrih rezultata. lako hirurgija danas predstavlja osnovni vid leenja karcinoma
rektuma napredak na polju neoadjuvantne i adjuvantne terapije poslednjih decenija znatno je
poboljsao rezultate ishoda bolesti. Takode, napredak na polju patohistologije uti¢e na pravilan
odabir terapije. Detaljna analiza reseciranih preparata sa identifikovanjen velikog broja
parametara koji uzimaju uée$¢e u prognozi i predikciji bolesti uti¢e na izbor metode le¢enja. U
novije vreme posebna paznja posvecuje se biologiji tumora odnosno molekularnoj i genskoj
analizi sa ciljem individualizacije terapije, odnosno odredivanja terapijskog modela pojedinacno

za svakog pacijenta.
1.5.1. Hirursko le¢enje

Istorijski gledano dva su klju¢na perioda koja su obelezila razvoj hirurgije karcinoma
rektuma u proslom veku. Znacajan napredak u hirurSkom lecenju ove bolesti desio se poc¢etkom
dvadesetog veka, kada je Ernest Milest(27, 28), predstavio novi koncept limfogenog Sirenja

tumora i predlozio abdominoperinealnu operaciju kao standard u leenju ove bolesti (Slika 1a).

Slika 1. a. Miles-ov koncept Sirenja karcinoma rektuma, b. Heald-ov koncept §irenja karcinoma rektuma
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On je primetio da je tadasnja perinealna ekscizija tumora pra¢ena visokom stopom
recidiva bolesti, ¢ak do 95% 1 da je u cilju poboljSanja rezultata neophodna opseznija resekcija.
Polaze¢i od uverenja da se limfogeno Sirenje karcinoma rektuma odvija u tri pravca:
proksimalno, lateralno 1 distalno, zakljucio je da se u cilju postizanja radikalnosti mora ukloniti
ceo rektum i analni kanal, ve¢i deo dijafragme pelvis, ishiorektalno masno tkivo, deo sigmoidnog

kolona i mezokolona uljucujuéi i zlezde koje se nalaze uz donje mezenteri¢ne krvne sudove.

Iako je, naroCito u pocetku, bila pracena velikim morbiditetom i mortalitetom ova
operacija je dugo bila zlatni standard u le¢enju karcinoma rektuma. Osnovno poboljsanje koje je
ova tehnika donela bilo je smanjenje lokalnog recidiva bolesti. lako ima brojne nedostatke pre
svega u pogledu kvaliteta Zivota, obzirom da podrazumeva postojanje stalne stome, ova operacija
se, uz brojne modifikacije odrzala do danas uz ogranienja u pogledu indikacija za njeno

izvodenje.

Drugi period koji je znacajno unapredio hirursko le¢enje karcinoma rektuma pocinje
krajem dvadesetog veka objavljivanjem rezultata od strane britanskog hirurga H.J. Heald-a 1982.

god. i predstavljanjem novog koncepta lecenja, tzv. totalne mezorektalne ekscizije (TME)(29).

Heald(29) je objavio fascinantne rezultate le¢enja karcinoma rektuma pre svega u lokalnoj
kontroli bolesti sa stopom lokalnog recidiva od 3,2% i petogodi$njim prezivljavanjem bolesnika
od preko 70%. Velika prednost ove metode je Sto su dobri rezultati u pogledu prezivljavanja i
recidiva bolesti praceni poboljsanjem kvaliteta Zivota bolesnika s obzirom da se ova operacija

zavrSava kolo-analnom anastomozom, tako da prirodan put eliminacije stolice nije bio narusen.

TME 1 danas predstavlja zlatni standard u lecenju karcinoma rektuma. Koncept TME
proizilazi iz embriologije, odnosno pretpostavci da Sirenje karcinoma ostaje unutar ovojnice
mezorektuma, mezorektalne fascije (Slika 1b). Tehnika podrazumeva en-blok resekciju tumora i
mezorektalnog tkiva do nivoa miSi¢a pelviéne dijafragme kroz ostru disekciju u avaskularnoj
ravni izmedu mezorektuma i okolnog tkiva pod direktnom vizializacijom. Ranije primenjivana
tehnika tupe disekcije nije omogucavala kompletno uklanjanje mezorektuma Sto je dovodilo u
pitanje radikalnost hirurSke procedure, narosito u pogledu lateralne resekcione margine (CRM)

jednog od glavnih prediktora recidiva bolesti.
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Na znacaj lateralnog Sirenja karcinoma rektuma posebno je ukazao Phil Quirke(25) 1986.
god. koji je objavio da pozitivna CRM ima visoku prediktivnu vrednost za pojavu lokalnog
recidiva i loSije prezivljavanje. Hida(30) je takode podrzao tvrdnju da je glavno polje Sirenja
karcinoma rektuma unutar mezorektuma. Njegov rad je potvrdio da karcinom rektuma pripada

supralevatornom kompartmentu, i da je Miles-ov cilindri¢ni koncept Sirenja bolesti bio pogresan.

Tehnika totalne mezorektalne ekscizije rezultirala je znacajnim smanjenjem u pogledu
pozitivnosti CRM-a. Ostra disekcija je smanjila rizik prekomernog intraoperativnog gubitka krvi
1 smanjila postoperativne funkcionalne nedostatke. TME tehnika obezbeduje kvalitetan preparat
za dalju patohistolosku analizu, smanjuje znacajno stopu lokalnog recidiva (sa 12-20% na 4%) i

omogucava izvodenje jako niskih koloanalnih anastomoza koje su onkoloski prihvatljive(31, 32).

Ovaj koncept radikalnih rekonstruktivnih operacija sveo je abdominoperinealnu resekciju
na 15% od ukupnog broja operacija karcinoma rektuma i to uglavnom kod pacijenata kod kojih
postoji direktna infiltracija analnih sfinktera ili ve¢ postoje¢a analna inkontinencija. Ocuvanju
sfinkternog aparata naroc€ito je doprinela neoadjuvantna hemioradioterapija zahvaljuju¢i down-
stagingu tumora. Ovaj pristup postao je zlatni standard za tumore distalne trec¢ine rektuma u
zapadnim zemljama za razliku od Japana gde je pored totalne mezorektalne ekscizije i pelvi¢na

limfadenektomija (limfadenektomija van granica mezorektuma) postala rutinski deo operacije.

Lateralnu disekciju limfnith ¢vorova kao sastavni deo operacije karcinoma rektuma
promovisao je Deddish, 1950. godine uprkos visokom procentu urogenitalne disfunkcije(33).
Stearns i Bacon(34) su podrzali ovaj koncept i rutinski primenjivali lateralnu pelvic¢nu
limfadenektomiju. Kasnije, tehnika je prihvacena u Japanu a kao opravdanje navodi se
poboljsanje u lokalnoj kontroli bolesti i prezivljavanju(35). Rezultati su takode poredeni sa
bolesnicima kod kojih je radena TME nakon neoadjuvantne terapije. Radikalna resekcija sa
lateralnom pelvicnom limfadenektomijom kao rutinskom procedurom je uglavnom napustena u
zapadnim zemljama, pre svega zbog niske incidence pozitivnih lateralnih pelviénih limfnih
¢vorova i shvatanja da se, kada su oni pozitivni, radi o sistemski diseminovanoj, uglavnom
inkurabilnoj bolesti. Takode, lateralna pelviéna limfadenektomija je urduzena sa veéim
intraoperativnim gubitkom krvi , duzim periodom oporavka i povredama autonomnih nerava §to

uzrokuje urogenitalne disfunkcije kod vecine bolesnika(36).
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Dugo se smatralo da je oSte¢enje pelvicnog autonomnog nervnog sistema gotovo
neizbezno kod radikalnih operacija karcinoma rektuma. Medutim, podstaknuta poboljSanjem u
pogledu onkoloskih rezultata lecenja, mnoga istrazivanja usmerila su paznju ne samo u pogledu
eradikacije tumora ve¢ i poboljSanju kvaliteta Zivota pacijenata nakon operacije. Hirurski koncept
identifikacije i prezervacije nerava iniciran je od strane japanskih hirurga. Hojo i Moriya su
razvili nove tehnike resekcije koje omogucavaju prezervaciju autonomnih nervnih spletova
odgovornih za inervaciju urogenitalnih organa (hipogstri¢ni nervi, donji hipogastri¢ni preksus i
pelviéni  splanhni¢ni nervi)(37). Posle toga, ameri¢ki hirurg Enker(38) kombinovao je
prezervaciju nerava sa principima TME tehnike $to je rezultiralo oCuvanjem urogenitalne
funkcije kod oko 90% bolesnika bez kompromitovanja onkoloskih rezultata. Moriya je predstavio
prospektivnu studiju na 47 pacijenata gde je pokazao bezbednost tehnike prezervacije nerava
(39). Koncept TME tehnike sa prezervacijom nerava $iroko je prihvacen u svetu medutim i pored
velikog napretka urogenitalna disfunkcija kao i fekalna inkontinenecija usled povrede nerava i

dalje ostaju veliki problem nakon operacija karcinoma rektuma (32, 40).

Takode, pretpostavka da je distalno intramuralno S$irenje karcinoma jako retko,
omogucilo je izvodenje sfinkterprezerviraju¢ih operacija i kod karcinoma distalne trecine
rektuma. Razvojem novih hirurskih tehnika, upotrebom savremenih tehni¢kih pomagala
(staplera), broj sfinkter prezerviraju¢ih operacija je u kontinuiranom porastu, pri ¢emu su nau¢no
opovrgnuta dogmatska shvatanja o vecoj radikalnosti mutilantnih, abdominoperinealnih resekcija
rektuma. lako je savremena hirurSka strategija lecenja karcinoma rektuma zasnovana na
¢injenicama dokazanim u brojnim prospektivnim studijama, jo§ uvek postoje brojne dileme i

kontroverze koje treba razjasniti, proveriti i prepustiti sudu vremena.
Onkoloski principi hirur§kog lecenja karcinoma rektuma podrazumevaju:

e mobilizaciju levog kolona i rektuma;
e visoko podvezivanje donje mezenteri¢ne arterije i vene;
e nerv-prezervirajuéu limfadenektomiju i
e TME ili transekciju mezorektuma
U odnosu na lokalni status tumora, patohistolosku diferencijaciju i opSte stanje bolesnika

hirurSke procedure u lecenju karcinoma rektuma su:
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e Resekcione metode sa definitivnom stomom
o Abdominoperinealna resekcija ( Amputacija rektuma po Miles-u)
o Hartmann- ova operacija
e Sfinkter-prezervirajué¢e metode
o Visoka resekcija rektuma sa transekcijom mezorektuma i kolo-rektalnom
anastomozom
o Niska resekcija rektuma sa transekcijom mezorektuma ili totalnom
mezorektalnom ekscizijom (TME) sa:
= Kolorektalnom anastomozom
= Koloanalnom anastomozom
e Terminoterminalna
e Lateroterminalna
e Kolo*“J pouch” — analna anastomoza
o Intersfinkteri¢ne kolo-analne anastomoze
= Lateroterminalna
= Terminoterminalna

= Kolo “J pouch” — analna anastomoza

e Laparoskopska resekcija rektuma

Brojni faktori uticu na izbor odredene operativne procedure, sa formiranjem anastomoze
ili ne. Jedni od mnogih ¢inioca koje treba razmotriti pre definitivne odluke su svakako oni koji su
vezani za tumor (veliina, stadijum, visina (udaljenost od anokutane linije)), odnos sa
mezorektalnom fascijom 1 okolnim organima itd. Posebno treba sagledati 1 opSte stanje pacijenta

odnosno prate¢e komorbiditete kao 1 da li je primenjeno neoadjuvantno lecenje.

Posebno su i danas prisutne odredene dileme kada je re¢ o ¢T3 stadijumu tumora. Kod
tumora cT3NOMO stadijuma kao vazni faktori u izboru terapijske strategije pored T 1 N statusa
navodi se veli¢ina tumora i pozicija u odnosu na zid rektuma (anteriorno, leteralno, posteriorno),
visina tumora (udaljenost tumora od anokutane linije), ekstramuralno §irenje (T3a,b,c,d). Opste

stanje pacijenta kao i da li je primenjena neoadjuvantna terapija. | jedan, kratkotrajna (short
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course radiation therapy) i drugi, konvencionalna (long course chemoradiotherapy) rezim terapije
smanjuje procenat lokalnog recidiva karcinoma rektuma ali su praceni brojnim nezeljenim

efektima koje treba imati u vidu(41).

Kod pacijenata sa karcinomom rektuma u proksimalnoj trecini limfne zlezde i drugi
tumorski depoziti mogu se nac¢i u mezorektumu do 4cm distalno od tumora. Kod tumora lociranih
u proksimalnoj trec¢ini rektuma transekcija mezorektuma sa donjom linijom resekcije udaljenom
Scm distalno od tumora smatra se onkoloski bezbednom odnosno, prednja gornja resekcija
rektuma sa kolo-rekto anastomozom(42). Kod tumora u medijalnoj treéini rektuma (6-10cm od
anokutane linije) najbolja opcija je prednja niska resekcija rektuma sa kolo-analnom
anastomozom uz TME. Distalni klirens od 1cm je dovoljan. Distalni klirens u odredenim
situacijama moze bit i manji i smatra se dovoljnim ukoliko su patohistoloski potvrdene negativne
linijje resekcije i kada je primenjena neoadjuvantna HRT. U veéini slucajeva operacija se

zavrSava protektivnom stomom(43).

Kod tumora distalne tre¢ine rektuma, cT3NO stadijuma odluku o sfinkterprezervirajuéoj
operaciji treba doneti ukoliko ne postoji sumnja na infiltraciju misica pelvi¢nog poda i1 ukoliko
nisu postojali problemi sa fekalnom kontinencijom pre operacije. Prednja niska resekcija sa TME
i koloanalnom anastomozom je onkoloski prihvatljiva(44). Posebno treba uzeti u obzir ¢injenicu
da se mezorektum istanjuje u blizini analnog kanala i da tumori u ovoj oblasti mogu lako
infiltrisati okolne strukture, pre svega unutra$nji i spoljasnji analni sfinkter. Kod jako nisko
pozicioniranih tumora optimalna operacija je intersfinkteri¢na resekcija rekuma obzirom da je
kod nisko pozicioniranih tumora distalni Klirens i manji od 1cm je onkoloski prihvatljiv(45).
Intersfinkteri¢ne resekcije su pracene relativno niskim morbiditetom, lokalni recidiv je oko 7%,
prezivljavanje bez znakova bolesti (DFS) 78% a funkcionalni rezultati su zadovoljavajuci(46).

Kod ovih operacija gotovo uvek treba formirati protektivnu stomu.

Kod tumora distalne tre¢ine rektuma kod kojih nije mogucée posti¢i dovoljan distalni
klirens ili kod kojih postoji infiltracija miSi¢a pelvi¢nog poda, onkoloski bezbedna procdura je
abdominoperinealna resekcija (APR) koja se zavrSava bez uspostavljanja kontinuiteta digestivnog
sistema, odnosno terminalnom kolostomom. Dve velike studije ukazuju da je kod standardne
APR za T3 i T4 tumore, procenat lokalnog recidiva veéi a ukupno prezivljavanje pacijenata losije

u poredenju sa prednje niskim resekcijama rektuma (47, 48). Jedno od objasnjenja moglo bi biti
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da su tumori kod kojih je uradena APR uznaperovalog stadijuma i samim tim i agresivniji. Sa
druge strane postoji i misljenje da su preparati kod standardne APR nekompletni odnosno u
velikom procentu CRM pozitivni kao i sa intraoperativnom perforacijom tumora. Zbog ovih
razloga preporucena je ekstenzivnija forma APR takozvana ekstralevatorna ili cilindricna APR
(ELAPE) sa velikim oc¢ekivanjima u poboljSanju onkoloskih rezultata, mada, do sada oc¢ekivanja
nisu u potpunosti opravdana(49). Jedna od primedbi je da je kod standardne APR lateralna
resekciona margina uglavnom pozitivna kada je tumor pozicioniran na prednjem zidu, gde se i
najéeSce javlja perforacija tumora Sto ¢ak ni nova tehnika ne moze da unapredi i izbegne. Novije
studije nisu uspele da dokazu razliku u pojavi intraopertivne perforacije tumora i CRM statusa
izmedu standardne APR i ELAPE. Tkode, morbiditet posle ELAPE je ili ve¢i ili isti kao kod
standardne APR(50).

Poslednje decenije minimalno invazivna hirurSka tehnika, laparoskopska resekcija
rektuma, zancajno je razvijena i danas je Siroko prihvacena u svetu. Prednosti laparoskopske
resekcije rektuma, prvi put predstavljene od strane Jakobsa 1991. godine, su pre svega maniji
intraoperativni gubitak krvi i brzi postoperativni oporavak u odnosu na otvorene resekcije. Do
sada nisu pokazani rezultati velikih studija u pogledu onkoloske radikalnosti ili o¢uvanja funkcije

koji ovu tehniku svrstavaju u podredeni polozaj u odnosu na otvorene metode(51).
1.5.2. Neoadjuvantna terapija

Hemioterapija 1 radioterapija imaju znacajno mesto u leCenju karcinoma rektuma i1 mogu se
primenjivati kao posebne mere ili u okviru kombinovane terapije (multimodalno lec¢enje) pre ili
posle hirur§kog zahvata. Ranije su hemio i radioterapija obi¢no razmatrane posebno ali se danas
najce$¢e govori o kombinovanoj hemioradioterapiji jer najveéi broj savremenih protokola za
leCenje karcinoma rektuma podrazumeva kombinaciju oba modaliteta u okviru neoadvuvantne ili

adjuvantne terapije

lako je hirur§ko lecenje primarno u tretmanu karcinoma rektuma znacajnu ulogu narocito u
uznapredovalim stadijumima bolesti ima neoadjuvantna hemioradioterapija. Prvi put u terapiju
karcinoma rektuma radioterapija je primenjena 1914. godine. NajéeS¢e se primenjuju dva

protokola preoperativnog zracenja bolesnika sa karcinomom rektuma
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e Kratkotrajna (short course) koja podrazumeva pet frakcija po 5Gy, ukupno 25 Gy,
(hirurski zahvat sledi nekoliko dana po zavrSenom zracenju ili nakon nekoliko nedelja)

e Dugotrajna konvencionalna (long course) koja podrazumeva 1,8-2Gy u 25 frakcija do
ukupne doze od 45-50Gy. Operativni zahvat sledi naj¢es$¢e 8 nedelja nakon zavrSetka
zracenja.

Zadnje dve decenije neoadjuvantna hemioradioterapija je postala standard u terapiji
karcinoma rektuma narocito posle objavljivana rezultata Dutch TME trajal studije. Kombinacija
neoadjuvantne radiohemioterapije sa TME rezultiralo je znacajnim poboljSanjem u pogledu
lokalne kontrole bolesti. Sa druge strane, i pored smanjenja stope lokalnog recidiva ovaj vid
leCenja nije uspeo da donese zancajan boljitak u pogledu ukupnog prezivljavanja pacijenata(52).
Takode, registrovano je znacajno povecanje rizika za nastanak funkcionalnih problema kod ovih
pacijenata(41). Adekvatna selekcija pacijenata omogucuje odredivanje individualne strategije
leCenja sa cijem da se prevenira pojava under- i over-tretmana $to svkako pogorSava rezultate u

pogledu prezivljavanja bez bolesti i smanjuje kvalitet Zivota pacijenata.

Preoperativna dijagnostika narocito magnetna rezonanca i endorektalni ultrazvuk ovde imaju
znacajnu ulogu naroc€ito u proceni lokoregionalnog stadijuma bolesti(19, 20). U novije vreme
otkriveni su i pojedini biomarkeri koji imaju uticaja u predikciji odgovora na neoadjuvantnu

radioretapiju.

Posebne dileme postoje kod ¢T3 tumora naroc¢ito ¢T3 NO tumora. Tumori distalne trecine
stadijuma cT3a,b sa jasnim planom prema mezorektalnoj fasciji 1 miSi¢ima dijafragme pelvis kao
I tumori srednjeg 1 proksimalnog rektuma stadijuma cT3a,b N1-2 bez ekstramuralne vaskularne
invazije spadaju u tumore sa srednjim rizikom za pojavu loklanog recidiva. Rutinska primena
neoadjuvantne teraapije, kod svih pacijenata sa MR slikom moguéeg N+ statusa i dalje je
kontraverzna, pre svega imaju¢i u vidu odredene nedostatke i nepreciznosti MR kod
preoperativnog odredivanja N statusa kao 1 moguc¢nost da se ovim pregledom predvidi
prognosticki uticaj zahvacenih limfnih nodusa na pojavu lokalnog recidiva. Posebno treba imati u
vidu da je rizik za pojavu lokalnog recidiva kod ovih bolesnika mali ukolino se uradi TME

dobrog kvaliteta sa uklanjanjem tumora i mezorektuma en-block(17, 20)

Kod uznapredovalih tumora odluka o tretmanu donosi se na osnovu preoperativne MR

definisane zahvacenosti mezorektalne fascije (CRM <lmm), ekstramuralne vaskularne invazije
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(EMVI) i ¢T3c, d stadijuma tumora, koji defini$u rizik za pojavu kako lokalnog recidiva tako i
distalnih metastaza. Magnetna rezonanca takode dozvoljava stratifikaciju rizika u smislu

potrebnog obima operacije za postizanje bezbedne CRM (>1mm)(17).

Za resektabilne karcinome, kada ne postoje MR rizici da ¢e hirurSka resekcija biti R1 ili R2,
standardna TME hirurgija je dovoljna za postizanje kurativne resekcije te primena neoadjuvantne
terapije u cilju postizanja downstaging-a i downsizing-a nije neophodna. Preoperativha SCPRT
(short — course preoperative radiotherapy) i konvencionalna radioterapija (CRT) imaju za cilj
smanjenje lokalnog recidiva. Dve prospektivne studije koje su analizirale oba modela
preoperativne terapije kod neselektovanih pacijenata stadijuma T3/T4 ili kod N+ pacijenata nisu
pokazale razlike u onkoloskim rezultatima u odnosu na primenjeni model(53, 54). Druga studija
pokazuje da primena CRT ima odredene nedostatke u odnosu na SCPRT ali bez statisticki
znacajne razlike u postoperativnim komlikacijiama. Druga trajal studija pokazuje da odloZena
hirurgija nakon SCPRT ima prednosti u odnosu na neposredno hirur§ko lecene pre svega u

smanjenju postoperativnih komplikacija(55).

Prethodno navedeni stavovi i preporuke imaju za cilj da zahva¢enost CRM-a nakon hirurgije
smanje na <3% a lokalni recidiv na (pozeljnih) <5%. Podaci UK CRO7 trajal studije pokazuju da
je loklani recidiv kod bolesnika kod kojih nije primenjena neoadjuvantna RT 5% ukoliko je
nakon hirurskog lecenja uz primenu svih principa TME cirkumferentna resekciona margina bila
negativna. Treba imati u vidu komplikacije koje donosi primena neoadjuvantne terapije kao $to
su: hronican bol, fekalna inkontinencija, seksualna i1 urinarna disfunkcija. Stoga dobra
komunikacija izmeZzu hirurga, radiologa, radioterapeuta i samog pacijenta neophodnost je koja se

namece u donosenju odluke o optimalnoj strategiji leCenja(56).

Posle primene neoadjuvantne HRT moze do¢i do klinicki potpunog odgovora (clinical
Complete response-cCR) tumora u 10-40% slucajeva kada se klinicka procena odgovora na
terapiju vrsi nakon 12 nedelja od pocetka HRT. Verovatnoéa postizanja kompletnog klinickog
odgovora zavisi delimi¢no od inicijalnog stadijuma tumora i molekularnih faktora, uglavnom
nepoznatih do sada. Klinicki kompletan odgovor nije uvek u korelaciji sa patoloski kompletnim
odgovotom (patologic complete response-pCR) na terapiju, §to posebno otezava donoSenje
odluke o daljem lecenju ovih pacijenata(57). Iako nije univerzalno prihvacena, definicija cCR

podrazumeva odsustvo palpabilnog tumora ili bilo kakve iregularnosti prilikom digitorektalnog

24



pregleda, bez vidljive lezije prilikom rektoskopije osim flat oziljka, teleangiektazija ili promena
boje sluznice. Ovi minimalne kriterijume treba potvrditi odsustvom rezidualnog tumora kako na
primarnom mestu tumora tako i u limfnim nodusima MR ili ERUS pregledima, PET CT
pregledom kao i biopsijom oziljka. PoviSeni nivo CEA koji se nakon neoadjuvantne HRT vraca

na referentne vrednosti (<5 ng/ml) dodatno povecava verovatnoc¢u da je doslo do cCR i pCR(58).

Objavljene su studije u kojima su saopsteni ohrabrujué¢i onkoloski i funkcionalni rezultati kod
selektiranih pacijenata kod kojih je primenjena “wait and watch” strategija. Ovi pacijenti
podvrgnuti su posebnom rezinu postoperativnog praéenja posebno u pogledu ucestalijih MR
pregleda kako bi se eventualno hirurSko lecenje u slucaju pojave bolesti blagovremeno

primenilo(59).

Potrebne su studije sa ve¢im brojem pacijenata i duzim periodom pracenja kako bi se
potvrdila ispravnost ,,watch and wait* strategije. Tekuca iskustva iz velikih baza podataka poput
evropskog registra za rak (European Registry os Cancer Care — EURECCA) daju ohrabrujuce
podatke u pogledu onkoloske bezbednosti kao i smernice koje bi bile od koristi pri selekciji
pacijenata kod kojih bi se primenila ova strategija. Pacijenti trebaju biti obavesteni da ova
strategija ostaje jo§ uvek nejasna i da mali rizik od pojave nekontrolisane lokalne kao i
diseminovane bolesti postoji, iako je prognoza bolesnika sa ¢cCR odli¢na ¢ak i bez operacije. Za

pracenje ovih pacijenata preporucuju se standardizovani protokoli intenzivnog pracenja(60).
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1.5.3. Adjuvantna terapija
1.5.3.1. Adjuvantna hemioradioterapija

Preoperativno primenjena CRT ili SCPRT ima bolje rezultate u odnosu na postoperativnu
primenu. Tradicionalno, postoperativha RT primenjivala se kod svih pacijenata sa stadijumom
pT3-4 ili kod N+ tumora kombinovano sa dodatkom 5-FU hemioterapije ali se primena ovog
rezima terapije u cilju smanjenja lokalnog recidiva moze dovesti u pitanje ukoliko je uradena

TME resekcija dobrog kvaliteta(18).

Postoperativna HRT uglavnom je rezervisana za pacijente sa neocekivano loSim
patohistoloskim nalazom nakon operacije, npr. pozitivna CRM, perforacija tumora, nekompletna
mezorektalna ekscizija, ekstranodularni depoziti ili nodalni depoziti sa ekstranodalnim Sirenjem
blizu mezorektalne fascije ili u drugim slucajevima sa povecanim rizikom za lokalni recidiv kod

kojih nije primenjena preoperativha HRT(58).
1.5.3.2.Adjuvantna hemioterapija

Patohistoloski stadijum 1 procena specifi¢nih histoloskih osobina tumora nakon resekcije,
smatraju se kljuénim u determinisanju prognoze i tretmana kolorektalnog karcinoma, posebno u
ranom stadijumu. Objasnjenje za administraciju adjuvantne terapije kod ovih pacijnata lezi u
pokusaju eradikacije eventialnih mikrometastaza i prevenciji recidiva bolesti. Manje od 10%
bolesnika u I stadijumu bolesti ¢e dobiti recidiv i adjuvantna terapija kod ovih bolesnika se ne
preporucuje obzirom da ne dovodi do poboljsanja. Stadijum Il kolorektalnog karcinoma pracen je
pojavom recidiva od 20% nakon operacije. Potencijalna korist u prezivljavanju nakon adjuvantne

terapije fluoropirimidinom ogranic¢ena je na 2-5% kod ovih pacijenata(61).

Sadasnji stavovi 1 smernice sugeriSu da adjuvantnu terapiju treba primeniti samo kod
bolesnika sa visokim rizikom u stadijumu II bolesti. Takode, postoje varijacije u smislu koji su
bolesnici sa visokim rizikom. Tu se pre svega misli na pacijente sa: pT4 tumorima,
limfovaskularnom ili perineuralnom invazijom, tumori sa perforacijom ili opstrikcijom, lose
diferentovani tumori (osim kada su udruzeni sa mikrosatelitskom nestabilnos¢u), kada je
analizirano manje od 12 limfnih nodusa, pozitivna ili ugrozena resekciona margina. lako direktni
naucni dokazi o poboljSanju prezivljavanja nakon adjuvantne terapije kod visoko rizi¢nih

pacijenata u stadijumu Il bolesti nedostaju, preporuke su da o primeni terapije individualno treba
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odluciti kod svakog pacijenta u zavisnosti da li su prisutni jedan ili viSe faktora rizika. Primena

fluoropirimidina sa ili bez oksaliplatina se moze razmotriti u ovim sluc¢ajevima. (58).

U stadijumu III kolorektalnog karcinoma, recidiv se ocekuje kod 50% pacijenata tako da
se primena adjuvantne terapije u trajanju od Sest meseci sa fluorouracil/leucovorin (FU/LV) ili
kapecitabinom, kombinovana sa oksaliplatinom, rutinski preporucuje, bazirana na tri kljucne trial
studije(62-64). Relativno smanjenje rizika za DFS i OS je oko 20% od ¢ega se 10-15% moze
pripisati fluoropirimidinu a 4-6% usled udruzivanja sa oksaliplatinom. Odredeni napredak koji je
postignut u tretmanu metastatskog kolorektalnog karcinoma irinotekanom nije pokazao rezultate
u eventualnoj koristi kod adjuvantne terapije nemetastatskog karcinoma (62, 63). Sli¢no tome,
bioloski terapeutski agensi kao $to su cetuximab i1 bevacizumab, koji su standardi u lecenju
metastatske bolesti, pokazali su razocaravajuce rezultate u adjuventnoj terapiji nemetastatskih

tumora(65).

Uprkos trenutnim preporukama, klinicka odluka za primenu adjuvantne terapije ostaje
izazovna na nivou svakog pojedina¢nog pacijenta i suo¢eni smo sa znacajnom varijabilnoséu u
ishodu bolesni nezavisno od stadijuma. Ovo ukazuje na potrebu za pronalaZzenjem validnih
prognosti¢kih biomarkera koji ¢e nam tacnije ukazati koji su pacijenti sa visokim rizikom za
pojavu recidiva bolesti kao i otkrivanje prediktivnih biomarkera koji imaju ulogu u proceni
efekata adjuvante terapije.

1.6.Metastatska bolest

Priblizno 20% pacijenata imaju metastatsku bolest u momentu dijagnoze kolorektalnog
karcinoma 1 moZe se re¢i da se ova Cinjenica nije u mnogome promenila u poslednje dve
decenije(66). Kontinuirani razvoj i napredak u tretmanu kolorektalnog karcinoma doveo je do
odredenog pobojsanja u pogledu prezivljavanja pacijenata. Metastatska bolest se ranije smatrala
neizleCivom. Medutim, danas je pokazano da u odredenim sluCajevima petogodiSnje

prezivljavanje mozZe biti dostignuto kod bolesnika sa solitarnom metastazom na jetri ili plu¢ima.

Rano otkrivanje kolorektalnog karcinoma pokazalo se kao vazan faktor u pogledu
poboljSanja prezivljavanja obzirom na dobro poznatu Cinenicu da metastatska bolest znacajno
skracuje prezivljavanje. Medutim, iako je dokazano da je smanjen mortalitet specifican za bolest

u skrining grupama ukupan mortalitet nije pobolj$an uvodenjem skrininga(67).
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Odredeni napredak postignut je poslednjih godina kako u sveukupnom razumevanju
metastatske bolesti tako i njenog celularng i molekularnog nivoa. Nazalost, nedostaju znanja na
epidemioloskom nivou. Napore u istrazi metastaza otezava Cinjenica da registri za rak retko
ukljucuju stadijum bolesti u vreme dijagnoze metastaza. Takode, brojna istrazivanja bazirana su
na autopsijskim izvestajima koja nesporno, imaju veliku vrednost ali je njihov doprinos ogranicen
u pogledu klini¢kog aspekta razumevanja metastatske bolesti. Vec¢ina do sada objavljenih studija
0 metastazama kolorektalnog karcinoma bazira se na pojedinacnim bolnickim serijama ili
podnacionalnim registrima. Izuzetak su dve studije, Svedska i holandska koje su za analizu

koristile nacionalne registre za rak(66, 68).

lako je prognoza metastatskog karcinoma kolorektuma jako loSa moze se re¢i da mesto
pojave metastaza moze biti vazan prognosti¢ki faktor. Takode T i N stadijum imaju ogroman
uticaj na prezivljavanje i u zavisnosti od ovih faktora ono se kre¢e u rasponu od 5-19 meseci.
Stoga metastaze ne treba posmatrati kao jedinstven entitet ve¢ u sklopu opsteg razvoja bolesti sa
svim multifaktorijalnostima koje se podrazumevaju(66). Ranije hipoteze o razvoju metastatske
bolesti koje su Siroko prihvacene a baziraju se na mehani¢ko/anatomskom aspektu rasejanja celija
tumora i njihovom daljem zazvoju na udaljenim mestima, unapredene su poslednjih godina pre
svega zbog mogucénosti ispitivanja tumor-stroma interakcije na molekularnom nivou(69).
Specifi¢ne tumorske ¢elije mogu pokazati afinitet za odredene ciljne organe metastaziranja. Na
primer sitnocelijski karcinom plu¢a je skloniji metastaziranju u jetru nego drugi tipovi
tumora(70). Prethodne studije, zasnovane na autopsiji iznele su teoriju o kaskadnom Sirenju
gastrointestinalnih tumora. Iz kolona i proksimalnog rektuma venska krv se drenira u jetru preko
portalnog sistema. Preko jetre slede¢i organ metastaziranja su pluca. Distalni delovi rektuma
putem venske cirkulacije zaobilaze jetru pa bi prvi organ metastaziranja trebalo da budu pluca.
Stoga, gledano u odnosu na karcinome kolona, metastaze rektuma se €eS¢e javljaju u plu¢ima
nego u jetri(68). Sa druge strane, svi gastrointestinalni organi imaju jedinstven limfni odvod §to
rasejanje tumorskih ¢elija ¢ini nepredvidivim. Kompleksnosti problema doprinosi i ¢injenica da
se metastaze mogu Siriti 1 putem peritoneuma odnosno peritonealne tecnosti unutar peritonelane
Supljine. Mucinozni karcinomi su pokazali sklonost ovom vidu Sirenja. Prodikcija mucina moze
olaksati prodor u peritonealnu duplju. Ubrzan rast metastaza nakon prodora u peritoneum moze
biti i1 posledica toga da mucinozni adenokacinomi eventualno imaju genetsku predispoziciju za

rast u ovoj sredini(71).
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Multifokalnost metastaza odnosno sposobnost rasejanja u viSe organa u isto Vreme,
posebno je vazna za razumevanje diseminacije bolesti. Odredene studije su pokazale da su
metastaze u plu¢ima cesce bile prisutne kod pacijenata koji su takode imali metastaze u kostima
ili nervnom sistemu dok su bile retke kod pacijenata sa peritonealnom diseminacijom. Takode,
metastaze u plu¢ima udruzene su sa metastazama na jetri. Neki obrasci Sirenja metastaza se mogu
objasniti. Smatra se da se kolorektalni karcinom preko portalnog krvotoka §iri u jetri i potom u
pluéa. Pojava metastaza u plu¢ima moguca je direktno preko limfnog sistema ili cirkulacije iz
distalnih partija rektuma. Metastaze nervnog sistema su ceS¢e udruzene sa metastazama u
plu¢ima u odnosu na metastaze u jetri, odredena razmisljanja idu u pravcu da tumorske celije
koje se rasejavaju putem portalnog krvotoka imaju manje afiniteta za nastanjenje u plué¢ima i
nervnom sistemu. Buduce studije su svakako neophodne, naro¢ito one u pravcu ispitivanja
tumorskih stem celija koje su potentnije od inicijalnih tumorskih ¢elija koje noSene krvlju

dospevaju u jetru(68).

Kolorektalni karcinom se moze Sitiri u peritonealnu duplju i nehematogenim putem a
primer su metastaze u jajnicima koje su ¢esto udruzene sa peritonealnom diseminacijom. Ovo je
primarnih karcinoma jajnika. Metastaze na jajnicima ceS¢e su posledica karcinoma kolona u
odnosu na karcinom rektuma $to je direktna poslediva anatomskih odnosa peritoneuma sa ovim

organima(68).

Kod mnogih pacijenata Sirenje bolesti u pluca poklapa se sa diseminacijom u kostima i
nervnom sistemu sa brojnim klinickim implikacijama. Mozak medutim obi¢no nije obuhvacen
rutinskom evaluacijom pacijenata sa kolorektalnim karcinomom bez obzira na lokaciju
metastaza. Medutim, dijagnostika metastaza na mozgu i kostima nije samo od akademskog
interesa ve¢ ima direktnog uticaja na strategiju leCenja. Noviji metodi leCenja metastaza na

mozgu pokazuju ohrabrujuce rezultate narocito ako su one otkrivene u ranom stadijumu(72).

Pacijenti sa solitarnom metastazom u jetri razlikuju se imunoloski od pacijenta sa manjim
tumorima ali pristutnim metastazama u plu¢ima 1 kostima. Ovaj podatak naroCito moZze imati
klini¢ke implikacije u pogledu primene ciljane terapije metastaza odnosno odgovarajucih antitela.
Ovi pacijentki bi mogli imati bolji dogovor na ovu terapiju. Skorasnje studije pokazuju da je

imunoskor prili¢no relevantan kod kolorektalnog karcinoma(73).
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1.7. Lokalni recidiv

| pored velikog napretka u leCenju karcinoma rektuma postignutog pre svega
multidisciplinarnim pristupom, recidiv bolesti i dalje predstavlja znacajan problem. Stopa
recidiva je i dalje velika i u zavisnosti od studije krece se od 3-50%. Najveéi procenat recidiva se

javlja u prve dve godine pracenja nakon operacije(74, 75).

U odnosu na mesto na kome se javlja, recidiv moze biti lokalni i udaljeni. Takode, moze
biti solitaran i difuzni. Naj¢eS¢e mesto pojave solitarnog recidiva su karlica, jetra i pluc¢a.(76)
Lokalozovane metastaze se rede javljaju na peritoneumu, limfnim Zlezdama, mozgu, kostima,

abdominalnom zidu, ureteru i bubregu.

1.7.1. Definicija i podela lokalnog recidiva
Lokalni recidiv se definiSe kao klinicki, radioloski ili patohistoloski potvrdena tumoska
masa u mekom i kostanom tkivu karlice, izizev jajnika(77), ukljuujuci bolesnike sa izolovanim

lokalnim recidivom ili udruzenim sa distalnim metastazama.(78)

Druga definicija lokalnog recidiva podrazumeva ponovnu pojavu karcinoma na mestu
resekcije tri meseca nakon radikalne resekcije tumora, takode kao izolovani recidiv ili udruzen sa

distalnim metastazama. (79)

U odnosu na poziciju u maloj karlici, naj¢esc¢a podela lokalnog recidiva je u sledecih pet

kategorija:

e Anastomotski: recidiv poti¢e sa mesta anastomoze

e Perianastomotski: recidiv u blizini ili zahvata anastomozu sa primarnom pojavom van
zida creva

e Perinealni: recidiv u oziljku nakon abdominoperinealne resekcije

e Recidiv pelviénog zida (prednji, zadnji, lateralni): recidiv fiksiran za kost, velike
krvne sudove, i/ili nerve, najcesée neresektabilan

e Prednji genitourinarni recidiv: ukoliko je resektabilan iziskuje pelvi€nu egzenterezu
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1.7.2. Dijagnostika lokalnog recidiva

Kao glavni cilj u postoperativnom pracenju bolesnika postavlja se rana dijagnoza
lokalnog recidiva. Kao S§to je ranije napomenuto, najveci broj recidiva bilo lokalnig ili u sklopu
diseminovane bolesti javlja se u prve dve godiene nakon "kurativne operacije". Medutim, bez
obzira na relativno rano otkrivanje recidiva mali broj bolesnika je u dobrom opstem stanju i

Sansom za potencijalno kurativhom reresekcijom.

Treba naglasiti da je veliki broj bolesnika (oko 50%), uprkos evidentnom recidivu tumora,
bez simptoma bolesti. To upucuje na oprez, tako da svaki podatak dobijen od bolesnika o
prisustvu nespecifi¢nih simptoma, kod lekara mora pobuditi sumnju da se mozda radi o lokalnom
recidivu. Pored anamneze i klinickog pregleda kao osnove, u dijagnostici lokalnog recidiva
koriste se i specificne dijagnosticke metode: odredivanje tumor markera, kolonoskopija,

radioloska ispitivanja (CT, MR, FGD-PET scan, endoanalni ultrazvuk, scintigrafija)

Nakon sfinkterprezerviraju¢ih operacija, posebno posle koloanalnih anastimoza,
dijagnozu loaklnog recidiva, narocito asimptomatskih, moguce je postaviti u ranijem stadijumu
jednostavnim metodama, digitorektalnim i endoskopskim pregledom. Simtomi, kada su prisutni,

uglavnom se odnose na krvarenje, i tegobe vezane za praznjenje, tanka stolica ili bol(80)

Posle abdominoperinealne resekcije dijagnoza lokalnog recidiva se uglavnom zasniva na
radioloskim ispitivanjima, klini¢kim pregledom se ponekad moze palpirati tumorska masa u
perineumu. Od simptoma su najée$ée prisutni bol, pritisak u karlici i perineumu. Bol se Cesto
propagira u leda i1 donje ekstremitete koji je uglavnom znak uznapredovale bolesti. Takode mogu

postojati simptomi vezani za urinarni sisten kao i pojava krvi na vaginu(80)

Radi lakse klasifikacije i procene daljeg tretmana kao i prognoze, u zavisnosti od prisistva

simptoma pacijenti se mogu podeliti u tri grupe(81):

e S0, asimptomatski
e S1, simptomatski, bez bola

e S2, simptomatski, sa bolom

U odnosu na fiksiranost tumora prema okolnim strukturama, u cilju procene

resektabilnosti, lokalni recidiv se moze podeliti u Cetiri grupe(81):
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e FO, nije fiksiran
e F1, fiksiran u jednu stranu
e F2, fiksiran sa dve strane

e F3, fiksiran sa tri ili viSe strana

Na osnovu simptoma 1 klinickim pregledom, dijagnoza lokalnog recidiva se moze

potvrditi u 21% slucajeva (82).

Karcinoemrionalni antigen (CEA) je tumor marker otkriven 1968. od strane Golda i
Freedmana(83). Normano se luci u digestivnom sistemu fetusa, a produkuju ga i epitelijalni
maligni tumori, naro¢ito u debelom crevu. CEA takode moZze biti poviSen kod puSaca,
inflamatornih bolesti creva, pankreatitisa, bolesti jetre i epitelijalnih tumora lokalizovanih van

digestivnog sistema.

Pracenje nivoa tumor markera naro¢ito CEA i Ca 19-9 danas predstavlja rutinsku analizu i
neizostavan je faktor u ranom otkrivanju recidiva bolesti. Senzitivnost CEA testa se krece od 43-
98% (mogucnost da ukaze na recidiv kada je CEA povisen preoperativno); specifi¢nost testa je
veca, od 70-90% (nije u mogucnosti da ukaze na recidiv ako je nivo CEA bio normalan
preoperativno)(82). Preciznost testa uglavnom zavisi od broj¢ane vrednosti testa koja se uzima za
prelomnu tacku (“’cut off’”), odnosno koja predstavlja pozitivan rezultat. U zavisnosti od studije,
ta vrednost se kre¢e od 3-15 ng/ml. Carlsson i sar.(84) navode tacnost CEA testa od 84% ukoliko

se za gornju granicnu vrednost uzme 7.5 ng/ml.

Malo je objavljenih radova koji objasnjavaju ulogu multislajs CT-a (MSCT) u dijagnostici
i staging-u lokalnog recidiva karcinoma rektuma. U studiji(85), koja je radena na 83 pacijenta,
senzitivnost MSCT-a u otkrivanju lokalnog recidiva karcinoma rektuma bila je 82% a
specifi¢nost 97% . Dvadest pet pacijenata je bilo uklju¢eno u studiji Blomquista(86) kod kojih je
radena CT, MR i CEA scintigrafija u cilju otkrivanja lokalnog recidiva. U rezultatima se navodi
da se MR dijagnostika pokazala kao najefikasnija sa tacnoséu od 87,5% dok je dijagnoza

lokalnog recidiva CT pregledom uspostavljena u 76% pacijenata.

Mozemo re¢i da danas MR predstavlja metod izbora u dijagnostici lokalnog recidiva
karcinoma rektuma(87, 88), pre svega zbog odli¢ne rezolucije za meka tkiva koja pruza detaljne

informacije o polozaju recidiva i odnosu sa anatomskim strukturama u karlici (slika 2).
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Slika 2. MR male karlice, ekstraluminalni lokalni recidiv (a-sagitalni presek, b-horizontalni presek)

Takode, magnetnom rezonancom je sa vecom tacno$¢u moguce razlikovati oziljno tkivo
od lokalnog recidiva u poredenju sa CT pregledom. Uprkos navedenim prednostima, uvodenje
MR pregleda u rutinsku proceduru tokom postoperativnog pracenja bolesnika, kurativno
operisanih zbog karcinoma rektuma, nije se pokazalo opravdanim. MR ostaje kao metoda za
selektirane bolesnike kod kojih je klini¢ki, kolonoskopski ili biohemijskim analizama postavljena

sumnja na postojanje lokalnog recidiva.

Fluorodeoksiglukoza positron emisiona tomografija (FDG-PET) je relativno nova metoda
koja prati povecan nivo glikolize u tumorskim ¢éelijama (Slika 3). Predstavlja preciznu metodu u
dijagnostici recidiva karcinoma rektuma, sa ve¢om precizno$¢éu se moze razlikovati oziljno od
tumorskog tkiva u odnosu na CT i MR pregled i time izbeéi nepotrebna “’second look”’

operacija.(89)
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Slika 3. FDG-PET sken lokalnog recidiva u maloj karlici

Sapir i sar.(90) navode da je senzitivnost PET skena da razlikuje benignu leziju od
recidiva u maloj karlici 100% a specifi¢énost 96%. Objavljeni rezultati o tac¢nosti PET skena u
dijagnostici lokalnog recidiva karcinoma rektuma kre¢u se u intervalu od 74-96% a kada su u
pitanju udaljene metastaze kao §to su jetra i pluca, ta¢nost iznosi 93-99%.(91) Moore i sar.(91) su
ispitivali znacaj PET skena u dijagnostici lokalnog recidiva kod 60 bolesnika prethodno
preoperativno zracenih zbog karcinoma rektuma. PET skenom je uspes$no identifikovano 16 od

19 recidiva, senzitivnost metode je bila 84%, specificnost 88% a ukupna tacnost 87%.

Na zalost, uprkos brojnim prednostima i PET sken ima odredene nedostatke. Metodom
nije moguce detektovati male promene manje od 4-6mm(92). Takode PET sken pokazuje nisku
senzitivnost u staging-u limfnih Zlezda kod karcinoma rektuma. Mucinozni adenokarcinomi
pokazuju losiji afinitet prema fluorodeoksiglukozi. Radijacijom indukovana inflamacija u prvih
12 meseci nakon radioterapije smanjuje specifi¢nost, takode, senzitivnost metode je smanjena
kod bolesnika koji primaju hemioterapiju jer su kod tih bolesnika tkiva metabolicki manje
aktivna. Takode, fizioloSka akumulacija fluorodeoksiglukoze u organima kao Sto su: mokraéna

besika, vijuge tankog creva, uterus i semene kesice odgovorna je za lazno pozitivne rezultate(90).
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Endoanalna ultrasonografija moze detektovati rani intramuralni ili ekstramuralni recidiv
pre probijanja u lumen kolona tj. pre nego Sto postane dostupan drugim metodama dijagnostike,

pre svega endoskopiji (93).

Lohnert i sar.(94) su sproveli prospektivnu studiju u kojoj su procenili dijagnosticki
potencijal endorektalnog i endovaginalnog ultrazvuka u detekciji asimptomatskih resektabilnih
lokalnih recidiva. U periodu postoperativnog pracenja, kod 338 bolesnika, ukupno je uraden 721
endoluminalni ehosonografski pregled i detektovano 116 bolesnika (34,3%) sa recidivom koji je
potvrden ultrazvu¢no vodenom iglenom biopsijom. Digitalnim pregledom nije se mogao
konstatovati recidiv kod 91 bolesnika, endoskopija je bila negativna kod 80 bolesnika a nivo
tumor markera je bio normalan kod 25 bolesnika sa potvrdenim recidivom bolesti. Kod 33
bolesnika sa lokalnim recidivom, oba, digitalni i endoskopski pregled su bili normalni.
Dvadesetpet bolesnika kod kojih su nivo CEA, digitalni i endoskopski pregled bili normani
operisani su potencijano kurativnom resekcijom gde je u potpunosti odstranjen recidiv. Sa druge
strane samo 6 od 67 pacijenata sa lokalnim recidivom dijagnostikovanim konvencionalnim

follow-up metodama moglo je biti kurativno operisano.

Brojne druge metode koje su dostupne mogu doprineti u dijagnostici lokalnog recidiva a
ponekad su od presudne vaznosti u smislu procene operabilnosti: intravenska pijelografija,

irigografija, scintigrafija itd.
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1.7.3. Faktori rizika za pojavu lokalnog recidiva

Faktori rizika koji bi mogli uticati na pojavu lokalnog recidiva bili su predmet mnogih
istrazivanja. Mozemo re¢i da je do danaSnjih dana izolovano mnogo faktora Cije postojanje se

moze povezati sa pove¢anom ucestaloséu lokalnig recidiva, ali se svi onu grubo svrstavaju u tri

grupe:

e faktori rizuka zavisni od karakteristika tumora
e bolesnik kao faktor rizika (konstitucija, opste stanje)

e hirurg kao faktor rizika.

Dobro je poznato da nastanak lokalnog recidiva zavisi od karakteristika tumora(95), pre
svega: lokalizacije, veli¢ine, mobilnosti i na¢ina rasta - ovo su podaci koje prvo dobijemo pri
pregledu bolesnika. Nakon operacije detaljan histopatoloski pregled nam daje preciznije podatke
koji se odnose na tumor i puteve njegovog Sirenja. Tu se pre svega misli na vrstu tumora, gradus
(stepen diferencijacije), stadijum (T, N), limfovaskularnu i perineuralnu infiltraciju, lateralni
klirens (CRM) i distalni klirens, rezidualni status (R).

Uticaj bolesnika kao faktora rizika za pojavu lokalnog recidiva se mozZe sagledati kroz
dve grupe faktora rizika. U prvu grupu spadaju faktori koji operaciju ¢ine tehnicki tezom — uska
“muska’’ karlica, gojazni bolesnici; takode postoje podaci iz literature da je kod muSkaraca veci
procenat neresektabilnosti tumora.(96) U drugu grupu spadaju faktori koji se odnose na opste

stanje bolesnika: imunodeficijentna stanja (npr. AIDS), stariji bolesnici, druge sistemske bolesti.

Hirurg takode ima znacajnu ulogu u nastanku lokalnog recidiva(97). Hirurgija
kolorektalnog karcinoma je kompleksna, tako da hirurg kao i celokupni tim u instituciji gde je
pacijent operisan uti¢u na rezultate operacije.(98) Rezultati Stokholm trajala i sli¢nih studija
ukazuju da hirurzi sa velikim brojem kolorektalnih operacija u toku godine, u specijalizovanim
ustanovama, imaju manji procenat lokalnog recidiva u odnosu na hirurge koji se sporadi¢no bave
tom problematikom (4% u odnosu na 10%).(77) Takode, kolorektalni hirurzi ¢eS¢e primenjuju
totalnu mezorektalnu eksciziju, sfinkter prezervirajue operacije kao 1 preoperativau

radioterapiju(77).
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1.7.4. Lecenje lokalnog recidiva

Lokalni recidiv karcinoma rektuma je svakako veliki izazov za hirurga. Uzimajuéi u obzir
podatke iz literature(99) i ¢injenicu da je petogodiSnje prezivljavanje posle reresekcije 2-13%
kod bolesnika sa lokalnim recidivom, samostalno ili udruzenim sa distalnim metastazama,
mozemo reéi da su ciljevi ove vrste hirurgije: palijacija simptoma, poboljsanje kvaliteta Zivota i
ako je moguce, posti¢i kurativnost sa $to manjom operacijom i time smanjiti postoperativne

komplikacije.
Odluka o hirur§kom le¢enju recidiva se donosi na bazi:

e Opsteg stanja bolesnika - mora biti u stanju da izdrzi potencijalno ekstenzivnu
operaciju

e Hirurske ekspertize u specijalizovanom centru ukljuc¢ujué¢i multidisciplinarni tim.

Mnogo vaznija odluka kod lokalnog recidiva je, kada ne treba operisati(100). Prva i
najjasnija kontraindikacija za operaciju je tzv.’frosen pelvis’’. Stanje gde lokalni recidiv u
potpunosti ispunjava malu karlicu, infiltriSu¢i organe i zidove karlice. Sledec¢a kontraindikacija je
klini¢ki ili CT verifikovano postojanje infiltracije nerava, limfatika, velikih vena ili uretera
obostrano (klinicki se manifestuje ishijadicnim bolom, otokom donjeg ekstremiteta kao 1
bilateralnom hidronefrozom). Takode podatak o ifiltraciji lateralnog pelvi¢nog zida i/ili sakralnih

prsljenova iznad nivoa S2.

Bolesnici kod kojih je prethodno uradena abdominoperinealna resekcija rektuma (APR)
imaju loSiju prognozu u odnosu na bolesnike sa sfinkterprezervirajuéom operacijom.
Resektabilnost posle APR-a je 60% a posle abdominalne resekcije (AR) 86%.(101) Kod
resektabilnih recidiva nema statistiski znacajne razlike u prezivljavanju nakon reresekcije tumora,
stom razlikom S§to je prezivljavanje kod pacijenata sa prethodno sfinkterprezerviraju¢om

operacijom nesto bolje u odnosu na pacijente sa prethodno abdominoperinealnom resekcijom.

Najbolji rezultati hirurgije recidiva su zabeleZeni posle lokalne ekscizije tumora gde se
indikacija za hirurgiju postavlja neposredno posle primarne operacije, na osnovu definitivhog
patohistoloSkog izvestaja ekscidiranog tumora. U drugom slucaju takode, dobri rezultati beleze se

kada je recidiv tumora ograni¢en na lumen creva.(101)
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Nehirurska terapija lokalnog recidiva

Pored hrurgije koja ima glavnu ulogu u terapiji lokalnog recidiva karcinoma rektuma i
ostali terapijski modaliteti se moraju razmotriti pre donoSenja definitivne odluke o daljem
leCenju. Pre svega treba uzeti u obzir efekte hemioterapije iz razloga sto je lokalni recidiv u oko

50% slu¢ajeva udruzen sa udaljenim metastazama.(102)

Radioterapija takode ima znacajno mesto u terapiji lokalnog recidiva karcinoma rektuma.
Smanjenje bola i1 krvarenja je zabeleZeno kod vecéine bolesnika, nazalost, efekat palijativne
terapije je potpun samo kod treé¢ine bolesnika. Svakako, ni komplikacije koje ovaj vid terapije
izaziva ne mogu biti zanemarene.
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1.8. Molekularni biomarkeri

Uprkos trenutnim preporukama, klinicka odluka za primenu adjuvantne terapije ostaje
izazovna na nivou svakog pojedina¢nog pacijenta i suo¢eni smo sa znacajnom varijabilnos¢éu u
ishodu bolesti nezavisno od stadijuma. Ovo ukazuje na potrebu za pronalazenjem validnih
prognostickih biomarkera koji ¢e nam ta¢nije ukazati koji su pacijenti sa visokim rizikom za
pojavu recidiva bolesti kao i otkrivanje prediktivnih biomarkera koji imaju ulogu u proceni

efekata adjuvante terapije.

U proteklom periodu identifikovani su brijni prognosticki faktori koji imaju znacajnu
ulogu u odredivanju strategije lecenja pojedinacno za svakog pacijenta. To je narocito znacajno
kod pacijenata istog stadijuma bolesti kod kojih na osnovu odredenih molekularnih markera
mozemo proceniti biologiju tumora i izdvojiti grupu sa loSom prognozom pre svega u pogledu
pojave recidiva bolesti i kra¢im prezivljavanjem i shodno tome odabrati optimalnu terapijsku
strategiju i prilagoditi interval postoperativnih kontrola. Da bi proteini bili koris¢eni u klini¢koj
praksi kao prognosticki i prediktivni faktori moraju ispuniti nekoliko uslova. Pre svega treba da
pruzaju nezavisne informcije koje su u nekim slucajevima informativnije od histopatoloskih
pokazatelja. Zatim, da pruzaju informacije koje mogu imati uticaja na odabir terapije i da su

primenljivi u praksi.

Prema sedmoj reviziji TNM Klasifikacije a na osnovu sumiranja rezultata brojnih
klinickih studija 1 vodec¢ih konsenzus konferencija kao najznacajniji faktori prognoze navode se:
TNM stadijum, R (rezidualni status), SCEA (serumski nivo karcino-emrionalnog antigena), TD
(tumorski depoziti), CRM distanca (cirkumferentna resekciona margina), PN (perineuralna
invazija), MSI (mikrosatelitska nestabilnost tumora), TRG (tumor regresioni gradus posle

neoadjuvantne terapije) i KRAS mutacioni status(24).
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Prema podacima Nacionalnog institute za rak SAD(103), prognosti¢ki faktori su na

osnovu nivoa nau¢nih dokaza svrstani u vise kategorija (Tabela 2.)

Tabela 2. Klini¢ki najznacajniji i novi visoko signifikantni prognosticki faktori kolorektalnog karcinoma

Kategorija |

Kategorija Il

Kategorija 111

pT (stadijum tumora)

Kategorija 1A

Peritumorska fibroza i

inflamatorni odgovor

pN (limfonodalni status)

G (gradus tj. Stepen

histoloskog maligniteta)

Fikalna neuroendokrina

diferencijacija

R kategorija (prisustvo

rezidualnog tumora)

CRM (cirkumferentna

resekciona margina)

K-Ras mutacioni status i efekti

anti-EGFR targetirane terapije

pV (vaskularna invazija)

TRG (tumor regresioni gradus,

nakon neoadjuvantne terapije)

Mikrovaskularna gustina

TD (tumorski depoziti)

DNK sadrzaj tumorskih ¢elija

LN(mi)+(mikrometastaze)

Kategorija 11B

Proliferativna aktivnost

Poviseni nivo serumskog CEA

Histoloski tip

Povrsinski ¢elijski molekuli

Odnos tumorska

margina/okolina

Perineuralna invazija

Ktegorija IV

MSI (mikrosatelitska

instabilnost)

Ostali ispitivani parametri

kolorektalnog karcinoma

TIL (tumor-infiltrativni

limfociti)

DCC mutacija (18qgdelecija)
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1.8.1. Thimylidat sintetase (TS)

TS je enzim uklju¢en u sintezu DNK i target enzim za 5-fluorouracil (5FU) koji je deo
standardnog protokola za lecenje kolorektalnog karcinoma. Iako u upotrebi unazad vise od dve
decenije, nije uspeo da se etablira kao validan prognosticki i prediktivni marker. Kvantifikacija
TS moze se odrediti imunohistohemijski ili odredivanjem RNK nivoa, visok nivo TS u korelaciji
je sa loSim odgovorom na hemioterapiju baziranu na fluorouracilu kod uznapredovalih
gastriontestinalnih  karcinoma. Kod kolorektalnog karcinoma hemioterapija bazirana na
fluorouracilu je Siroko prihvaéena kao model adjuvantne terapije a prognosticka uloga nivoa TS
ispitivana je i kod pacijenata sa ranim stadijumom bolesti (104-107). Jos od studije Johnstona i
sar.(105) objavljene 1994. koji su utvrdili znac¢ajnu povezanost nivoa TS i prezivljavanja kod 294
bolesnika sa karcinomom rektuma brojne studije su se bavile ovom tematikom. Zakljucak vecine
studija je da je TS nezavistan faktor prognoze odnosno da je prezivljavanje pacijenata sa TS
pozitivnim tumorima loSije u odnosu na TS negativne tumore u stadijumu II bolesti. Takode
postoje 1 druge studije koje nisu uspele da dokazu korelaciju izmedu nivoa TS 1 preZivljavanja
bolesnika, kako preZivljavanja bez bolesti tako i ukupnog prezivljavanja (104). U studiji Edlera i
sar.(106) navodi se da je nivo TS pokazao nezavistan prognosti¢ki potencijal kako u analizi cele
grupe od 862 pacijenta tako i grupe sa stadijumom Il bolesti (442 pacijenta) kod kojih je kao vid
lecenja primenjeno samo hirurSko lecenje. Naprotiv, kod 420 pacijenata tretiranih adjuvantnom
hemioterapijom na bazi fluorouracila nivo TS je izgubio prognosti¢ku vrednost tj. pacijenti sa
nizim nivoom TS su imali losiji ishod bolesti. Kao glavni razlog nekonzistentnih rezultata u do
sada objavljenim studijama moze biti odsustvo standardizacije u imunohemijskoj evaluaciji

pozitivnosti.
1.8.2. p53

Gen p53 je tumor supresorski gen lociran na hromozomu 17p13 1 jedan je od najcesce
mutiranih gena u humanim solidnim tumorima. Ima znacajnu ulogu u regulaciji ¢elijskog ciklusa,
kontroli proliferacije i diferencijacije ¢elija kao i mehanizmu popravke i sinteze DNK. Shodno
tome p53 je u proslosti ispitivan kao moguci prognosticki a u zadnje vreme 1 prediktivni faktor u

odgovoru na hemioterapiju. Za detekciju p53 koriste se dve glavne tehnike: analiza DNK za
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otkrivanje razli¢itih mutacija u p53 genu i imunohistohemija za detektovanje abnormalnih
nuklearnih akumulacija p53 proteina. Imunohistohemijski detektovana p53 prekomerna
ekspresija generalno se koristi kao surogat marker p53 mutacija mada ovu pretpostavku treba
uzeti sa rezervom. Mnoge genetske promene ne dovode do prekomerne p53 ekspresije i pozitivna
imunohistohemijska analiza p53 moze se javiti 1 u odsustvu p53 mutacija. U kolorektalnom
karcinomu korelacija izmedu mutacija i imunohistohemijskog bojenja utvrdena je kod priblizno
70% pacijenata(108, 109).

Uprkos pomenutim potesko¢ama u p53 analizi ovo je genetski marker koji je izazvao
veliko interesovanje istrazivaca koji su procenjivali njegov prognosticki potencijal. U
kolorektalnom karcinomu p53 se moZze detektovati u 30-70% slucajeva, a kod karcinoma rektuma
u 39-60% svih pacijenata(110). Prime¢eno je da su pacijenti sa poviSenom p53 sa viSim
stadijumom bolesti i sa veCom verovatno¢om pojave metastaza u limfnim ¢vorovima i jetri.
Podeljene su misljenja kada je re¢ o njegovoj prognostickoj ulozi. Odredene studije su pokazale
da je poviSen nivo p53 udruZen sa losijim prezivljavanjem i viSom stopom recidiva. Jednak broj
studija nije uspeo da dokaze ovu tvrdnju. Prognosti¢ki potencijal p53 ispitivan je i kod bolesnika
u ranom stadijumu ali rezultati ne ukazuju na to da ovaj marker moze pruziti znacajne

informacije u pogledu prognoze bolesti(104, 111).
1.8.3. Mikrosatelitna nestabilnost

Defekt u mehaniznu popravljanja DNK rezultira somatskim promenama u veli¢ini
ponavljaju¢ih sekvenci nukleotida tzv. mikrosatelitima(112). Ovaj fenomen poznat je kao
mikrosatelitna nestabilnost (MSI-od engl. Microsatellite Instability)). Za MSI testiranje RT-PCR-om
(Reverzna Transkriptaza — Lancana reakcija polimeraze) preporucen je set od pet markera kao
zlatni standard. Tumori se oznacavaju kao MCI-H ako dva ili vise od mogucih pet preporucenih
markera pokazuje nestabilnost i kao MSI-L ako samo jedan od pet markera pokazuje
nestabilnost. Veruje se da MSI-H kolorektalni karcinomi pokazuju manje agresivnu prirodu u
odnosu na MSI-L tumore(113). Sa druge strane i imunohistohemijsko ispitivanje hMLHL1 i
hMSH2 ekspresije pokazalo se kao odlican surogat marker za PCR 1 prakticno je za
identifikaciju DNA mismach repair-deficient (MMR) tumora u retrospektivnim analizama
prognoze kolorektalnog karcinoma(114). MSI je detektovan u priblizno 90% uzoraka tumora kod

hereditarnog nepolipoznog kolorektalnog karcinoma (HNPCC) i prognoza u ovoj grupi
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pacijenata je bolja u odnosu na sporadi¢na kolorektalne karcinome(113). Takode je utvrdeno da
se visoka ucestalost MSI registruje kod tumora nizeg patoloskog stadijuma u odnosu na MSS
tumore. Takode, MSI se pokazao kao faktor dobre prognoze nezavisno od stadijuma bolesti.
Odredene retrospektivne studije na reseciranim preparatima kolorektalnog karcinoma u II i III
stadijumu su pokazale da MSI-H tumori imaju bolju prognozu u poredenju sa MSI-L tumorima
ako se ne primeni adjuvantna hemioterapija. Odredene studije su pokazale prediktivni znac¢aj MSI
odnosno da defekt u MMR genima rezultira rezistencijom na 5-FU(115). Na osnovu svega
navedenog, u poslednjoj ediciji TNM sistema klasifikacije date su preporuke da MSI testiranje
bude sastavni deo odredivanja staging-a kolorektalnog karcinoma i u cilju procene da li je

pacijent kandidat za adjuvantnu hemioterapiju(24).
1.8.4. K-ras mutacija

K-ras pripada familiji ras gena (K-ras, H-ras i N-ras) i predstavljaju grupu onkogena koji
kodiraju 21 kD protein (p21) a locirani su na unutrasnjoj strani plazma membrane. Smatra se da
imaju vaznu ulogu u prenosu signala koji kontrolise ¢elijski rast i diferencijaciju ¢elije. Pojava ras
mutacije predstavlja rani dogadaj u kolorektalnoj karcinogenezi. Polaze¢i od navedenih ¢inenica
brojne studije u proslosti pokuSale su da dokazu njegovu ulogu u prognozi kolorektalnog
karcinoma koriste¢i molekularne genetste testove za odredivanje mutacija. TaCkaste mutacije
koje su pokretaci onkogenog potencijala ras onkogena registrovane su u vise od 80% slucajeva na
kodonima 12 i 13(116).

Pored genetskih i odredena imunohistohemijska ispitivanja za procenu ekspresije ras/p21
proteina se mogu Koristiti u proceni njegovog uticaja na prognozu bolesti. Dve velike studije,
RASCAL | i RASCAL Il (RAS in colorectal cancer collaborative group) su pokazale da je
mutacija glicina u valin na kodonu 12KRAS gena povezana sa agresivnijim tokom, odnosno da je
ukupno prezivljavanje ovih pacijenata losije. Medutim, kada je analizirana podgrupa pacijenata
sa Dukes B i C stadijumom kod kojih je mutacija verifikovana kod 8.6% pacijenata, ova genetska
promena je izgubila svoj prognosti¢ki zna¢aj kod nodus negativnih pacijenata (117, 118). Nakon
RASCAL analize i druge studije su se bavile prognosti¢kim uticajem K-ras mutacija posebno kod
bolesnika u ranom stadijumu bolesti. Rezultati su kontradiktorni, neki autori su dokazali da
KRAS mutacije predstavljaju nezavistan prognosticki faktor kod kolorektalnog karcinoma ranog

stadijuma, drugi pak nisu nasli korelaciju izmedu prezivljavanja i K-ras mutacije (119, 120).
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Podaci o prognosti¢koj ulozi ekspresije ras/p21l proteina su takode ograni¢eni i nedovoljno

potvrdeni.

Prema sada$njim podacima, K-ras se moze uzeti kao prognostic¢ki faktor kolorektalnog
karcinoma ali je njegov efekat najverovatnije povezan sa ograni¢enim brojem definisanih
mutacija pre svega u nodus pozitivnoj bolesti. K-ras mutacije se javljaju u priblizno 30%
kolorektalnih karcinoma ali je u¢e$¢e potencijalno agresivnijih genotipova znatno manje. Zbog
tih razloga K-ras mutacije se za sada ne mogu preporuciti kao prognosticki faktor kod pacijenata
sa ranijim stadijumom bolesti, pre svega stadijumom II. Naredne studije u buducnosti su svakako
neophodne, koje ¢e dati svoj doprinos u otkrivnanju specificnih mutacija i definisati preciznije

njihovu ulogu u prognozi bolesti.
1.8.5. Vaskularni endotelijalni faktor rasta (VEGF)

Polaze¢i od Cinjenice da je rast tumora zavistan od angiogeneze, ovom procesu se i danas
posvecuje znacajna paznja i ne mali broj studija usmeren je u pravcu ispitivanja angiogeneze kao
prognostickog faktora kod odredenih solidnih tumora. Vaskularni endotelijalni faktor rasta
(Vascular Endothelial Growth Factor — VEGF) je 45 kDa glikoprotein i ima klju¢nu ulogu u
angiogenezi kao proangiogeni faktor, reguliSu¢i neoangiogenezu preko porasta mitogeneze

endotelnih Celija, porasta migracije i remodeliranja ekstracelularnog matriksa(121).

Vaskularni endotelijalni faktor rasta se Cesto oznacava i kao VEGF-A. Do danas su
poznate jo§$ Cetiri forme koje pripadaju ovoj porodici: placentalni faktor rasta (PIGF), VEGF-B,
VEGF-C i VEGF-D. VEGF se moze javiti u nekoliko izoformi koje odreduje kona¢na duzina
niza aminokiselina: VEGFi21, VEGFu145, VEGF165, VEGF1s9, VEGF206.(122) Produkcija VEGF-a
je stimulisana brojnim faktorima kao Sto su faktori rasta, onkogeni, citokini, hormoni. Takode
moze biti stimulisan hipoksijom koja dovodi do sekrecije proteolitickih enzima i1 matriks
metaloproteinaza. Receptori za VEGF su specificni tirozin kinaza receptori na povrSini
endotelnih ¢elija. Vezivanje VEGF za receptore dovodi do aktiviranja intracelularne tirozin

kinaze ¢ime zapocinje nishodna signalizacija koja stimuliSe angiogenezu (Slika 4).
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Slika 4. Vaskularni endotelijalni faktor rasta (VEGF), prikaz izoformi i aktivacija receptora
(preuzeto iz: Podar i sar. Blood, 2005)

Rast tumora zavistan je od angiogeneze i smatra se da ona ima znacajnu ulogu u
tumorskoj progresiji, invaziji i metastaziranju. U pionirskom radu 1971. godine Folkman i
saradnici(123), razvili su hipotezu da bi se mogle razviti anti-angiogena jedinjenja koja bi imala
efekata u terapiji karcinoma u smislu njihovog delovanja na supresiji angiogeneze i spre¢avanju
rasta tumora. Administracija specificnih VEGF antitela kod pacijenata sa karcinomom rektuma
smanjuje vaskularni volumen, gustinu krvnih sudova i perfuziju unutar tumora $to dovodi do
supresije rasta tumora (124, 125). Trenutno, u upotrebi je anti-VEGF monoklonsko antitelo
(Bevacizumab) koje se Kkoristi u terapiji metastatske bolesti kolorektalnog karcinoma, sa
znacajnim poboljSanjem ukupnog prezivljavanja ovih pacijenata(126). Njegova uloga u terapiji
nemetastatske bolesti za sada nije potvrdena randomizovanim studijama. Drugi pristupi, kao §to
je upotreba inhibitora tirozin kinaze, takode su predmet mnogih studija a do sada je poznato
nekoliko agenasa. Jedni od njih su regorafenib i brivanib. Ragorafenib se u svetu preporucuje u

terapiji progresije metastatske bolesti kolorektalnog karcinoma nakon primene ve¢ poznatih linija
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hemioterapije. Potrebna su dodatna istrazivanja kao i randomizovane studije koja ¢e u buduénosti

utvrditi korist od ve¢ pomenutih ili novih lekova u terapiji kolorektalnog karcinoma.

Takode, brojne studije pokazuju znacaj ekspresije VEGF-a u prognozi maligne bolesti.
Imunohistohemijska identifikacija VEGF u tumorskom tkivu kolorektalnog karcinoma ima
prognosticki znacaj ali ne i prediktivnu vrednost za antiangiogeneznu terapiju. Hiperekspresija
VEGF-a povezana je sa loSijjom prognozom i prezivljavanjem bolesnika sa kolorektalnim
karcinomom(127, 128). Upravo polazeci od ove ¢injenice istrazuje se prostor za delovanje anti-
VEGF terapije kao eventualni dodatak hemioterapiji u smislu poboljSanja rezultata leCenja kod

pacijenata u ranijim stadijumima bolesti.
1.8.6. Receptor epidermalnog faktora rasta (EGFR)

Receptor epidermalnog faktora rasta je 170-kDa transmembranski tirozin kinaza protein
prisutan u vecini epitelnih ¢elija 1 ima vaznu ulogu u funkciji i rastu éelija. Brojna istrazivanja
proteklih godina pro$irila su naSe znanje o njegovim strukturalnim i funkcionalnim
karakteristikama. Receptor epidermalnog faktora rasta (takode nazvan HERI1 ili ErbB1) pripada
HER ili ErbB familiji, koja jo§ sadrzi HER2/neu, HER3 i HER4(129). Sastoji se iz tri domena:
ekstracelularnog domena koji vezuje epidermalni faktor rasta, hidrofobni transmembranski
domen ukljucen u interakcijama izmedu receptora Celijske povrSine i intracelularnog domena koji

pokazuje aktivnost tirozin kinaze.

Aktivacija EGFR-a obi¢no se odvija u tri koraka. Prvo, vezivanje specifi¢nog liganda za
ekstracelularni domen S§to rezultira u promeni konformacije. Drugo, ove strukturne promene
omogucavaju receptoru da formira dimer sa drugim EGFR vezanim za ligand (homodimer) ili
jednim od drugih EGFR-povezanih HER receptora (heterodimer). Kona¢no dimerizacija
receptora dovodi do autofosforilacije ostatka tirozina unutar intracelularnog domena receptora,
Sto dovodi do aktivacije intracelijskog puta signalne transdukcije. Identifikovano je nekoliko
signalnih kaskada EGFR-a a smatra se da su dve najvaznije. Jedan je mitogen aktivirana protein
kinaza (MAPK) put, sa u¢es¢em KRAS, BRAF i ekstracelularnog signal-regulatornog kinaza
(ERK) proteina i drugi fosfoinozitid 3-kinaza (PI3K)/fosfataza protein homolog sa tensinom
(PTEN)/AKT put sto je prikazano na slici 5 (128, 129).
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KRAS PI3K \
mTOR
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Proliferacija ¢elije Prezwljavzfrrje celije i
motilitet

Slika 5. Aktivacija EGFR-a (MAPK put i MAPK/PTEN/AKkt put)

U normalnim tkivima vezivanje liganda za EGFR rezultira aktivacijom odredenih
programa transkripcije. Svi ovi procesi za krajni cilj imaju proliferaciju ¢elije sa jedne strane kao
1 uticaj na prezivljavanje i motilitet Celije sa druge strane. Tumorske ¢elije mogu uticani na EGFR
na viSe nacina. Prvo, mogu modulirati nivo ekspresije i funkcionalne karakteristike EGFR-a.
Drugo, mogu aktivirati signalni put bez stvarnog ukljucivanja ili modulacije receptora celijske
povrsine. Oba nacina su opisana kod kolorektalnog karcinoma. Ovo na kraju dovodi do dobro
poznatih osobina tumora: nekontrolisane celijske proliferacije i rasta tumora, stimulacije

angiogeneze i olakSanog metastatskog Sirenja (129, 130).
1.8.7. CD44v6

Porodica proteina poznata kao ¢elijski adhezivni molekuli su glikoproteini povrSine Celija
koji umaju velike ekstracelularne domene, membranski region i citoplazmatski funkcionalni
domen. Ovi molekuli se nazivaju adhezivni zbog njihove sposobnosti relativno ¢vrstog vezivanja
za specifi¢ne ligande. Medutim, moze se re¢i da su interakcije mnogo sloZenije nego jednostavne
¢elijske veze. lako su adhezivni proteini ukljuéeni u Celijsko-¢elijsku ili ¢elija-matriks interakcije,

takode je pokazano da su ukljuceni u pokretljivnost ¢elije 1 migraciju, diferencijaciju, Celijski
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signalni put i transkripciju gena. Nivo imunoekspresije ovih molekula i korelacija sa procesom

razvoja malignih bolesti prepoznata je, te je njihova uloga sve vecéa u dijagnosti¢koj patologiji.

Glikoproteini CD44 pripadaju familiji hijaluronskih receptora celijskih adhezivnih
molekula. Ova grupa glikoproteina je viSe funkcionalno definisana nego strukturalno i vezuje se
za ligande ekstracelularnog matriksa (ECM). Glavni ligand je hijaluron koji je ekstracelularni
polisaharid indentifikovan u ECM sisara, medutim CD44 ima brojne funkcije u zaisnosti od

njegove ekstracelularne strukture proteina, koji se mogu proizvesti iz razli¢itih izoformi.

Ljudski CD44 gen mapiran je na 11p13 hromozomskom lokusu i sastavljen je iz dve

grupe egzona $toje prikazano na slici 6 (131, 132).

Standardni egzoni (s1-10)
1 2 3 4 5

16 17 18 19 20

6 7 8 9 0 11 12 13 14 15
ORnC 1€ 1€ 1€ 3€ 3C 1€ JC 3t
N \J . ' N AN AN AN \3

Varijabilni egzoni (v1-10)

Slika 6. Striktura CD44 gena

Jedna grupa sadrzi egzone 1-5 i 16-20 spojeni zajedno formiraju transkript koji kodira
standardnu izoformu (skra¢eno CD44s). Druga grupa, varijabilnih egzona (poznata kao v1-10)
moze biti alternativno splajsovana i ukljucena u standardne egzone na mestu insercije izmedu
egzona 5 i 16. Molekuli koji sadrze varijabilne egzone ili nihove peptidne prozvode oznaceni su
kao CD44v 1 teoretski alternativno splajsovanje omogucuje stvaranje vise od 1000 razlicitih

varijanti CD44 molekula.

Standardna izoforma ljudskog CD44 proteina (CD44s) sadrzi 363 aminokiselina 1
teoretski ima masu od 37 kDa. Protein se satroji od tri regiona, C - terminalnog citoplazmatskog

domena koji je sastavljn od 72 amino-kiseline, transmembranskog domena sa 21 aminokiselinom
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i ekstracelularnog domena sastavljenog iz 270 amino-kiselina. Vecina c¢elija sisara imaju
predominantnu ekspresiju CD44s izoforme, ali neke epitelne takode ekspresuju duzu izoformu
(CD44E) u koju su ukljuceni proizvodi eksona v8-10 cesto vise od CD44s(133). lako je
ekspresija CD44 izoformi koja sadrzi razliCite varijante egzona ograni¢ena u normalnim tkivima
organizma one se mogu detektovati u hematopoetskom sistemu, posebno u mononuklearnim
¢elijama periferne krvi i reaktivnim ¢elijama limfonoda. Ekspresija koja sadrzi v6 izoforme moze
se detektovati u duktusima dojke i pankreasa a v4 izoforma moze biti detektovana u normalnom
urotelijumu. Nekoliko tipova ¢elija ne pokazuju ekspresiju bilo koje CD44 izoforme. Tu spadalju

hepatociti, pankreasne acinusne Celije i ¢elije tubula bubrega(134, 135).

Visestruke funkcije familije CD44 proteina su dominantno povezane sa vezivanjem
hijaluronske kiseline, u manjoj meri i drugih ekstracelularnih molekula. Funkcionalna raznolikost
se postize alternativnim splajsovanjem pre mRNA i fino podeSavanje vezivanja liganda moze biti
postignuto post-translacijskom modifikacijom i dinami¢kom interakcijom sa drugim celularnim
faktorima. Balans interakcije izmedu molekula sa celijske povrSine i ovih molekula sa

ekstracelularnim matriksom odreduje poziciju i migracioni status specifi¢nih tipova celija.

Ekspresija multiplih CD44 izoformi i rezultujue vezivanje hijaluronske kiseline moze
imati uticaj na rast 1 razvoj tumora. Inicijalne studije su pokazale da tumorko tkivo sadrzi brojne
neobi¢ne CD44 trasnkripte u odnosu na one prisutne u odgovarajuéem normalnom tkivu(136).
Pored toga, linije tumorskih celija sa pove¢anom koncentracijom CD44 proteina pokazale su
sposobnost formiranja agresivnijih tumora u eksperimentima na zivotinjama(137). Promene u
obrascu ekspresije adhezivnih ¢elijskih molekula u tkivima verovatno uti¢u na promenu normalne
epitel-mezenhimalne interakcije i na taj nadin doprinose strukturalnoj i funkcionalnoj
dezorganizaciji karakteristicnoj za karcinome. Znacaj vezivanja CD44 sa hijaluronskom
kiselinom u razvoju tumora pokazan je supresijom formiranja tumora u prisustvu serumskog
ljudskog CD44s proteina. Upotreba mutiranog CD44 proteina koji nije bio sposoban za vezivanje
hijaluronske kiseline nije prekinula razvoj tumora. Interesantno, ovaj tip kompetitivne inhibicije
moze da indukuje apoptozu. Kao rezultat apoptoze tumaci se i sposobnost serumske CD44
izoforme u supresiji ¢elija karcinoma dojke in vivo. Dalje, odvajanje od supstrata kultivisanih
fibroblasta pomoc¢u anti-CD44 antitela mozZe takode dovesti do apoptoze(138). Nasuprot tome,

postoje dokazi da CD44 sa hijaluronskom kiselinom S§titi limfocite od glukokortikoidima
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posredovane apoptoze 1 celije tumora kolona od anti-integrin antitelima indukovane

apoptoze(139).

Narocito veliko interesovanje 1 istrazivatacki napor usresreden je na mogucem
uklju¢ivanju CD44 izoformi u metastaziranju tumora delimi¢no zbog mnogih paralela
ustanovljenih izmedu migracije limfocita i procesa metastaziranja(140). Za razliku od sveprisutne
ekspresije CD44s u mnogim tipovima celija, aktivirani limfociti ekspresuju multiple CD44v
izoforme. Gunthert i1 saradnici su prvi istrazivali funkciju CD44 na nemetastatskim celijama
karcinoma pankreasa kod miseva. Ekspresija CD44s gena nije imala uticaja na tumor ali CD44v
ekspresija imala metastatsku kompetentnost na ispitivanom modelu. Varijante egzona koje sadrze
v6 1 v7 sekvencu, takode mogu uspostaviti metastatski potencijal(141). Sposobnost CD44v
eksprimiranih ¢éelija da metastaziraju nije bilo zvisno od vezivanja hijaluronske kiseline obzirom
da CD44 exon v6 specificno antitelo koje je blokiralo formiranje metastaza u ovom modelu nije
ometalo vezivanje hijaluronske kiseline. Sa druge strane postoje studije koje su pokazale da je
metastatski potencijal ve¢i kod CD44s u odnosku na CD44 v isoforme. Sva ova zapazanja
ukazuju da uloga CD44 na ¢elijskoj povrSini ima uticaja na prezivljavanje tumorskih ¢elija u
zahvaéenim tkivima(142). U svakom slucaju, pitanje uloge CD44 u metastaziranju ostaje i dalje
otvoreno obziro da postoje dokazi da CD44 sam nije odgovoran za metastatsku sposobnost

tumora.

CD44 familija transmembranskih proteina je mozda najbolji primer koji pokazuje na koji
nacin organizam moze posti¢i viSestruke i raznovrsne funkcije samo iz jednog gena. Detaljne
funkcionalne studije, sve viSe otkrivaju kompleksnu ulogu familije CD44 proteina kako u
fizioloSkim tako 1 u patoloskim procesima. Multifunkcionalni aspekt CD44 ¢elijskog adhezivnog
molekula postignut je ravnoteZom sa brojnim varijabilnim parametrima koje celija koristi u
ekspresiji ovog gena. Ovo podrazumeva ukupnu koli¢inu CD44, alternativno splajsovanje,
ravnotezu brojnih tipova post-translacione modifikacije i aktivno/inaktivno vezivanje
hijaluronske kiseline na povrSini cCelije proteina. Pored ve¢ navedenog treba razmotriti i
interakciju drugih adhezivnih molekula (kompetitivno vezivanje liganda) kao i prisustvo
solubilnog CD44 proteina u ekstracelularnom prostoru. Dalja karakterizacija funkcije CD44v

proteina 1 nacin njihove interakcije sa drugim celijskim komponentama 1 ekstracelularnim
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okruzenjem je neophodna da bi se sveobuhvatno razumevanje fizioloske uloge CD44 ¢elijskog

adhezivnog molekula postiglo.
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2. CILJEVI IZTRAZIVANJA

U ovom radu su postavljeni slede¢i ciljevi istrazivanja:

e Utvrdivanje znacaja nivoa ekspresije molekularnih markera (EGFR, VEGF, CD44v6) u
prognozi toka bolesti (pojavu lokalnog i udaljenog recidiva bolesti, prezivljavanje
bolesnika) kod bolesnika radikalno operisanih zbog T3NOMO karcinoma rektuma.

e Utvrdivanje korelacije izmedu klini¢kih i patohistoloskih parametara sa intenzitetom
ekspresije molekularnih markera (EGFR, VEGF, CD44v6).

e Utvrdivanje ucestalosti pojave lokalnog recidiva

e Utvrdivanje ucestalosti pojave udaljenih metastaza

e Utvrdivanje uticaja klinickih i patohistoloSkih parametara na pojavu lokalnog i distalnog
recidiva bolesti

e Utvrdivanje uticaja klinickih 1 patohistoloskih parametara na prezivljavanje bolesnika
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3. MATERIJAL | METODE

Za ostvarivanje ciljeva postavljenih u ovom radu i proveru radne hipoteza koris¢en je klini¢ki
materijal |1l odeljenja, Klinike za digestivnu hirurgiju-Prve hirurske klinike, Klinickog Centra
Srbije u Beogradu.

U studiju je uklju¢eno 163 bolesnika kod kojih je uradena kurativna operacija zbog
karcinoma rektuma, u periodu 2003-2013. godine. Svi bolesnici bili su sa T3NOMO stdijumom

bolesti, potvrdenim definitivnom patohistoloSkom analizom reseciranih preparata.

U istrazivanje nisu ukljuceni bolesnici kod kojih je preoperativno ili za vreme operacije
ustanovljeno postojanje distalnih metastaza (M1), kod kojih je uradena palijativna hirurSka
procedura, kao i bolesnici koji su umrli 30 dana nakon operacije. Nisu ukljuceni ni bolesnici kod
kojih je nakon patohistoloske analize preparata zaklju¢eno da se radi o R1 resekciji kao ni

bolesnici kod kojih je sproveden neki od vidova neoadjuvantne terapije.

Svi bolesnici u studiji, nakon preoperativne pripreme operisani su otvorenom metodom. Kod
bolesnika su primenjivane slede¢e operativne procedure: Prednja visoke resekcija rektuma
(RRAS), prednja niska resekcija rektuma (RRAI), abdominoperinealna resekcija rektuma (APR) i

Harmann-ova operacija.

Kod bolesnika sa tumorom pozicioniranim u distalnoj tre¢ini kod kojih je odluceno da se
uradi sfinkterprezervirajuca operacija primenjivana je totalna mezorektalna ekscizija (TME), kao
standardna procedura. Kod tumora u nivou proksimalne tre¢ine rektuma kod vecine bolesnika
radena je transekcija mezorektuma (TM). U pojedinim slucajevima, kod voluminoznih,
uznapredovalih i fiksiranih tumora sa suspektnim depozitima u mezorektumu, totalna
mezorektalna ekscizija je primenjivana bez obzira na distancu tumora od analnog otvora. Kod
tumora srednje tre¢ine rektuma primenjivana je TME ili TM u zavisnosti od procene hirurga u
odnosu na karakteristike tumora. Operacija je definisana kao kurativna kada je odstranjeno
makroskopski vidljivo tumorsko tkivo. Kod bolesnika kod kojih je procenjeno da se ne moze
uspostaviti kontinuitet digestivnog sistema uz posStovanje svih onkoloskih principa, uradena je
abdominoperinealna amputacija rektuma ili Hartmann-ova procedura. Podaci o operativnom
zahvatu su upisivani u operativnu listu. Odstranjeni preparat sa tumorom upucivan je na detaljan

patohistoloski pregled.
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Bolesnici su nakon operacije kontrolisani po utvrdenoj shemi pracenja (follow-up), koja je
zavisila od procenjenog rizika za nastanak recidiva bolesti. Prva kontrola je bila tri nedelje nakon
otpustanja iz bolnice i podrazumeva klini¢ki pregled bolesnika. U toku prve godine, bolesnici su

dolazili na kontrolni pregled svaka tri meseca. Dalja dinamika pracenja je zavisila od toka bolesti.

Lokalni recidiv definisan je kao ponovno postojanje tumora u koStanim i/ili mekim tkivima
karlice, izuzev jajnika, klinicki, radioloski ili patohistoloski verifikovan, izolovan ili udruzenog

sa udaljenim metastazama.
Postojanje bolesti u drugim organima van Kkarlice definisano je kao distalna metastaza.

Podatke o bolesnicima, operaciji i postoperativhom toku, patohistoloSkom izvestaju kao i
postoperativnom pracenju koristili smo iz jedinstvene baze podataka o pracenju bolesnika i

upisivali u bazu koja je posebno kreirana za potrebe ove studije. U analizu su usli sledec¢i podaci:
e Pol i starost bolesnika
e Visina tumora (distanca tumora od anokutane linije, rektoskopski merena)

e Tip tumora ( svi tumori su bili adenokarcinomi, tumori sa viSe od 50 mucinozne

komponente oznaceni su kao mucinozni tumori)
e Velic¢ina tumora i distalni klirens (mereni nakon fiksacije preparata rastvorom formalina)

o Tumori su u odnosu na veli¢inu podeljeni na tumore do 5 cm i vece od
5cm (meren najveci dijametar tumora)
o distalni klirens je takode rangiran na: distalni klirens do 5mm, 5-10 mm,

10-20 mm i preko 20 mm
e Nacin rasta tumora (vegetantni, ulcerovegetantni i ulceroinfiltrativni rast)
e T Stadijum tumora (T3a, T3b, T3c, T3d)
e Stepen diferencijacije tumora (dobro, umereno i lose diferentovan)
e vrsta operacije

e Intraopearivna perforacija tumora
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Imunohistohemijskim ispitivanjem testirani su potencijano najznacajniji molekularni
markeri prognoze, a posebno znacajni i danas aktuelni receptor za epidermalni faktor rasta
(EGFR) , tkivni faktor rasta vaskularnog endotela (VEGF) i CD44v6. Imunohistohemijsko
ispitivanje  sprovedeno je konstrukcijom tkivnog mikroniza (Tissue microarray-TMA).
Konstrukcija tkivnog mikroniza i imunohistohemijske analize obavljene su na Institutu za

patologiju Medicinskog fakulteta u Beogradu

3.1. Konstrukcija tkivnog mikroniza

Po ucinjenom pregledu svih pripadaju¢ih plocica za pojedinacni slucaj, selektovane su
dve reprezentativne HE obojene plocice, jedna sa tumorskim tkivom, druga sa zdravom
sluznicom kolona. Posto su izdvojene reprezentativne plocice u narednom aktu su obelezavane
markerom zone od interesa na plocici, uz upotrebu mikroskopa (Olympus BX41). Po odabiru i
markiranju plocice, a s obzirom da su plo€ice numerisane na identi¢an nacin kao 1 odgovarajuci
parafinski kalupi (jedan kalup=jedan broj) iz arhive je odvajan odgovaraju¢i parafinski kalup
(,,kalup donor*). Posto su upareni odgovaraju¢i donorski kalup i ve¢ markirana plocica, zone od
interesa su prenete sa plocice na odgovarajuci kalup. Instrumentom (Suplja igla pre¢nika 1.2 mm)
je uzet po jedan cilindar tkiva iz predhodno obelezenih kalupa donora i prenet u prethodno
oznacena 1 kodirana mesta unutar kalupa recipijenta. U recipijentni kalup su uvrSéene i spoljasnje
pozitivne kontrole, unete na isti nacin.

Recipijentni kalup se, nakon unoSenja poslednjeg tkivnog cilindra, stavlja u odgovarajucu
metalnu modlu, polaze u laboratorijsku pecnicu na 60 Celsius stepeni, i inkubira 50 minuta. Po
vadenju iz pecnice, kalupi se prenose na ledenu podlogu i ostavljaju da leze 15 minuta.
Napravljeno je 5 recipijentnih parafinskih kalupa sa 6 redova i 10 kolona cilindara (300
inkorporiranih tkivnih cilindara), sa 2 kontrolna tkiva u 11. koloni. Napravljen je jedan
recipijentni parafinski kalup sa 6 redova i 7 kolona cilindara (40 inkorporiranih tkivnih cilindara),

sa 2 kontrolna tkiva u 8. koloni.
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3.2. Imunohistohemijsko bojenje

Imunohistohemijska analiza je ucinjena na tkivima koja su fiksirana u formalinu i ukalupljena u

parafinske kalupe, a poti¢u od 163 pacijenta sa rektalnim karcinomom. Preseci debljine 3-um su

suSeni na 60°C tokom jednog Casa.

Tabela 3. Pregled primarnih antitela i primenjenog imunohistohemijskog metoda

Primarno antitelo EGFR, Clone | VEGF, Clone VG1 CD44v6, Clone VFF-7
EGFR.113
Leica BOND MAX |Leica BOND MAX|Leica BOND MAX
Metod Refine Kit Refine Kit Refine Kit
Proizvodacd Leica DAKO Abcam
Cat. No. EGFR-L-CE M7273 ab30436
RazblaZenje 1:50 1:50 1:200
Pretretman Leica ER1 Leica ER2 Leica ER1
20 min (low pH) 20 min (high pH) 20 min (low pH)
Inkubacija sa

primarnim antitelom

15 min

15 min

15 min

Detekcioni kit

Leica Bond Polymer
Refine Kit (DS9800)

Leica Bond Polymer
Refine Kit (DS9800)

Leica Bond Polymer
Refine Kit (DS9800)

Preseci su stavljeni u “Bond Max Automated Immunohistochemistry Vision Biosystem (Leica

Microsystems GmbH, Germany)” shodno slede¢em protokolu. Prvo, tkiva su deparafinizovana, i

ucinjen je pretretman sa “Epitope Retrieval Solution 1ili 2” (tabela 3) na 100°C tokom 20 minuta.

Nakon koraka ispiranja, blokada peroksidazom je u¢injena u trajanju od 5 minuta koriste¢i “Bond

Polymer Refine Detection Kit DC9800 (Leica Microsystems GmbH).” Preseci su ponovo isprani i

inkubirani sa primarnim antitelom (tabela 3) tokom 15minuta. Nakon toga, tkiva su inkubirana sa

postprimarnim reagensom tokom 8 minuta, a zatim i sa polimerom tokom 8 minuta. Nakon

ispiranja, preseci su razvijeni sa DAB-hromogenom tokom 10 minuta, a kontrastiranje je
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ucinjeno sa hematoksilinom tokom 8 minuta. Izostavljanje primarnog antitela je koris¢eno kao

negativna kontrola.

3.3. Semikvantitativna procena imunoekspresije ispitivanih markera

Semikvantitativna procena imunoekspresije ispitivanih markera vrSena je na osnovu intenziteta

imunohistohemijskog bojenja kao i procenta obojenih tumorskih ¢elija.

Kao model za EGFR uzet je system bodovanja imunoreaktivnosti predlozen od strane Goldsteina
(Tabela 4.)
Tabela 4. Procena imunoreaktivnosti za EGFR

EGFR (citoplazmatska i/ili membranska reaktivnost)

Nema imunoreaktivnosti
Slaba ili fokalna imunoreaktivnost u <10% tumorskih ¢éelija
Slaba ili fokalna imunoreaktivnost u 10-50 % tumorskih ¢elija

Intenzivna imunoreaktivnost u 10-50% tumorskih ¢elija

w N -k 4+ O

Intenzivna imunoreaktivnost u > 50% tumorskih ¢elija

“Cutt-off” nivo za izrazavanje imunoreaktivnosti ¢elija je 10%.

VEGF imunoreaktivnost testirana je po slede¢em modelu prikazanom na tabeli 5 (143).

Tabela 5. Procena imunoreaktivnosti za VEGF

VEGF (citoplazmatska i/ili membranska reaktivnost)

Intenzitet Procenat celija
skor skor
0 Nema imunoreaktivnosti 0 0%
1 Slaba 1 <5%
2 Umerena 2 5-50 %
3 Intenzivna imunoreaktivnost 3 > 50%

57



Konac¢an skor imunoreaktivnosti VEGF-a dobijen je sabiranjem skorova za intenzitet i
procenat obojnih ¢elija. Za dalju analizu kao VEGF negativan uziman je konacan skor < 2 a kao
VEGF pozitivan konacan skor > 2.

Za procenu imunoreaktivnosti CD44v6 korisc¢en je model prikazan u tabeli 6 (144).

Tabela 6. Procena imunoreaktivnosti za CD44v6

CD44v6 (membranska reaktivnost i/ili citoplazmatska)

Intenzitet Procenat celija
skor skor
0 Nema imunoreaktivnosti 0 0-5%
1 Slaba 1 6-25%
2 Umerena 2 26-50 %
3 Intenzivna imunoreaktivnost 3 51-75%
4 > 75%

Konacan skor imunoreaktivnosti za CD44v6 dobijen je sabiranjem skorova intenziteta i procenta
obojenih ¢elija. Za dalju analizu konacan skor < 2 oznacen je kao negativna imunoekspresija a

skor > 2 kao pozitivna CD44v6 imunoekspresija.

Bolesnici su postoperativno pra¢eni u skladu sa standardnim protokolom Koji
podrazumeva ponovljene tromese¢ne, Sestomesecne 1 godiSnje kontrolne preglede. Minimalni
period pracena bio je 4 meseca a maksimalni 177 meseci, prose¢no 81 mesec. U studiji
prezivljavanja bolesnika analizirano je sveukupno prezivljavanje (engl. overall survival, OS),
kancer specificno prezivljavanje (engl. disease-specific survival, DSS), i prezivljavanje bez
znakova bolesti (engl. disease-free survival, DFS). OS je definisano periodom od datuma
operacije do smrtnog ishoda usled bilo kog razloga. DSS predstavlja period od ulaska u studiju tj.
momenta operacije do eventualnog smrtnog ishoda usled karcinoma rektuma. DFS se odnosi na
period od momenta operacije do eventualne pojave recidiva bolesti. Recidiv bolesti podrazumeva

pojavu lokalnog recidiva ali i udaljenih depozita (metastatska bolest).
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3.4.Statisticka analiza

U deskriptivnoj statistickoj analizi rezultata, za sve varijable koje su izraZzene na
srazmernoj skali, odnosno na skali ranga, odredene su mere centralne tendencije (aritmeticka
sredina, medijana i modus), kao i apsolutne i relativne mere varijabiliteta u datom uzorku
(minimalna i maksimalna vrednost, varijaciona S$irina, standardna devijacija). Na osnovu
izraCunate aritmeticke sredine i standardne devijacije, odredena je i1 standardna greska ocene
aritmetiCke sredine. Za procenu znacajnosti razlika koje se registruju u varijablama koje imaju
nominalni karakter primenjen je Pearson-ov Hi kvadrat test. Za uporedivanje parova raspodele
koris¢en je Mann-Whitneyev U-test. Univarijantni i multivarijantni Cox regresioni model
kori$éen je za analizu funkcionalnih veza izmedu skupa prediktivnih varijabli i zavisne varijable.
Za analizu razlika distribucije dogadaja u vremenskom domenu koris¢ena je Kaplan-Meier-ova
analiza prezivljavanja. Poredenje verovatnoc¢a prezivljavanja razlicitih grupa bolesnika vrSeno je
Log rank testom. Rezultati analize su predstavljeni tabelom prezivljavanja koja sadrzi vreme,
status, kumulativno prezivljavanje, odgovarajucu standardnu gresku, srednju vrednost i medijanu
prezivljavanja sa odgovaraju¢im intervalom pouzdanosti, kao i graficke prezentacije
prezivljavanja za analizirane grupe opservacija. Statisti¢ka znacajnost je definisana kao p<o.oS5,
dok se vrednosti p<o.ol smtraju visoko statisticki zna¢ajnim. Sve navedene analize ¢e se raditi u

program SPSS Statistics 22 (IBM Corporation, Armonk, NY, USA).
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4. REZULTATI

4.1. Karakteristike ispitivane grupe bolesnika

Osnovni uzorak ¢ini 163 bolesnika. Period pracenja bolesnika (Folow-up) se kretao u intervalu
od 4 do 177 meseci, srednja vrednost 81 mesec. U osnovnom uzorku bilo je 102 bolesnika

muskog pola i 61 bolesnik Zenskog pola (Grafikon 1).

m Muski

M Zenski

Grafikon 1. Distribucija osnovnog uzorka po polu
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Starosna struktura pacijenata prikazana je na grafikonu 2.

Prosec¢na starost iznosila je 62,1 +/- 11,9 godina. Najmladi bolesnik imao je 31 godinu a najstariji

88 godina. Mladih od 50 godina bilo je ukupno 13,5%.

30.0%

25.0%

20.0%

15.0%

10.0%

5.0%

0.0%

<50 50-60 60-70 70-80
godine starosti

>80

Grafikon 2. Starosna struktura pacijenata
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Vrste operacija koje su uradene kod ispitivane grupe bolesnika prikazane su na grafikonu 3.

3.1%4.3%

H RRAS
H RRAI
W Hartmann

| Miles

72.4%

Grafikon 3. Distribucija osnovnog uzorka po vrsti operacije

Od ukupnog broja operacija sfinkterprezerviraju¢e procedure primenjene su kod 92.6%
bolesnika. Miles-ova operacija uradena je kod 4.3% a Hartmann-ova procedura kod 3,1%
bolesnika. Totalna mezorektalna ekscizija uradena je kod 45.4% a transekcija mezorektuma kod
42.7% bolesnika (Grafikon 4).

ETM
B TME

Grafikon 4. Distribucija bolesnika u odnosu na izvedenu proceduru (TME - totalna mezorektalna
ekscizija, TM - transekcija mezorektuma

Distribusija osnovnog skupa u odnosu na ostale ispitivane klini¢ko-patoloske karakteristike
prikazana je na tabeli 7.
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Tabela 7. Klinicko-patoloske karakteristike ispitanika

Klini¢ko-patohistoloska varijabla Broj (%)
Udaljenost tumora od anokutane linije
<5cm 30 (18.1)
5-10 cm 75 (46.0)
>10cm 58 (35.6)
Veli¢ina tumora
<5cm 65 (39.9)
>5cm 98 (60.1)
Rast tumora
Vegetantni 45 (27.6)
Ulcerovegetantni 110 (67.5)
Ulceroinfiltrativni 8 (4.9
Histoloski tip
Adenokarcinom 133 (81.6)
Mucinozni adenokarcinom 30 (18.4)
Gradus
Dobro diferentovani 133 (81.6)
Umereno diferentovani 24 (14.7)
Lose diferentovani 6 3.7)
Perforacija tumora
Da 4 (2.5)
Ne 159 (97.5)
pT Stadijum
pT3a 29 (17.8)
pT3b 75 (46.0)
pT3c 44 (27.0)
pT3d 15 9.2)
Invazija limfatika
Lo 111 (68.1)
L1 52 (31.9)
Vaskularna invazija
VO 130 (79.8)
V1 33 (20.2)
Perineuralna invazija
PN O 153 (93.9)
PN 1 10 (6.1)
Broj analiziranih limfnih ¢vorova
<12 24 (14.7)
>12 139 (85.3)
Ukupno 163 (100)

Prose¢na udaljenost tumora od anokutane linije bila je 9,4 cm. Prose¢na veli¢ina tumora

iznosila je 57mm. Najmanji tumor bio je veli¢ine 20 mm a najve¢i 180 mm . Mucinozni
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adenokarcinomi bili su zastupljeni kod 18.4% bolesnika. Takozvani rani T3 stadijum (T3a i T3b)

dijagnostikovan je kod 63.8% bolesnika. Prose¢an broj analiziranih limfnih ¢vorova prilikom

patohistoloSke obrade reseciranih preparata bio je 20 (min. 4, max. 65).

Invazija limfatika bila je prisutna kod 52 (31,9%) bez invazije bilo je 111 (68,1%)

bolesnika. Uticaj gradusa tumora na invaziju limfatika testiran je Mann Whitney-evim testom.

Utvrdena je statisticki znacajna razlika izmedu dve grupe bolesnika Sto je prikazano na grafikonu
5 (p=0.007).

80.0%
60.0%
40.0%
mLl
20.0% ELO

LO
0.0%

Dobro
diferentovani Umereno ]
diferentovani Lose
diferentovani

Grafikon 5. Korelacija invazije limfatika (L) i gradusa tumora (G)

U grupi dobro diferentovanih tumora invazija limfatika je dijagnostikovana kod 27.1%,

kod umereno diferentovanih kod 58.3% a u grupi loSe diferentovanih tumora kod 33.3%
ispitanika (Grafikon 5).

Vaskularna invazija tumora dijagnostikovana je kod 33 (19,9%) bolesnika. Mann

Whitney-evim testom utvrdena je statisticki znacajna razlika izmedu dve grupe bolesnika
(p=0.003).

U grupi dobro diferentovanih tumora vaskularna invazija je dijagnostikovana kod 15.8%,

kod umerenodiferentovanih kod 37.5% a u grupi lose diferentovanih tumora kod 50% ispitanika.
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Vakularna invazija se ¢esS¢e javlja kod loSe diferentovanih tumora u odnosu na dobro i umereno
diferentovane (Grafikon 6).

100.0%
80.0%
60.0%
40.0% mvi

20.0%

0.0%

mVvo
VO

Dobro

diferentovani .Umereno . Lo
diferentovani 0s€
diferentovani

Grafikon 6. Korelacija vaskularne invazije (V) i gradusa tumora (G)

U tabeli 8 prikazana je distribucija osnovnog uzorka u odnosu na T stadijum

Tabela 8. Distribucija osnovnog uzorka u odnosu na T stadijum

T stadijum No (%)
T3a 29 (17,8)
T3b 75 (46,0)
T3c 44 (27,0)
T3d 15 9,2
Ukupno 163 100,0

Od ukupno 163 bolesnika 104 (63,8%) bilo je ranog T3 stadijuma, stadijum T3a,b. Posle
podele osnovnog skupa na T3a,b i T3c,d stadijum Hi kvadrat testom testiran je uticaj T stadijuma

na pojavu invazije limfatika (Tabela 9). Utvrdena je statisti¢ni znacajna razlika izmedu T
stadijuma i invazije limfatika (p=0.001).
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Tabela 9. Korelacija T stadijuma i invazije limfatika (L)

L1 LO P
No (%) No (%) 0,001

T3ab 24 (23,1) 80 (76,9)

T3c,d 28 (47,5) 31 (52,5)

Invazija limfatika je ¢eSc¢e prisutna kod T3c,d stadijuma bolesti u odnosu na T3a,b

stadijum, 47,5% u odnosu na 23.1%.

Hi kvadrat testom testiran je uticaj T stadijuma na pojavu vaskularne invazije. Vaskularna
invazije se ¢esce javljala kod uznapredovalih T3c¢,d stadijuma (27.1%) u odnosu na rani T3a,b

stadijum (16.3%) medutim, nije utvrdena statisticki znacajna razlika (Tabela 10).

Tabela 10. Korelacija T stadijuma i vaskularne invazije (V)

V1 VO P
No (%) No (%) 0,100

T3a,b 17 (16,3) 87 (83,7)

T3c,d 16 (27,1) 43 (72,9)

Korelacija izmedu broja analiziranih limfnih nodusa i veli¢ine tumora analizirana je Hi kvadrat
testom. Utvrdena je statisticki zna¢ajna razlika izmedu broja analiziranih limfnih nodusa i

veli¢ine tumora (p= 0.004) §to je prikazano na tabeli 11.

Tabela 11. Korelacija veli¢ine tumora i broja analiziranih limfnih nodusa (N)

Veli¢ina tumora

<5cm >5cm p
Broj limfnih nodusa (N) No (%) No (%) 0,004
<12 16 (24,6) 8 (8,2)
>12 49 (75,4) 90 (91,8)
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4.2. Rezultati ispitivanja klini¢ko-patohistolo$kih parametara u odnosu na pojavu lokalnog
recidiva

Lokalni recidiv dijagnostikovan je kod 6 bolesnika a distalne metastaze kod 31 bolesnika.
Kumulativni petogodisnji lokalni recidiv iznosio je 4% a kumulativni petogodis$nji procenat
distalnih metastaza bio je 20%.

Ispitivanje visine tumora kao faktora rizika za pojavu lokalnog recidiva testirano je Mann
Whitney testom (Grafikon 7). Postoji statisti¢ki zna¢ajna razlika izmedu grupa sa i bez lokalnog
recidiva u odnosu na udaljenost tumora od anokutane linije (p=0.005).

80.0%
60.0%
40.0% W LR Da
20.0% B LR Ne
0.0% LR Ne
. (o)
LR Da

5-10 cm
>10cm

Grafikon 7. Korelacija izmedu visine tumora i lokalnog recidiva (LR)

Na udaljenosti manjoj od 5cm lokalni recidiv se javio kod 4/6 bolesnika, od 5-10 cm kod
2/6 bolesnika dok kod tumora na distance preko 10 cm od anokutane linije nije registrovano
postojanje lokalnog recidiva (Grafikon 7).

Kod tumora distalne tre¢ine rektuma, ¢eS¢a je pojava lokalnog recidiva u odnosu na

srednju i proksimalnu tre¢inu.

Perforacija tumora znacajno utic¢e na pojavu lokalnog recidiva, odnosno lokalni recidiv se
¢esce javlja kod pacijenata kod kojih je intraoperativno doslo do perforacije tumora (Fisher test

p=0.007). Takode je potvrdena statistiCki znaCajna razlika izmedu perineuralne infiltracije i
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pojave lokalnog recidiva. Lokalni recidiv je ¢eS¢e dijagnostikovan kod mucinoznih tipova

adenokarcinoma u odnosu na karcinome gde nije bila prisutna mucinozna komponenta (Fisher’s
test p=0.001).

Utvrdena je statisti¢ki znacajan razlika izmedu T stadijuma i pojave lokalnog recidiva
(Fisher’s test p=0,024). U grupi T3a,b stadijuma lokalni recidiv dijagnostikovan je kod jednog

bolesnika dok je grupi T3c,d tumora bio dijagnostikovan kod pet bolesnika od ukupno Sest sa

lokalnim recidivom.

Posebno smo analizirali grupu bolesnika sa karcinomom rektuma pozicioniranog u
srednjoj tre¢ini rektuma, 5-10 cm distance od anokutane linije. Ukupno je bilo 75 bolesnika, kod
72 je uradena hirursSka procedura sa uspostavljanjem kontinuiteta digestivnog sistema, kod 3
bolesnika Hartmann-ova operacija. Od ukupno 72 bolesnika kod kojuh je operativna procedura
zavrSena formiranjem anastomoze, TME je uradena kod 71 a TM kod 21 bolesnika. U grupi kod
kojih je uradena TM nije bilo bolesnika sa lokalnim recidivom dok je u grupi TME lokalni

recidiv dijagnostikovan kod jednog bolesnika (Grafikon 8).

50

40

30
B TME
20 ETM

10

LR Da
LR Ne

Grafikon 8. Korelacija izmedu TME/TM i loklanog recidiva (LR) za nivo srednje tre¢ine rektuma
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Od ukupno 30 bolesnika kod kojih je tumor lociran u distalnoj tre¢ini rektuma, kod 21
(70%) bolesnika je uradena sfinkterprezervirajuca operacija. Lokalni recidiv je dijagnostikovan
kod 4 (13.3%) bolesnika. U grupi sfinkterprezervirajucih operacija lokalni recidiv je 9.5% a kod

abdominoperinealne resekcije 14.2%. Statisticki znacajna razlika nije potvrdena.

Ugrupi bolesnika sa tumorom distance do 5cm od anokutane linije kod 21 bolesnika je
uradena prednja niska resekcija sa koloanalnom anastomozom. Kod sedam bolesnika distalni
klirens je bio do 5mm, 5-10mm takode kod sedam bolesnika, 10-20mm kod pet bolesnika dok je
kod dva bolesnika iznosio preko 20mm. Distribucija bolesnika u odnosu na distalni klirens

prikazana je na grafikonu 9.

E<5mm
H5-10 mm
m10-20 mm

H>20mm

Grafikon 9. Distribucija ispitanika u odnosu na distalni klirens

Lokalni recidiv nije dijagnostikovan kod bolesnika kod kojih je distalni klirens bio 5mm,
u grupi sa distalnim klirenskom 5-10 mm LR je dijagnostikovan kod jednog bolesnika, takode
kod jednog bolesnika je dijagnostikovan LR kada je distalni klirens bio 10-20 mm a u grupu sa
distalnim klirenskom preko 20mm nije dijagnostikovan LR. Nije utvrdena statisticki znaCajna
korelacija izmedu distalnog klirensa 1 pojave lokalnog recidiva za tumore distalne trecine

rektuma.
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Za ostale ispitivane parametre: invazija limfatika, invazija venula, vrsta operacije, nacin
rasta tumora, diferencijacija tumora, VEGF, EGFR i CD44v6 imunoekspresija takode nije
potvrdena korelacija sa pojavom lokalnog recidiva.
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4.3.Rezultati ispitivanja klini¢kih i patohistoloskih parametara u odnosu na pojavu

distalnih metastaza

Univarijantnom cox regresionom anlizom ispitivani su klinickopatoloski parametri u
odnosu na pojavu distalnih metastaza sto je prikazano u tabeli 12.

Tabela 12. Univarijantni Cox regresioni model sa nastankom distalnih metastaza kao zavisnom
varijbalom

95% interval
poverenja

Nezavisna varijabla B p HR - -
donja  gornja
granica granica
Pol 0,330 0,361 1,39 0,69 2,82
Starost -0,002 0,905 1,00 0,97 1,03
Visina tumora -0,017 0,696 0,98 0,91 1,07
Veli¢ina tumora 0,006 0,483 1,01 0,99 1,02
Distalni klirens 0,018 0,110 1,02 1,00 1,04
TME/TM 0,042 0,910 1,04 0,50 2,16
Perforacija tumora 0,530 0,602 1,70 0,23 12,48
Tip adenokarcinoma 1,224 0,001 3,40 1,65 7,03
Nacdin rasta tumora 0,773 0,037 2,17 1,05 4,48
T stadijum 0,153 0,462 1,17 0,78 1,75
Broj analiziranih l.nodusa -0,410 0,367 0,66 0,27 1,62
Invazija limfatika tumorom (L) 0,621 0,085 1,86 0,92 3,78
Vaskularna invazija (V) 1,316 <0,001 3,73 1,84 7,57
Perineuralna infiltracija 0,126 0,863 1,13 0,27 4,76
Gradus tumora (G) 1,272 <0,001 3,57 2,26 5,64
VEGF imunoekspresija 1,848 0,001 6,35 2,22 18,17
EGFR imunoekspresija 0,947 0,037 2,58 1,06 6,29
CD44v6 imunoekspresija 1,654 0,002 5,23 1,83 14,96

Metastaze su  ceS¢e  dijagnostikovane  kod  mucinoznih  adenokarcinoma,
ulceroinfiltrativnih tumora, kada postoji invazija limfatika 1 vaskularna invazija, kod loSe
diferentovanih tumora kao i povisene VEGF, EGFR i CD44v6 imunoekspresije. Zbog
nepovoljnog odnosa broja ishoda i potencijalnih prediktora nije bilo moguée  uraditi

multivarijantnu analizu.
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4.4.Rezultati testiranja molekularnih biomarkera
44.1. VEGF

Od ukupno 163 bolesnika pozitivna VEGF imunoekspresija registrovana je kod 90
(55,2%) bolesnika (Grafikon 10).

B VEGF +
W VEGF -

Grafikon 10. Distribusija bolesnika u odnosu na VEGF imunoekspresiju

Na slici br. 7 prikazana je pozitivna VEGF imunoekspresija tkiva tumora i negativna
VEGF imunoekspresija zdravog tkiva rektuma kod istog bolesnika.

Slika 7. VEGF imunoekspresija: (a) pozitivna VEGF imunoekspresija tkiva tumora i negativha VEGF
imunoekspresija zdravog tkiva rektuma
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Postoji statisticki zna¢ajna razlika VEGF imunoekspresije u odnosu na gradus tumora (G)

i postojanje vaskularne invazije. Kod dobro diferentovanih tumora pozitivha VEGF

imunoekspresija iznosila je 51.8%, kod umereno diferentovanih 75%, dok je kod lose

difrentovanih tumora registrovana u 66,7% slucajeva (tabela 13).

Tabela 13. Korelacija VEGF imunoekspresije sa gradusom tumora i vaskularnom invazijom

VEGF + VEGF -
No (%) No (%) Hi kvadrat test
Gradus tumora 0.03
Dobor diferentovani 68 (B1.1) 65 (48.9)
Umereno diferentovani 18 (75.0) 6 (25.0)
Lose diferentovani 4 (66.7) 2 (33.3)
Vaskularna invazija 0.008
Da 25 (758) 8 (24.2)
Ne 65 (50.00 65 (50.0)

Pozitivna VEGF ekspresija je ¢eS¢a kada postoji vaskularna invazija tumora. Kod

postojanja vaskularne invazije VEGF pozitivna ekspresija je 75% dok u slu¢ajevima gde ne

postoji vaskularna invazija iznosi 25% (Tabela 13).
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Ispitivani klini¢ko-patoloski parametri koji nisu pokazali korelaciju sa VEGF

imunoekspresijom prikazani su u tabeli 14.

Tabela 14. Ispitivani klini¢cko-patoloski parametri bez statisticki znacajne razlike u odnosu na
VEGF imunoekspresiju

VEGF + VEGF -
Ispitivana varijabla No (%) (%) Hi kvadrat test
Pol 0.825
Muski 57 (55.9) 45 (44.1)
Zenski 33 (54.1) 28 (45.9)
Starost 0.969
<50 15 (55.6) 12 (44.4)
>50 75 (55.1) 61 (44.9)
Visina tumora 0.983
<5cm 17 (56.7) 13 (43.3)
5-10cm 41 (54.7) 34 (45.3)
>10cm 32 (55.2) 26 (44.8)
Veli¢ina tumora 0.317
<5cm 39 (60.0) 26 (40.0)
>5cm 51 (52.0) 47 (48.0)
Adenokarcinomi 72 (54.1) 61 (45.9) 0.560
Mucinozni 18 (60.0) 12 (40.0)
adenokarcinomi
Rast tumora 0.818
Vegetantni 26 (57.8) 19 (42.2)
Ulcerovegetantni 59 (53.6) 51 (46.4)
ulceroinfiltrativni 5 (62.5) 3 (37.5)
T3a 17 (58.6) 12 (41.4) 0.820
T3b 40 (53.3) 35 (46.7)
T3c 26 (59.1) 18 (40.9)
T3d 7 (46.7) 8 (53.3)
Invazija limfatika 0.810
Da 28 (53.8) 24 (46.2)
Ne 62 (55.9) 49 (44.1)
Perineuralna invazija 0.796
Da 5 (50.0) 5 (50.0)
Ne 85 (55.6) 68 (44.4)
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442. EGFR

Od ukupno 163 ispitanika pozitivna EGFR imunoekspresija registrovana je kod 102
(62,6%) sto je prikazano na grafikonu 11.

mEGFR +
W EGFR -

Grafikon 11. Distribucija bolesnika u odnosu na EGFR imunoekspresiju

Na slici br. 8 prikazana je pozitivna EGFR imunoekspresija tkiva tumora i negativna

EGFR imunoekspresija zdravog tkiva rektuma kod istog bolesnika.

Slika 8. EGFR imunoekspresija: (a) pozitivna EGFR imunoekspresija tkiva tumora i negativna
EGFR imunoekspresija zdravog tkiva rektuma
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Potvrdena je statisticki znacajna razlika izmedu EGFR imunoekspresije 1 postojanja
vaskulatne unvazije. U grupi sa vaskularnom invazijom odnos pozitivne i negativhe EGFR
inumoekspresije bio je 75,8 prema 24,2% dok je u grupi bez postojanje vaskularne invazije taj

odnos bio 59.2 prema 40.8%. Korelacija EGFR imunoekspresije i vaskularne invazije prikazana
je na grafikonu 12.
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Grafikon 12. Korelacija EGFR imunoekspresije i vaskularne invazije
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Ostali ispitivani klinicko-patoloski parametri kod kojih nije verifikovana statisticka

znacajnost u pogledu EGFR imunoekspresije prikazani su u tabeli 15.

Tabela 15. Ispitivani klinicko-patoloski parmetri koji nisu pokazali statistiCku znacajnost u odnosu na

EGFR imunoekspresiju

EGFR + EGFR -
Ispitivana varijabla No % No % p test

Pol 0.954 Hi kvadrat
Muski 64 (62.7) 38 (37.3)

Zenski 38 (62.3) 23 (37.7)

Starost 0.177 Hi kvadrat
<50 20 (74.1) 7 (25.9)
>50 82 (60.3) 54 (39.7)

Vlsina tumora 0.798 Hi kvadrat
<5cm 18 (60.0) 12 (40.0)

5-10 cm 49 (65.3) 26 (34.7)
>10cm 35 (60.3) 26 (39.7)
Veli¢ina tumora 0.661 Hi kvadrat
<5cm 42 (64.6) 23 (35.4)
>5cm 60 (61.2) 38 (38.8)

Adenokarcinomi 85 (63.9) 48 (36.1) 0.459

Mucinozni 17 (56.7) 13 (43.3)

adenokarcinomi

Rast tumora 0.402 Hi kvadrat
Vegetantni 26 (57.8) 19 (42.2)

Ulcerovegetantni 59 (53.6) 51 (46.4)
ulceroinfiltrativni 5 (62.5) 3 (37.5)

Gradus tumora 0.450 Mann-
Dobor diferentovani 81 (60.9) 52 (39.1) Whitney
Srednje 19 (79.2) 5 (20.8)
diferentovani 2 (33.3) 4 (66.7)

Lose diferentovani

T3a 19 (65.5) 10 (34.5) 0.402 Mann-

T3b 48 (64.0) 27 (36.0) Whitney

T3c 28 (63.6) 16 (36.4)

T3d 7 47.7) 8 (53.3)

Invazija limfatika 0.219 Hi kvadrat
Da 29 (55.8) 23 (44.2)

Ne 73 (65.8) 38 (34.2)

Perineuralna invazija 1.000 Fisher
Da 6 (60.0) 4 (40.0)

Ne 96 (62.7) 57 (37.3)
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4.4.3. CD44v6

Od ukupno 163 ispitanika pozitivna CD44v6 imunoekspresija registrovana je kod 99
(60,7%) . Distribucija bolesnika u odnosu na CD44v6 imunoekspresiju prikazana je na grafikonu
13.

W CD44v6 +
B Cd44v6 -

Grafikon 13. Distribucija bolesnika u odnosu na CD44v6 imunoekspresiju

Na slici br 9. prikazana je pozitivna CD44v6 imunoekspresija tkiva tumora i negativna

CD44v6 imunoekspresija zdravog tkiva rektuma kod istog bolesnika .

Slika 9. CD44v6 imunoekspresija: (a) pozitivha CD44v6 imunoekspresija tkiva tumora i
negativna CD44v6 imunoekspresija zdravog tkiva rektuma
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U odnosu na ispitivane klinicko-patoloske parametre nije verifikovana statisticka

znacajnost u pogledu korelacije sa CD44v6 imunoekspresijom (tabela 16).

Tabela 16. Ispitivani klinicko-patoloski parametri u odnosu na CD44v6 imunoekspresiju

CD44v6 + CD44v6 -
Ispitivane varijable No % No % p test
Pol 0.721 Hi kvadrat
Muski 61  (59.8) 41 (40.2)
Zenski 38 (61.2) 23 (37.7)
Starost 0.168 Hi kvadrat
<50 19  (70.3) 8 (29.7)
>50 80  (58.8) 56 (41.2)
Vlsina tumora 0.967 Hi kvadrat
<5cm 18  (60.0) 12 (40.0)
5-10 cm 45  (60.0) 30 (40.0)
>10cm 36  (62.1) 22 (37.9)
Veli¢ina tumora 0.864 Hi kvadrat
<5cm 40  (61.5) 25 (38.5)
>5 cm 59 (60.2) 39 (39.8)
Adenokarcinomi 78 (58.6) 55 (41.4) 0.250 Hi kvadrat
Mucinozni adenokarcinomi 21 (70.0) 9 (30.0)
Rast tumora 0.892 Hi kvadrat
Vegetantni 26 (57.8) 19 (42.2)
Ulcerovegetantni 68  (61.8) 42 (38.2)
ulceroinfiltrativni 5 (62.5) 3 (37.5)
Gradus tumora 0.229 Mann-Whitney
Dobor diferentovani 78 (58.6) 55 (41.4)
Srednje diferentovani 16 (66.7) 8 (33.3)
LoSe diferentovani 5 (83.3) 1 (16.7)
T3a 19  (65.5) 10 (34.5) 0.984 Mann-Whitney
T3b 42 (56.0) 33 (44.0)
T3c 31  (70.5) 13 (29.5)
T3d 7 (46.7) 8 (53.3)
Vaskularna invazija 0.238 Hi kvadrat
Da 23 (69.7) 10 (30.3)
Ne 76  (585) 54  (41.5)
Invazija limfatika 0.115 Hi kvadrat
Da 27 (51.9) 25  (48.1)
Ne 72 (64.9) 39 (35.1)
Perineuralna invazija 0.516 Fisher
Da 5 (50.0) 5 (50.0)
Ne 94  (61.4) 59 (38.6)
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4.5.Rezultati ispitivanja prezivljavanja bolesnika

45.1. Prezivljavanje bez znakova bolesti (Disease free survival — DFS)

Petogodisnje prezivljavanje bez znakova bolesti (Disease free survival-DFS) za celu
ispitivanu grupu iznosilo je 77% (Grafikon 14).
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Grafikon 14. Prezivljavanje bez znakova bolesti (Disease free survival-DFS)
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PreZivljavanje bez znakova bolesti (Disease free survival — DFS) u odnosu na
klinickopatoloske varijable testirano je Kaplan-Meierovom analizom a znacajnost razlike na

nivou petogodiSnjeg prezivljavanja utvrdena je Log Rank testom.

Petogodisnje prezivljavanje bez znakova bolesti (Disease free survival-DFS) kod VEGF +
bolesnika bilo je 65% a kod VEGF — 90% (Grafikon 15). Postoji statisticki znac¢ajan razlika u

prezivljavanju bez znakova bolesti izmedu ove dve grupe ispitanika (Log Rank test p=0.001)
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Grafikon 15. Prezivljavanje bez znakova bolesti (Disease free survival — DFS) u odnosu na

VEGF imunoekspresiju
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PetogodiSnje prezivljavanje bez znakova bolesti (Disease free survival-DFS) kod EGFR +

bolesnika bilo je 85% a kod EGFR — 72% (Grafikon 16). Iako postoji trend loSijeg prezivljavanja

bez znakova bolesti kod EGRF + ispitanika, statisticka znacajnost nije dostignura (Log Rank test

p 0.111)
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Grafikon 16. Prezivljavanje bez znakova bolesti (Disease free survival — DFS) u odnosu na

EGFR imunoekspresiju

82



PetogodiSnje prezivljavanje bez znakova bolesti (Disease free survival-DFS) kod
CD44v6+ bolesnika bilo je 69% a kod CD44v6 — 89% (Grafikon 17). Postoji statisticki znacajan

razlika u prezivljavanju bez znakova bolesti izmedu ove dve grupe ispitanika (Log Rank test p

0.004)
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Grafikon 17. Prezivljavanje bez znakova bolesti (Disease free survival — DFS) u odnosu na

CD44v6 imunoekspresiju
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Postoji trend loSijeg petogodisSnjeg prezivljavanja bez znakova bolesti kod bolesnika kod
kojih je analizirano manje od 12 limfnih nodusa u odnosu na bolesnike kod kojih je taj broj bio
veéi od 12 ali statisticka znacajnost nije dostignura (Log Rank test p 0.1). Petogodisnje
prezivljavanje bez znakova bolesti kada je analizirano manje od 12 limfnih nodusa bilo 67% je

dok je u grupi sa analiziranih vise od 12 nodusa iznosilo 78% (Grafikon 18).
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Grafikon 18. Prezivljavanje bez znakova bolesti (Disease free survival — DFS) u odnosu na broj

analiziranih limfnih nodusa
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Postoji statisticki znacajan razlika u petogodiSnjem prezivljavanju bez znakova bolesti u

odnosu na vaskularnu invaziju (Log Rank test p=0.002), Kod bolesnika kod kojih postoji

vaskularna invazija petogodiSnje prezivljavanje bez znakova bolesti je bilo 53% dok je u grupi

bolesnika bez vaskularne invazije iznosilo 83% (Grafikon 19).
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Grafikon 19. Prezivljavanje bez znakova bolesti (Disease free survival — DFS) u odnosu na

vaskularnu invaziju (V)
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PetogodiSnje prezivljavanje bez bolesti (Disease free survival-DFS) u grupi bolesnika sa
perineuralnom invazijom bilo je 50% a u grupi bez perineuralne invazije 78% (Grafikon 20).
Postoji statisticki znacajan razlika u preZivljavanju bez bolesti izmedu ove dve grupe ispitanika

(Log Rank test p = 0.006)
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Grafikon 20. Prezivljavanje bez znakova bolesti (Disease free survival — DFS) u odnosu na

perineuralnu invaziju (PN)
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Posle podele osnovnog skupa u odnosu na gradus tumora( dobro, srednje i loSe

diferentovani tumori) dokazana je statisticka znacajnost razlike izmedu navedenih grupa u

odnosu na petogodisnje prezivljavanje bez znakova bolesti( Log Rank test p < 0.001). DFS u

grupi doro diferentovanih tumora bilo je 84%, srednje diferentovanih 41% a u grupi loSe

diferentovanih tumora 33% (Gafikon 21). Prezivljavanje je znatno vece u kategoriji dobro

diferentovanih tumora u odnosu na ostale dve kategorije
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Grafikon 21. PreZivljavanje bez znakova bolesti (Disease free survival — DFS) u odnosu gradus

tumora (G)
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Intraoperativna perforacija tumora znacajno utiCe na petogodiSnje prezivljavanje bez
znakova bolesti (Log Rank test p < 0,001). Petogodi$nje DFS u grupi sa perforacijom tumora bilo
je manje (25%) u odnosu na grupi bez perforacije tumora (78%) Sto je prikazano na grafikonu 22.
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Grafikon 22. Prezivljavanje bez znakova bolesti (Disease free survival — DFS) u odnosu na

intraoperativnu perforaciju tumora.
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U odnosu na vrstu adenokarcinoma ispitivano je petogodisnje prezivljavanje bez znakova
bolesti. Utvrdeno je losije petogodisnje DFS kod mucinoznih adenokarcinoma (47%) u odnosu na
ostale adenokarcinoma (84%). Rezultati su prikazani na grafikonu 23. Znacajnost razlike

potvrdena je Log Rank testom p < 0.001.
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Grafikon 23. Prezivljavanje bez znakova bolesti (Disease free survival — DFS) u odnosu na vrstu

adenokarcinoma (adenokarcinomi/mucinozni adenokarcinomi).
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Posle podele osnovnog skupa u odnosu na makroskopski rast tumora (vegetantni,
ulcerovegetantni i ulceroinfiltrativni) utvrdena je statisticki znacajna razlika u odnosu na DFS
(Log Rank test p = 0.006). Petogodis$nje prezivljavanje bez bolesti u grupi ulceroinfiltrativnih
tumora bilo je manje (38%) u odnosu na ulcerovegetantne (78%) i vegetantne tumore (80%)
(Grafikon 24).
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Grafikon 24. Prezivljavanje bez znakova bolesti (Disease free survival — DFS) u odnosu na rast

tumora ( vegetaantni, ulcerovegetantni, ulceroinfiltrativni).
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Utvrdena je statistiCki znacajna razlika u petogodisSnjem prezivljavanju bez znakova
bolesti u odnosu na T stadijum tumora ( Log Rank test p = 0.002). Petogodisnji DFS u grupi T3a
iznosilo je 77%, kod T3b 88%, T3c 71% dok je u grupi T3d bilo najmanje, 66% (Grafikon 25) .

Petogodisnje prezivljavanje bez bolesti bilo je javece kod T3b stadijuma bolesti.
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Grafikon 25. Prezivljavanje bez znakova bolesti (Disease free survival — DFS) u odnosu na T

stadijum tumora ( T3a,b,c,d).
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Takode je potvrdeno postojanje razlike u petogodiSnjem prezivljavanju bez znakova
bolesti u odnosu na T stadijuma kada su bolesnici podeljeni u dve grupe, grupu sa T3a.b i grupu
sa T3c,d tumorima (Log Rank test p = 0.008). Petogodisnje DFS u grupi T3a,b, bilo je vece
(84%) u odnosu na T3c,d grupu (63%). Rezultati su prikazani na grafikonu 26.
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Grafikon 26. Prezivljavanje bez znakova bolesti (Disease free survival — DFS) u odnosu na
T3a,b/T3c,d stadijum
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Klini¢ko-patoloske varijeble koje nisu pokazale statisticu znacajnost u odnosu na

prezivljavanje bez znakova bolesti (Disease free survival-DFS) prikazane su u tabeli 17.

Tabela 17. Ispitivane klinicko-patoloske varijable koje nisu pokazale statisticki znacajnu razliku

u odnosu na prezivljavanje bez znakova bolesti (Disease free survival — DFS)

varijabla

pol

starost

Visina tumora
Veli¢ina tumora

Distalni klirens

Log Rank test
p

0,370

0.508

0.317

0.876

0.755

varijabla

TME/TM

Broj limfnih nodusa
Invazija limfatika
EGFR ekspresija

Log Rank test

P
0.633

0.100
0.161
0.111
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4.5.2. Kancer specifi¢no prezZivljavanje (Disease specific survival — DSS)

PetogodiSnje kancer specifiéno prezivljavanje (Disease specific survival-DSS) za

ispitivanu grupu iznosilo je 84% (Grafikon 27).
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Grafikon 27. Kancer specifi¢no prezivljavanje (Disease specific survival-DSS)
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PetogodiSnje kancer specifi¢no prezivljavanje (Disease specific survival-DSS) kod VEGF

+ bolesnika bilo je 77% a kod VEGF — 93% (Grafikon 28). Postoji statisticki znacajan razlika u

petogodisnjem DSS izmedu ove dve grupe ispitanika (Log Rank test p = 0.002)
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Grafikon 28. Kancer specifi¢no prezivljavanje (Disease specific survival — DSS) u odnosu na

VEGF imunoekspresiju
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PetogodiSnje kancer specifi¢no prezivljavanje (Disease specific survival - DSS) u grupi
EGFR + bolesnika bilo je 82% a grupi EGFR — bolesnika 89% (Grafikon 29). Nije potvrdena
statisticka znacajnost razlike izmedu ove dve grupe bolesnika (Log Rank test p 0.352).
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Grafikon 29. Kancer specifi¢no prezivljavanje (Disease specific survival — DSS) u odnosu na

EGFR imunoekspresiju
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PetogodiS$nje kancer specifi¢no prezivljavanje (Disease specific survival - DSS) kod
CD44v6+ bolesnika bilo je 79% a kod CD44v6 — bolesnika 91% (Grafikon 30). Postoji statisticki

znacajan razlika u petogodisnjem DSS izmedu ove dve grupe ispitanika (Log Rank test p= 0.037)
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Grafikon 30. Kancer specifi¢no prezivljavanje (Disease specific survival — DSS) u odnosu na

CD44v6 imunoekspresiju
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Postoji trend losijeg petogodiSnjeg DSS kod bolesnika kod kojih je analizirano manje od
12 limfnih nodusa u odnosu na bolesnike kod kojih je taj broj bio ve¢i od 12 ali statisticka
znacajnost nije dostignuta (Log Rank test p = 0.280). Petogodisnje DSS kada je analizirano manje
od 12 limfnih nodusa bilo je 77% je dok je u grupi sa analiziranih vise od 12 nodusa iznosilo 86%
(Grafikon 31).
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Grafikon 31. Kancer specifi¢no prezivljavanje (Disease specific survival — DSS) u odnosu na

broj analiziranih limfnih nodusa
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Petogodisnje kancer specificno prezivljavanje znacajno je manje bilo u grupi bolesnika sa

prisutnom invazijom limfatika (77%) u odnosu na grupu bolesnika bez postojanja limfati¢ne

invazije (88%) Sto je potvrdeno Log Rank testom p = 0.044. Rezultati su prikazani na grafikonu

32.
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Grafikon 32. Kancer specifi¢no prezivljavanje (Disease specific survival — DSS) u odnosu na

prisustvo invazije limfatika (L)
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Postoji statisticki znacajan razlika u petogodiSnjem kancer specificnom prezivljavanju U
odnosu na vaskularnu invaziju (Log Rank test p = 0.003), Kod bolesnika kod kojih postoji
vaskularna invazija petogodis$nje prezivljavanje specificno za bolest je bilo 52% dok je u grupi

bolesnika bez vaskularne invazije iznosilo 88% (Grafikon 33).
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Grafikon 33. Kancer specifi¢no prezivljavanje (Disease specific survival — DSS) u odnosu na

prisustvo vaskularne invazije (V)
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PetogodiSnje kancer specifi¢no prezivljavanje (Disease specific survival - DSS) u grupi

bolesnika sa perineuralnom invazijom bilo je 43% a u grupi bez perineuralne invazije 87%.

Postoji statisticki znacajan razlika u prezivljavanju specificnom za bolest izmedu ove dve grupe

ispitanika (Log Rank test p = 0.001). Rezultati su prikazani na grafikonu 34.
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Grafikon 34. Kancer specifi¢no prezivljavanje (Disease specific survival — DSS) u odnosu na

perineuralnu invaziju (PN).
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Posle podele osnovnog skupa u odnosu na gradus tumora ( dobro (G1), srednje (G2) i lose

diferentovane tumore (G3)) dokazana je statistiCka znacajnost razlike izmedu navedenih grupa u

odnosu na petogodis$nje kancer specifi¢no prezivljavanje (Log Rank test p < 0.001). DSS u grupi

doro diferentovanih tumora bilo je 90%, srednje diferentovanih 64% a u grupi lose diferentovanih

tumora 50% (Grafikon 35). Prezivljavanje je znatno veée u kategoriji dobro diferentovanih

tumora u odnosu na ostale dve kategorije
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Grafikon 35. Kancer specifi¢no prezivljavanje (Disease specific survival — DSS) u odnosu na

gradus tumora (G)
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Intraoperativna perforacija tumora znacajno utiCe na petogodiSnje kancer specifi¢no
prezivljavanje (Log Rank test p < 0,001). Petogodisnje DSS u grupi sa perforacijom tumora bilo
je manje (25%) u odnosu na grupi bez perforacije tumora (86%). Rezultati su prikazani na

grafikonu 36.
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Grafikon 36. Kancer specifi¢no prezivljavanje (Disease specific survival — DSS) u odnosu na

postojanje intraoperativne perforacije tumora.
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U odnosu na vrstu adenokarcinoma ispitivano je petogodi$nje kancer specifi¢no

prezivljavanje. Utvrdeno je loSije petogodisnje DSS kod mucinoznih adenokarcinoma (58%) u

odnosu na ostale adenokarcinome kod kojih je DSS iznosilo (91%). Znacajnost razlike potvrdena

je Log Rank testom (p<0.001) $to je prikazano na grafikonu 37.
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Grafikon 37. Kancer specifi¢no prezivljavanje (Disease specific survival — DSS) u odnosu na

vrstu adenokarcinoma (adenokarcinomi/mucinozni adenokarcinomi)
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Posle podele osnovnog skupa u odnosu na makroskopski rast tumora (vegetantni,
ulcerovegetantni i ulceroinfiltrativni) utvrdena je statisticki znacajna razlika u odnosu na DSS
(Log Rank test p < 0.001). Petogodisnje prezivljavanje specificno za bolest u grupi
ulceroinfiltrativnih tumora bilo je manje (38%) u odnosu na ulcerovegetantne (86%) i vegetantne
(89%) tumour (Grafikon 38).
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Grafikon 38. Kancer specifi¢no prezivljavanje (Disease specific survival — DSS) u odnosu na rast

tumora (vegetantni, ulcerovegetantni, ulceroinfiltrativni).
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Utvrdena je statisticki znacajna razlika u petogodiSnjem kancer specificnom
prezivljavanju u odnosu na T stadijum tumora ( Log Rank test p = 0.018). Petogodisnje DSS u
grupi T3a iznosilo je 89%, kod T3b 92%, T3¢ 71% dok je u grupi T3d bilo takode 71% (Grafikon
39). Najbolje petogodisnje DSS bilo je u grupi T3b bolesnika.
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Grafikon 39. Kancer specifi¢no prezivljavanje (Disease specific survival — DSS) u odnosu na T

(a,b,c,d) stadijum tumora.

106



Takode je potvrdeno postojanje razlike u petogodiSnjem kancer specificnom
prezivljavanju u odnosu na T stadijuma kada su bolesnici podeljeni u dve grupe, grupu sa T3a.b
i grupu sa T3c,d tumorima (Log Rank p = 0.003). Petogodisnje DSS u grupi T3a,b, bilo je vece
(91%) u odnosu na T3c,d grupu (71%). Rezultati su prikazani na grafikonu 40.
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Grafikon 40. Kancer specifi¢no prezivljavanje (Disease specific survival — DSS) u odnosu na
T3a,b/T3c,d stadijum tumora
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Klini¢ko-patoloske varijeble koje nisu pokazale statisti¢u zna¢ajnost u odnosu na kancer

specifi¢no prezivljavanje (Disease specific survival - DSS) prikazane su u tabeli 18.

Tabela 18. Kancer specifi¢no prezivljavanje (Disease specific survival-DSS) u odnosu na

ispitivane klinicko-patoloSke varijable kod kojih nije potvrdena statisticka znacajnost razlike

varijabla Log Rank test varijabla Log Rank test
Y P

pol 0.741 TME/TM 0.506

starost 0.094 Broj limfnih nodusa  0.280

Visina tumora 0.401 EGFR ekspresija 0.352

Veli¢ina tumora 0.739

Distalni klirens 0.613
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4.5.3. Sveukupno preZivljavanje bolesnika (Overall survival — OS)

PetogodiS$nje sveukupno prezivljavanje bolesnika (Overall survival-OS) za ispitivanu

grupu bolesnika iznosilo je 69% (Grafikon 41).
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Grafikon 41. Sveukupno prezivljavanje (Overall survival-OS)
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PetogodiS$nje sveukupno prezivljavanje bolesnika (Overall survival-OS) kod VEGF +

bolesnika bilo je 59% a kod VEGF — bolesnika 80 % (Grafikon 42). Postoji statisti¢ki znacajan

razlika u petogodiSnjem sveukupnom prezivljavanju izmedu ove dve grupe ispitanika (Log Rank

test p = 0.001)
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Grafikon 42. Sveukupno prezivljavanje (Overall survival — OS) u odnosu na VEGF

imunoekspresiju
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PetogodiSnje sveukupno prezivljavanje (Overall survival-OS) u grupi EGFR + bolesnika

bilo je 67% a grupi EGFR — bolesnika 73% (Grafikon 43). Nije potvrdena statisticka zna¢ajnost

razlike izmedu ove dve grupe bolesnika (Log Rank test p = 0.306).
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Grafikon 43. Sveukupno prezivljavanje (Overall survival — OS) u odnosu na EGFR

imunoekspresiju
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PetogodiS$nje sveukupno preZivljavanje (Overall survival-OS) kod CD44v6+ bolesnika
bilo je 61% a kod CD44v6 — bolesnika 82% (Grafikon 44). Postoji statisti¢ki znacajan razlika u

petogodisnjem sveukupnom prezivljavanju izmedu ove dve grupe ispitanika (Log Rank test p =

0.006)
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PetogodiS$nje sveukupno prezivljavanje znacajno je manje bilo u grupi bolesnika sa

prisutnom invazijom limfatika (56%) u odnosu na grupu bolesnika bez postojanja limfati¢ne

invazije (75%) $to je potvrdeno

Log Rank testom (p = 0.014). Rezultati su prikazani na

grafikonu 45.
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Grafikon 45. Sveukupno prezivljavanje (Overall survival — OS) u odnosu na prisustvo invazije

limfatika (L)
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Postoji statisticki znacajan razlika u petogodisSnjem sveukupnom prezivljavanju bolesnika

u odnosu na vaskularnu invaziju (Log Rank test, p = 0.047). Kod bolesnika kod kojih postoji

vaskularna invazija petogodiSnje sveukupno prezivljavanje bilo 59% dok je u grupi bolesnika bez

vaskularne invazije iznosilo 72% (Grafikon 46).
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Grafikon 46. Sveukupno prezivljavanje (Overall survival — OS) u odnosu na prisustvo vaskularne

invazije (V)
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PetogodiSnje sveukupno prezivljavanje bolesnika (Overall survival-OS) u grupi bolesnika

sa perineuralnom invazijom bilo je 31% a u grupi bez perineuralne invazije 71% (Grafikon 47).

Postoji statisticki znacajan razlika u petogodi$njem sveukupnom prezivljavanju izmedu ove dve

grupe ispitanika (Log Rank test, p = 0.043)
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Grafikon 47. Sveukupno prezivljavanje (Overall survival — OS) u odnosu na prisustvo

perineurlne invazije (PN)
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Posle podele osnovnog skupa u odnosu na gradus tumora( dobro, srednje i loSe

diferentovani) dokazana je statisticka znacajnost razlike izmedu navedenih grupa u odnosu na

petogodisnje sveukupno prezivljavanje ( Log Rank test, p < 0.001). OS u grupi doro

diferentovanih tumora (G1) bilo je 73%, umereno diferentovanih (G2) 49% a u grupi lose

diferentovanih tumora (G3) 50% (Grafikon 48). Prezivljavanje je znatno vece u kategoriji dobro

diferentovanih tumora u odnosu na ostale dve kategorije
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Grafikon 48. Sveukupno prezivljavanje (Overall survival — OS) u odnosu na gradus tumora (G)
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Intraoperativna perforacija tumora znacajno utiCe na petogodiSnje sveukupno
prezivljavanje (Log Rank test, p = 0,023). Petogodisnje OS u grupi sa perforacijom tumora bilo je
manje (25%) u odnosu na grupi bez perforacije tumora (70%). Rezultati su prikazani na

grafikonu 49.
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Grafikon 49. Sveukupno prezivljavanje (Overall survival — OS) u odnosu na intraoperativnu

perforaciju tumora
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Klini¢ko-patoloske varijeble koje nisu pokazale statisticu znacajnost u odnosu na

sveukupno prezivljavanje (Overall Survival-OS) prikazane su u tabeli 19.

Tabela 19. Sveukupno prezivljavanje (Overall Survival-OS) u odnosu na ispitivane klini¢ko-

patoloske parameter kod kojih nije potvrdena statisticka znacajnost razlike Log Rank testom.

varijabla Log Rank test varijabla Log Rank test
p p

pol 0.876 Broj limfnih nodusa 0.103

Visina tumora 0.516 Nacin rasta tumora 0.145
Veli¢ina tumora 0.779 T (a,b,c,d,) stadijum 0.742

Distalni klirens 0.938 T(a,b/c,d) stadijum 0.287

Vrsta adenokarcinoma 0.063 EGFR ekspresija 0.306
TME/TM 0.980
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Univarijjantnim Cox regresionim modelom testiran je wuticaj klinicko-patoloskih
karakteristika tumora nao i nivo imunoekspresije ispitivanih biomarkera (VEGF, EGFR i
CD44v6) na sveukupno prezivljavanje bolesnika (Overall survival-OS) §to je prikazano na tabeli
20.

Tabela 20. Univarijantni cox regresioni model ispitivanih klini¢ko-patoloskih karakteristika
tumora 1 nivoa (VEGF, EGFR 1 CD44v6) ekspresije u odnosu na sveukupno prezivljavanje
bolesnika

95% interval
poverenja

Nezavisna varijabla B p HR - -
donja gornja
granica granica
Pol -0,041 0,876 0,96 0,57 1,61
Visina tumora 0,016 0,928 1,02 0,72 1,44
Veli¢ina tumora 0,073 0,780 1,08 0,65 1,79
Distalni.klirens -0,073 0,593 0,93 0,71 1,21
Vrsta operacije 0,041 0,839 1,04 0,70 1,55
TME/TM -0,007 0,980 0,99 0,59 1,68

Intraoperativna perforacija
tumora
Adenokarcinomi/mucinozni
adenokarcinomi

1,259 0,034 3,52 1,10 11,27

0,566 0,067 1,76 0,96 3,23

Makroskopski rast tumora 0,054 0,832 1,06 0,64 1,73
T stadijum tumora 0,109 0,456 1,12 0,84 1,49
Broj analiziranih l.nodusa -0,490 0,107 0,61 0,34 1,11
Infiltracija limfatika tumorom (L) 0,615 0,016 1,85 1,12 3,05
Vaskularna invazija (V) 0,561 0,051 1,75 1,00 3,07
Perineuralna infiltracija (PN) 0,847 0,050 2,33 1,00 5,44
Gradus tumora (G) 0,670 0,001 1,95 1,34 2,86
VEGF imunoekspresija 0,846 0,002 2,33 1,36 3,98
EGFR imunoekspresija 0,277 0,309 1,32 0,77 2,25
CD44v6 imunoekspresija 0,755 0,007 2,13 1,23 3,68

Univarijantnim Cox regresionim modelom potvrdeno je da je sveukupno prezivljavanje
bolesnika loSije ukolino postoji intraoperativna perforacija tumora, invazija limfatika |,
perineuralna infiltracija, kod losije diferentovanih tumora kao i kod povisene VEGF 1 CD44v6
imunoekspresije. Takode, sveukupno prezivljavanje je losije 1 kod prisustva vaskularne invazije

obzirom da je p jako blizu dostizanja grani¢ne vrednosti ststistiCke znacajnosti (p=0.051)
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Sve varijable koje su pokazale statisticku znacajnost u univarijantnoj analizi terstirane su

multivarijantnom Cox regresionom analizom. Rezultati su prikazani u tabeli 21.

Tabela 21. Multivarijantna Cox regresiona analiza varijabli koje su pokazale statisticku

znacajnost univarijantnom analizom u odnosu na sveukupno prezivljavanje bolesnika

95% interval poverenja

Nezavisna varijabla B p HR ~donja gornja
granica granica

Perforacija tumora

1,717 0,006 5,57 1,63 18,99
Infiltracija limfatika (L) 0549 0040 1.73 1.03 2,93
Perineuralna infiltracija 0681 0131 1.98 0,82 4,78
Gradus tumora (G) 0425 0,043 1,53 1,01 2,31
VEGF imunoekspresija 0,773 0,008 2,17 1,23 3,83
CD44v6 imunoekspresija 0711 0020 204 1,12 3,70

Multivarijantnom analizom su intraoperativna perforacija tumora, infiltracija limfatika,

loSa diferencijacija tumora kao 1 kod povisena VEGF 1 CD44v6 imunoekspresija potvrdene kao

nezavisi parametri loSeg sveukupnog prezivljavanja bolesnika.
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5. DISKUSIJA

Kolorektalni karcinom zauzima tre¢e mestu po ucestalosti, a na drugom mestu je kao
uzrok smrti kod bolesnika sa karcinomom u zapadnim zemljama (1). Oko jedne trecine
kolorektalnih karcinoma je lokalizovano u rektumu. Biologija tumora rektuma se na odredeni
nacin razlikuje od karcinoma kolona tako da je i njegov tretman specifi¢an. Pored potrebe za
preciznom preoperativnom dijagnostikom, postoje odredene dileme o optimalnoj strategiji
leCenja u odnosu na stadijum bolesti. HirurSko lecenje je i dalje osnovni metod u lecenju
karcinoma rektuma mada je primena neoadjuvantne terapije pokazala znacajne rezultate narocito
u lecenju lokalno uznapredovalih tumora (52, 145). Za razliku od uznapredovalih tumora, gde
postoji odredeni konsenzus o strategiji leCenja, i dalje postoji problem kada je re¢ o karcinomima
u ranijem stadijumu, posebno stadijumu I1A bolesti. Lokalna kontrola i stepen prezivljavanja
ovih bolesnika je znacajno unapreden proteklih godina. Glavne trajal studije sprovedene na ovu
temu dosle su do zakljucka da uvodenje totalne mezorektalne ekscizije kao standarda u hirur§Skom
lecenju karcinoma rektuma moze sniziti stopu lokalnog recidiva sa 15-20% na 4-7% 1 poboljsati

prezivljavanje na 80-85% kod pacijenata u Il stadijumu bolesti (146).

Sa druge strane, uvodenje skrining programa za kolorektalni karcinom, sada S$iroko
primenjenog Sirom sveta a 1 u nasoj zemlji, dodatno je doprinelo promeni strukture pacijenata sa
klorektalnim karcinomom. Sve je vecéa ucestalost pacijenata sa ranim stadijumom bolesti tako da
se u buduénosti mogu ocekivati odredena poboljSanja u smislu ishoda lecenja. Medutim,
neoadjuvantna terapija i TME hirurgija takode imaju odredene nedostatke. Naime, funkcionalni
deficiti, morbiditet i mortalitet su neizbezni u odredenom procentu. Preoperativna radioterapija

takode je prac¢ena odredenim komplikacijama (41, 147, 148).

Imajuéi u vidu navedeno mozemo zakljuciti da kod odredene grupe pacijenata nije neophodna

preoperativna hemioradioterapija ¢ime bi se izbegle gore navedene komplikacije.

Poboljsani preoperativni “staging” moze nam pomoc¢i u identifikaciji pacijenata kod kojih
bezbedno mozemo odmah primeniti hirurSko lecenje. Tu se pre svega misli na magnetnu
rezonancu visoke rezolucije, koja danas predstavlja zlatni standard u preoperativnom odredivanju

stadijuma karcinoma rektuma na osnovu ¢ega mozemo odluciti kod kojih pacijenata je neoprodna
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preoperativna redioterapija odnosno hemioradioterapija (18). Tumori T1 i T2 stadijuma se
bezbedno mogu tretirati samo hirur§kim le¢enjem (58). Odredene dileme postoje kod T3 tumora.
Iako ne postoje zvani¢no objavljene preporuke, moze se reci da ovaj pristup moze biti dovoljan i
kod odredenog broja pacijenata sa T3NO tumorima, kod kojih je preoperativno dokazano da
postoji bezbedna lateralna resekciona margina (CRM) u ¢emu se slazu brojni eksperti iz ove

oblasti.

Danas su podeljena misljenja u pogledu primene adjuvantne terapije kod ovih pacijenata.
Moze se reci da preovladuje stav da kod stadijuma Il karcinoma rektuma, adjuvantnu terapiju
treba primeniti samo kod bolesnika sa visokim rizikom za recidiv bolesti (58). Imaju¢i u vidu ovu
¢injenicu, namece se imperativ u identifikaciji bolesnika sa visokim rizikom, narocito bolesnika
kod kojih je patohistoloski potvrden T3NO stadijum bolesti nakon sprovedenog hirurs§kog lecenja.
U proslosti su radena mnoga istrazivanja koja su se uglavnom bazirala na analizi standardnih
patohistoloSkih parametara kao Sto su loSa diferencijacija tumora, perforacija tumora,
limfovaskularna i perineuralna invazija koji su potvrdeni kao faktori koji uticu na loSu prognozu
(41, 149). U novije vreme, postoji tendencija da se u ovoj grupi pacijenata, T3NO stadijuma, koji
na osnovu do sada poznatih klinickih i patohistoloskih faktor rizika ne pripadaju rizi¢noj grupi, a
kod kojih se recidiv javlja u oko 20% bolesnika, uvodenjem biomarkera i njihovom
kombinacijom sa ve¢ dobro poznatim faktorima rizika identifikuje podgrupa pacijenata sa
visokim rizikom koja bi mogla imati koristi od adjuvantne hemioterapije (127, 150-152). Takode,
ova grupa pacijenata iziskivala bi i intenzivnije postoperativno pracenje u cilju Sto ranijeg

otkrivanja eventualnog recidiva bolesti.

Sa istim ciljem sprovedeno je i naSe istrazivanje gde smo ispitivali potencijalni
prognosti¢ki potencijal tri biomarkera (VEGF, EGFR i CD44v6) kod pacijenata kurativno
operisanih  zbog karcinoma rektuma T3NOMO stadijuma kod kojih nije primenjena
neoadjuvantna terapija. Pored navedenih markera ispitivali smo 1 prognosti¢ki efekat dobro
poznatih klini¢kopatoloskih karakteristika tumora kao i njihovu korelaciju sa navedenim

biomarkerima.

Ukupno smo analizirali 163 bolesnika koji su kurativno operisani zbog karcinoma
rektuma i kod kojih je patohistoloski potvrdena dijagnoza T3NOMO stadijuma bolesti. U toku

perioda pracenja kod 6 bolesnika doslo je do pojave lokalnog recidiva a kod 31 bolesnika su
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dijagnostikovane distalne metastaze. Kumulativni petogodi$nji lokalni recidiv (Kaplan Meier
test) za ispitivanu grupu bio je 4% dok se metastatska bolest javila kod 20% pacijenata.
Navedene stope lokalnog i distalnog recidiva u skladu su sa brojnim do sada objavljenim
studijama za navedeni stadijum (153, 154). Prezivljavanje bez znakova bolesti (DFS) bilo je
T77%, kancer specifictno prezivljavanje (DSS) 84% dok je sveukupno prezivljavanje (OS) za
ispitivanju grupu iznosilo 69%, Ssto je takode u saglasnosti sa do sada objavljenim studijama za

ovaj stadijum bolesti (153).

Udaljenost tumora od anokutane linije (visina tumora), veli¢ina tumora, kao i nacin rasta,
podaci su koje uglavnom mozemo dobiti proktoloskim pregledom. Poznavanje uticaja ovih
faktora na prognozu bolesti moze nam pomo¢i da prepoznamo bolesnike sa povecanim rizikom

za pojavu lokalnog recidiva i tome prilagodimo nacin lecenja.

Tacna lokalizacija tumora odnosno njegova udaljenost od anokutane linije je od izuzetne
vaznosti S obzirom da je brojnim studijama nesumnjivo potvrdeno da tumori distalne treéine
rektuma imaju lo$iju prognozu i da su praceni ve¢om stopom lokalnog recidiva (155, 156).
Odredene studije su pokazale i loSije ukupno prezivljavanje bolesnika sa distalno pozicioniranim
karcinomom rektuma(155). Pozicija tumora u vecini studija je uglavnom analizrana zajedno sa
ve¢ dobro poznatim patohistoloskim faktorima prognoze a ispitanici nisu bili selektovani u
odnosu na stadijum bolesti. Na pr. Bernstajn i sar (156) su pokazali da bolesnici sa nizom
lokalizacijom tumora imaju visi N status 1 loSiju prognozu. Sve ovo uti¢e na moguce
nepreciznosti u vezi procene stvarnog uticaja pozicije tumora na prognozu bolesti naro¢ito u
ranim stadijumima. U na$oj studiji koja je u pogledu selekcije bolesnika bila homogena, distanca
tumora je bitno uticala na pojavu lokalnog recidiva. Lokalni recidiv se ¢es$ce javljao kod tumora
distalne tre¢ine rektuma u odnosu na tumore medijalne i proksimalne tre¢ine. Od ukupno Sest
bolesnika sa lokalnim recidivom kod cetiri je tumor bio lociran u distalnoj trecini rektuma a kod
ostala dva u medijalnoj tre¢ini. Kod bolesnika kod kojih je tumor bio u proksimalnoj trecini
rektuma nije dijagnostikovan lokalni recidiv za vreme perioda pracenja. lako zbog malog broja
ispitanika navedeni uticaj pozicije tumora na pojavu lokalnog recidiva nije ispitivan
multivarijantnom analizom, poziciju tumora rektuma treba uvek uzeti u obzir prilikom odluke o

modalitetu lecenja.
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Sto se tie na¢ina rasta tumora i njegove povezanosti sa pojavom loklanog recidiva
misljenja su podeljena. Pojedini autori navode loSiju prognozu kod ulceroinfiltrativnog rasta
(157) dok drugi losiju prognozu kod ove forme tumora tumace kao posledicu histoloskog tipa
tumora (najceSce signet-ring cell karcinoma) a ne makroskopskog izgleda (41,158). U nasem
istrazivanju nacin rasta tumora se pokazao kao znacajan faktor u predikciji loklanog recidiva.
Manfredi i sar. u studiji na 682 bolesnika, nacin rasta tumora navode kao lo§ prognosticki faktor
sa petogodisnjim lokalnim recidivom od 14.1% kod vegetantne forme u odnosu na 26.3% kod
ulceroinfiltrativne forme tumora. S obzirom na mali broj bolesnika sa lokalnim recidivom, nasim
istrazivanjem nismo mogli sa sigurnos¢u da potvrdimo kakav je uticaj nacina rasta na njegovu
pojavu. Medutim, moze se re¢i da ulceroinfiltrativna forma tumora predstavlja lo§ prognosticki
faktor uzimaju¢i u obzir da je nasa studija pokazala da postoji losije petogodisnje DFS Kkao i
losije DSS kod ulceroinfiltrativne forme (DFS 38%, DSS 38%) u odnosu na vegetantne (DFS
80%, DSS 89%) i ulcerovegetantne tumore (DFS 78%, DSS 86%). U sveukupnom prezivljavanju
bolesnika nije postojala znacajna razlika izmedu analiziranih grupa u odnosu na makroskopski

rast tumora.

Veli¢ina tumora se u odredenim studijama takode spominje kao lo§ prognosticki faktor
naroCito za pojavu lokalnog recidiva (41,157). Nesto veci znacaj uticaju veli¢ine tumora na
prognozu bolesti pridavan je u proslosti, posebno pre uvodenja TME hirurgije kao standarda
mada se moze reci da kod ekspanzivnih tumorskih procesa i danas ima znacajnu ulogu i otezava
hirurski rad. U naSoj studiji s obzirom da je ispitivana grupa bila relativno ranog stadijuma bolesti
veli¢ina tumora se nije pokazala kao znacajan faktor prognoze bolesti kako u pogledu pojave

recidiva bolesti tako i u pogledu prezivljavanja.

Operativno lecenje karcinoma rektuma je i dalje glavni metod lecenja, bez obzira na
razvoj ostalih vidova terapije. Operativna tehnika koja je primenjivana u nasoj grupi bolesnika
bila je uniformna i bazirala se na principima koje je Heald (29) postavio jos pre tri decenije a koji
su detaljno elaborirani u nizu ¢lanaka i knjiga. Iako je uvodenje totalne mezorektalne ekscizije
(TME) nesumnjivo dovelo do smanjenja stope lokalnog recidiva, transsekcija mezorektuma (TM)
nije izgubila svoj znacaj. Opste je prihvacen stav da je kod tumora distalne trecine rektuma
neophodno uraditi totalnu mezorektalnu eksciziju, kod tumora proksimalne tre¢ine onkoloski

bezbedna procedura je transsekcija mezorektuma uz adekvatan distalni klirens, dok su za srednju
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tre¢inu rektuma miSljenja i dalje podeljena (159, 160). Medutim, razli¢iti stavovi u pogledu
obima operacije uglavnom se odnose na uznapredovale stadujume bolesti pre svega N pozitivne
tumore. Kada je re¢ o NO tumorima preovladuje stav da je transekcija mezorenkuma, za tumore
srednje tre¢ine rektuma onkoloski prihvatljiva. S obzirom da se kod N negativnih tumora ocekuje
dobar onkoloski rezultat, kod ovih bolesnika posebo treba uzeti u obzir pojavu komplikacija koje
su vezane za izbor odredene operativne procedure (161). Evidentne onkoloske prednosti totalne
mezorektalne ekscizije u smislu odstranjivanja celokupnog preparata rektuma umanjuju
funkcionalni neostaci kada govorimo o tumorima srednje tre¢ine rektuma. Naime, posle TME-a
bolesnici zavrSavaju sa niskom anastomozom 1 protektivnom stomom. Bazirajuéi se na podacima
iz literature vidimo da funkcionalni rezultati, dehiscencija anastomoze i komplikacije izvodenja i
suture prtektivne stome nose sa sobom odredeni morbiditet i moratalitet (162). Sa druge strane,
rezultati drugih autora govore u prilog toga da je transsekcija mezorektuma onkoloski sigurna uz
daleko bolje funkcionalne rezultate s obzirom na visinu anastomoze (32, 160, 161). U na$oj
ispitivanoj grupi potvrdili smo navedene stavove tj. gledaju¢i samo bolesnike sa tumorima
srednje tre¢ine rektuma a u odnosu na izvedenu proceduru (TME ili TM), nismo ustanovili
statisticku razliku u zastupljenosti lokalnog recidiva. Naravno, u odlu¢ivanju o tipu operacije
mora se voditi racuna o drugim klini¢kopatoloskim faktorima kao ¢to su: dijametar tumora, nacin

rasta, kao i onkoloski zadovoljavaju¢em distalnom klirensu koji je imperativ.

Kod tumora distalne treé¢ine rektuma postoji druga dilema. U cilju postizanja §to boljeg
kvaliteta zivota a imaju¢i u vidu napredak u dijagnostici, preoperativnom tretmanu 1 tehnickim
sredstvima (upotreba staplera), u modernoj hirurgiji karcinoma rektuma postoji teznja za S$to
ve¢im procentom ocuvanja sfinkternog aparata. Kod bolesnika u naSoj studiji od ukupnog broja
operacija sfinkterprezervirajue procedure primenjene su kod 92.6% bolesnika Sto predstavlja
izvanredan rezultat. Miles-ova operacija uradena je kod 4.3% a Hartmann-ova procedura kod
3,1% bolesnika. Za donoSenje odluke o izvodenju sfinkterprezerviraju¢ih operacija a narocito
intersfinkteri¢nih operacija, izuzetno je vazno distalno intramuralno Sirenje tumora koje
podrazumeva propagaciju tumorskih ¢elija kroz crevni zid distalno od makroskopski vidljive
granice tumora. Quer i saradnici (163) su jos 1953. godine u prospektivnoj studiji pokazali da je
ovaj vid $irenja karcinoma rektuma jako redak. Koncept TME koji je postavio R.J.Heald (145)
1982. god. a koji je omogucio prezerviranje sfinkternog aparata uz znacajno smanjenje stope

lokalnog recidiva, bazira se na Cinjenici da je distalno intramuralno Sirenje karcinoma rektuma u
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vecini slucajeva svega nekoliko milimetara, tako da je dovoljna linija resekcije od 1 cm u odnosu

na donju ivicu tumora.

U studiji na 682 bolesnika Manfredi (157) navodi da se procenat bolesnika sa distalnom
marginom manjom od 20 mm menjao tokom vremena, od 50% (1976-1985) do 68.5% (1986-
1995). Podaci u studiji ukazuju da smanjenje distalnog klirensa nije bilo praceno povecanjem
stope lokalnog recidiva. Shirouzu i sar. (164), su pokazali da distalno intramuralno Sirenje zavisi
od stadijuma bolesti. Distalno intramuralno Sirenje bilo je 0 u I stadijumu, 1.2% u 111 5.1% u 1l
stadijumu bolesti. Takode, navedeno je da je u vecini slucajeva distalno intramuralno $irenje
tumora bilo limitirano na lcm. U skorasnjoj studiji (165) objavljenoj na ovu temu koja
predstavlja sistematski pregled do sada objavljene literature, autori zakljucuju da je prilikom
izvocenja niskih resekcija rektuma distalni klirens manji od lcm onkoloski prihvatljiv. U
selektovanim sluc¢ajevima distalni klirens 1 manji od Smm pokazao se kao onkoloski bezbedan.
Naravno, prilikom odluke o izvodenju operacije treba uvek imati u vidu i druge klinickopatoloske
karakteristike tumora koje mogu imati uticaja na prognozu bolesti. U studiji se takode navodi
velika heterogenost u do sada objavljenoj literaturi u pogledu nac¢ina merenja distalnog klirensa,
na sveze reseciranim preparatima ili nakon fiksacije formalinom, s obzirom da je poznato da
nakon odredenog vremena dolazi do skupljanja tkiva nakon fiksacije. Takode, studije su
nehemogene u pogledu stadijuma bolesti. U studiji koju su objavili Andreola i sar. (166)
analizirani su posebno bolesnici sa NO tumorima pozicioniranih u distalnoj tre¢ini rektuma kod
kojih je uradena niska resekcija i koloanalna anastomoza. Procenjivan je uticaj distalnog klirensa
na recidiv bolesti kod ovih bolesnika. Kod bolesnika sa patohistoloski potvrdenom negativnom
distalnom marginom nije bilo statisticki znacaje razlike u pojavi lokalnog recidiva u odnosu na
distalni klirens. Nije potvrdena razlika u pojavi lokalnog recidiva u odnosu na distalni klirens
manji od 10mm ili kada je ta distance bila veca. Takode 1 u ovoj studiji je pokazan dobar
onkoloski rezultat bolesnika sa negativnim nodalnim statusom S obzirom da je stopa lokalnog
recidiva bila 3.4% u grupi sa distalnim klirensom manjim od 10mm i 5.4% u grupi sa ve¢om
distancom distalne resekcione margine, bez statisti¢ki znacajne razlike. Nasi rezultati potvrduju
gore navedene tvrdnje s obzirom da se pokazalo da je i distalni klirens manji od 5mm (meren
nakon fiksacije preparata formalinom) u odredenim selektiranim sluc¢ajevima pokazao kao

onkoloski bezbedan.
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Nazalost, u slu¢aju kada nije moguce ocCuvanje sfinkternog aparata metoda izbora je
abdominoperinealna amputacija rektuma. Iako uvedena u hirurSku praksu jos 1908. godine od
strane E. Milesa (27) procedura je i dalje aktuelna i tehnicki izazovna s obzirom da se u velikom
procentu slucajeva radi o uznapredovalom stadijumu tumora. Prilikom izvodenja perinealnog
akta mora se voditi raCuna o lateralnom klirensu, na Sta je skrenuta paznja detanjim ispitivanjem
postoperativnih preparata i uvodenjem u redovnu praksu odredivanja CRM-a, koji ¢esto u ovim
slu¢ajevima moze biti pozitivan. U cilju prevazilazenja ovog problema T. Holm (167) je
promovisao novi nacin izvodenja ove procedure koji primenjuje veliki broj hirurga, mada se
onkoloski rezultati jo§ proveravaju u randomizovanim studijama. U naSoj ispitivanoj grupi nije
bilo bolesnika sa CRM pozitinom marginaom, upravo da bi se isklju¢io njen uticaj na pojavu
lokalnog recidiva koji je nesporan. U na$oj ispitivanoj grupi u odnosu na izvedenu operativnu
proceduru (abdominoperinealna amputacija rektuma, TME sa koloanalnom anast, Hartmanova

procedura), saglasno sa rezultatinma u literature nije postojala razlika u pogledu prognoze bolesti.

Intraoperativna perforacija tumora je komplikacija koju na svaki nacin treba izbegavati.
Procenat intraoperativne perforacije tumora kod karcinoma rektuma zabeleZen od 8-16% (168).
U literaturi je dokazano da je ovaj dogadaj u korelaciji sa pojavom lokalnog recidiva (168).
Perforacija tumora se naravno ¢eS¢e deSava kod voluminoznih, niskih tumora te je u ovim
slu¢ajevim potrebna dodatna paznja i pridrzavanje svih tehnickih i onkoloSkih pravila. Objavljene
studije ni u ovom slucaju nisu homogene u pogledu stadijuma bolesti. U nasSoj studuju
intraoperativna perforacija registrovana je kod 4 bolesnika od ¢ega je kod dva doslo do pojave
lokalnog recidiva. Takode, pokazalo se znacajno manje kako prezivljavanje bez znakova bolesti
tako 1 sveukupno preZivljavanje u odnosu na bolesnike bez perforacije tumora. lako dobijeni na
malom broju slucajeva, dobijeni reziltati ukazuju na prognosticku znaajnost intraoperativne
perforacije 1 kod manje invazivnih tumora te je hirurSka opreznost 1 kod ovih bolesnika

neophodna kako bi se ova komplikacija izbegla.

Detaljna patohistoloska obrada preparata nakon operacije ima neprocenjiv znacaj u
odredivanju stadijuma bolesti jer se, na zalost, i pored velikog napretka u preoperativnoj
dijagnostici, najcesc¢e sve informacije o stadijumu dobijaju tek nakon operativnog odstranjivanja

tumora i detaljne patohistoloske obrade reseciranih preparata.
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Mucinozni adenokarcinomi predstavljaju posebnu podgrupu kolorektalnog karcinoma i
¢ine 3.9-19% svih adenokarcinoma kolorektuma. Prema definiciji Svetske zdravstvene
organizacije (169) to su adenokarcinomi koji sadrze vise od 50% mucinozne komponente u
tumoru. Ce§ée su prisutni u desnom kolonu i udruZeni su sa logijom prognozom (170). Losija
prognoza je i kod karcinoma rektuma u smislu veéeg procenta lokalnog recidiva i loSijeg
prezivljavanja kod ovih tumora (171). Takode primecen je i loSiji odgovor na neoadjuvantnu
terapiju kod karcinoma rektuma (172). Obi¢no se javljaju kod mladih pacijenata i udruzeni su sa
uznapredovalim stadijumima bolesti, voluminoznijim tumorima, limfovaskularnom invazijom i
vi§im nodalnim stadijumom tumora (173). Imajuéi u vidu gore navedeno moze se zakljuciti da
mucinozni adenokarcinomi iziskuju odredene specifi¢nosti u pogledu strategije lecenje kako bi se
postigli optimalni rezultati. Vecéina objavljenig studija uglavnom se bavila analizom tumora
kolona i rektuma zajedno tako da je izvodenje zakljucaka o specifi¢nosti ovog tipa tumora kod
lokalizacije na rektumu jako teSko. Posebna agresivnost ovih tumora u rektumu u odnosu na
kolon objasnjava se posebnim anatomskim odnosima u karlici, uskim prostorom i
specificnostima limfovaskularnog Sirenja. Dodatne poteskoce u odredivanju stvarne agresivnosti
micinoznih kolorektalnih karcinoma predstavlja i ¢injenica da su u ovoj grupi karcinoma cesto
raCunati i “signer-ring sell type” i karcinomi sa parcijalnom mucinskom diferencijacijom ili drugi

kombinovani tumori (174).

U studiji Hyngstroma i sar. (175) potvrdeno je da je mucinozni adenokarcinom udruZen sa
losijim prezivljavanjem samo kada je lociran na rektumu. Druga studija je pokazala da je
petogodisnje prezivljavanje loSije kod tumora stadijuma Il i Ill ali ne i kod tumora u i IV
stadijumu (176). U istoj studiji potvrdena je statisticka znacajnojst kod analize cele ispitivane
grupe, petogodiSnje prezivljavanje kod mucinozih adenokarcinoma bilo je 62% u odnosu na
nemucinozne, kod kojih je prezivljavanje bilo 70%. Takode postoje studije koje nisu potvrdile
znacajnu razliku u pogledu prezivljavanja izmedu ove dve vrste tumora (174, 177). Kod nasih
ispitanika mucinozni adenokarcinom dijagnostikovan je kod 18.4% bolesnika. Ovi tumori su
pokazali losiju prognozu kako u pogledu pojave lokalnog i distalnog recidiva tako i u pogledu
prezivljavanja u odnosu na tumore sa <50% mucinozne komponente. Petogodisnje DFS kod
mucinozih karcinoma iznosilo je 47% a u drugoj grupi karcinoma bez mucinozne komponente
84%. Takode je bilo loSije DSS 58% u odnosu na 91%. Medutim u pogledu sveukupnog

prezivljavanja nije potvrdena statisti¢ki znacajna razlika izmedu ove dve grupre ispitanika. Iako
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je uvodenjem totalne mezorektalne ekscizije kao standarda u leCenju karcinoma rektuma znatno
unapredena lokalna kontrola bolesti, postoji tendencija ucestalije pojave lokalnog i distalnog
recidiva kod mucinoznih adenokarcinoma (178). To ove bolesnike svakako svrstava u grupu koja
bi imala koristi od primene adjuvantne hemioterapije mada ne postoje jasne trajal studije koje bi

to potvrdile.

Histoloski gradus (stepen histoloskog maligniteta) 1 njegov uticaj na prgnozu bolesti
takode je bio predmet brojnih studija (178-180). Ovaj parametar predstavlja globalnu procenu
tumorskog fenotipa i uglavnom je udruzen sa losijom prognozom. Histopatoloska progresija
kolorektalnih tumora od polipa do invazivnog karcinoma povezana je sa nizom genskih mutacija
(181). Moze se ra¢i da su slabo diferentovani karcinomi akumulirali veliki broj mutacija, $to ne
samo da objasnjava njihov histopatoloski izgled ve¢ uti¢e na formiranje genski heterogenog i
agresivnijeg tumora. U studiji Gutnera (178) i saradnika analizirano je ukupno 704 bolesnika
kurativno operisanih zbog karcinoma rektuma. U grupi pacijenata sa loSe diferentovanim
tumorima cesc¢a je bila pojava distalnih metastaza, 81.8% u odnosu na grupu pacijenata sa dobro
diferentovanim tumorima gde su se distalne metastaze javile kod 38.9% bolesnika. Takode
odredene studije su dosle do zakljucka da loSije diferentovani tumori imaju uticaj na
prezivljavanje pacijenata. U naSoj ispitivanoj grupi gradus tumora se pokazao kao nezavisan
prognosticki faktor petogodiSnjeg sveukupnog prezivljavanja bolesnika (OS). Petogodi$nje OS u
grupi dobro diferentovanih tumora iznosilo je 73% dok je znatno loSije bilo u grupi srednje
diferentovanih (49%) 1 grupi loSe diferentovanih tumora sa petogodiSnjim OS od 50%. Takode
univarijantnom analizom identifikovan je kao lo§ prognosticki faktor za pojavu distalnih
metastaza. Medutim, odredivanje gradusa tumora je subjektivna kategorija i uglavnom zavisi od
iskustva patologa. Pored toga, kod velike vecine pacijenata su prisutni umereno diferentovani
tumori tako da uzimajuéi sve u obzir korist od gradiranja tumora nije toliko velika koliko bi se
moglo ocekivati. Imajuci u vidu ove Cinjenice moze se pretpostaviti da bi eventualna kombinacija
gradusa tumora sa potencijalnim biomarkerima prognoze pomogla u odlu¢ivanju o optimalnoj

strategiji leCenja ovih pacijenata.

Patothistolosko odredivanje T stadijuma tumora i njegov znacaj u prognozi bolesti je vise
nego jasan. Odredene nedoumice postoje u okviru grupe T3 tumora, odnosno uticaja

ekstramuralne invazije tumora na prognozu bolesti. Odreden broj studija, narocito japanskih
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autora posvecen je ovom problemu sa posebnim osvrtom na T3NO tumore (182-184). lako sedma
revizija TNM Kklasifikacije tumora bazira podelu T3 tumora na T3a sa ekstramuralnom invazijom
<Imm, T3b <6mm, T3c 5-15mm i T3d > 15mm, odredene studije su pokazale da postoji razlika
u prognozi bolesti kada je “cut off” ekstramuralne izvazije tumora na 4mm ili 6mm (183, 185,
186). Sve navedene razlike u proceni ekstramuralne invazije dovode do toga da su o njenom

uticaju na prognozu bolesti i danas misljenja podeljena.

U studiji japanskih autora (182) gde je analizirano 1009 pacijenata sa patohistoloski
potvrdenim T3 stadijumom bolesti, lokalni recidiv u stadijumu IIA bio je 5.4% a distalni recidiv
10.6%. Pokazana je statisticki znacajna razlika u pogledu lokalnog recidiva i distalnih metastaza
za stadijum ITA bolesti u odnosu na distalno ekstramuralno Sirenje. Kod pacijenata sa distalnim
ekstramuralnim S$irenjem tumora manjim od 4mm pojava recidiva je bila manja. Pojava se
objasSnjava verovatno nedetektabilnom limfovaskularnom invazijom i mikrotumorskim
depozitima u mezorektomu §to povecava rizik za pojavu lokalnog i distalnog recidiva bolesti.
Takode je utvrdena znac¢ajnost razlike u pogledu prezivljavanja bolesnika. Petogodisnje DFS je
bilo vece u grupi sa ekstramuralnom invazijom tumora < 4 mm u odnosu na grupu pacijenata sa
ekstramuralnom invazijom tumora > 4 mm, 86.6% u odnosu na 71.3%. U studuju ERCRC
(Erlangen Registry for Colo-Rectal Carcinomas) analizirajuci pacijente sa stadijumom II bolesti
loklani recidiv je bio znacajno veci kod pacijenata sa T3b tumorima, 15.4%, u odnosu na T3a
tumore gde je lokalni recidiv registrovan kod 5.5% bolesnika (187). Medutim ta razlika nije
potvrdena u SGCRC (Study Group Colo-Rectal Carcinoma) studiji (187). ERCRC studija
analiziraju¢i stadijum A, potvrdila je da je DSS znacajno veée kod bolesnika sa pT3a tumorima
u odnosu na pT3b tumore (91.2% u odnosu na 77.2%). Sli¢ni rezultati objavljeni su i u drugim
studijama (182, 188).

Nasi rezultati su u saglasnosti sa ve¢inom do sada objavljenih studija. Petogodisnje
prezivljavanje bez znakova recidiva bolesti znacajno je vece u grupi bolesnika sa T3a/b tumorima
u odnosu na T3c/d tumore (84% u odnosu na 63%). Takode 1 petogodiSnje kancer specificno
prezivljavanje bilo je bolje u T3a/b grupi u odnosu na T3c,d grupu bolesnika (91% u odnosu na
71%). U odnosu na sveukupno prezivljavanje nije bilo razlike izmedu navedenih grupa. Takode
je potvrdeno da se lokalni recidiv ¢esce javlja kod T3c/d stadijuma u odnosu na T3a/b stadijum.

Iz navedenih rezultata moze se zakljuéiti da ekstramuralna invazija tumora, i kod bolesnika sa
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T3NO stadijumom bolesti ima zna¢ajnog uticaja na prognozu bolesti i moze biti od koristi u

selekciji bolesnika za eventualnu adjuvantnu terapiju.

Posebna paznja posvecuje se detekciji limfovaskularne invazije prilikom patohistoloske
analize resecirani preparata kolorektalnih karcinoma. To je narocito vazno u ranim stadijumima
bolesti, kod pNO tumora, imaju¢i u vidu ¢injenicu da 20-30% ovih pacijenata umre zbog

metastatske bolesti.

Limfni sistem je jedan od prvih puteva Sirenja tumora pre svega zbog gubitka epitelnih
spojeva i odsustva bazalne membrane. Pored toga, usled visokog pritiska unutar tumora dolazi do
pasivnog protoka intersticijalne te¢nosti sa tumorskim ¢elijama i rasejanja u odvodne limfne
sudove. Zapravo, metastaze preko limfnog sistema pored hematogene diseminacije doprinose
sistemskom Sirenju tumora. Sa druge strane, invazija tumora u vaskularni sistem je generalno
prihvacena kao prvi korak u razvoju metastaza kod solidnih tumora. Moze se re¢i da je
vaskularna invazija bioloSka manifestacija agresivnog ponaSanja kolorektalnog karcinoma i
siroko je prepoznata kao nezavisni patohistoloski indikator prognoze, kao i dobar indeks za
vodenje postoperativne terapije. Za sada je invazija limfatika grupisana zajedno sa kapilarnom
invazijom i oznacena kao limfovaskulrna invazija. Invazija ve¢ih krvnih sudova oznacava se kao
venska invazija. Ipak, uprkos anatomskim razlikama ovi odvojeni entiteti su Cesto prikazani kao

jedan entitet.

Kako limfna tako 1 vaskularna invazija, klju¢ne su za diseminaciju tumora 1 u korelaciji sa
pojavom recidiva i prezivljavanjem odnosno loSom prognozom bolesti. Nasi rezultati potvrduju
ove navode. Limfna invazija dijagnostikovana je kod 31,9% bolesnika. Zabelezeno je losije
petogodisnje DSS 1 OS kada postoji invazija limfatika (77% u odnosu na 88% 1 56% u odnosu na
75%). Invazija limfatika je dokazana kao nezavisan prognostic¢ki faktor za OS multivarijantnom
analizom. Invazija limfatika se ceS¢e javlja kod loSe diferentovanih tumora. Vaskularna invazija
detektovana je kod 20,2 % ispitanika. Petogodisnje DFS je losije kada je prisutna vaskularna
invazija (53% u odnosi na 83%). Takode je zabeleZeno loSije DSS 1 OS u odnosu na bolesnike
bez vaskularne invazije. Limfovaskularna invazija je ¢eS¢e prisutna kod T3c/d tumora u odnosu
na T3a/b tumore. Takode, udruzena je sa lose diferentovanim tumorima. U studijama koje su se
bavile analizon ranog kolorektalnog karcinoma moZze se videti da limfovaskularna invazija danas

ima vaznu ulogu u predikciji recidiva i prognoze bolesti (189-193). Jedna od takvih studija je i
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studija britanskih autora (193) koja sistematski analizira literaturu objavljenu na temu
limfovaskularne invazije kod pNO kolorektalnog karcinoma. ZakljuCuje se da postoji velika
heterogenost u publikovanim rezultatima kako u pogledu prikaza rezultata, u smislu zajednicke ili
odvojene analize limfne i1 vaskularne invazije tako i u pogledu ucestalosti koja je uglavnom
zavisna od primenjene metode za detekciju invazije. Tradicionalna eozin-hematoksifilin metoda
se sve viSe pokazuje insuficijentnom u detekciji limfovaskularne invazije. Procenat kako limfne
tako i vaskularne invazije kod NO tumora ve¢i je kada se koriste naprednije metode, kao $to je na
pr. imunohistohemija. Kod primene naprednijih metoda nesumnjivo se potvrduje da je limfna i
vaskularna invazija u korelaciji sa pojavom recidiva bolesti i lo$ijim prezivljavanjem. Moze se
re¢i da kod primene klasicne metode postoje¢a invazija u odredenom procentu ostaje
nedetektovana te su rezultati lazno negativni. Svakako, dalja istrazivanja idu u pravcu $to
preciznije detekcije limfovaskularne invazije i definisanja njene uloge u prognozi bolesti kako bi

se sa Sto vecom sigurno$c¢u identifikovali pacijenti sa visokim rizikom.

Znacaj odredivanja N statusa tumora analizom reseciranih preparata je nesporan i uzima
se kao najznacajniji faktor prognoze. Pored pozitivnisti limfnih nodusa kao osnovnog
prognostickog faktora za kolorektalni karcinom, primeceno je da i ukupan broj analiziranih
limfnih nodusa uti€e na prognozu bolesti. Imaju¢i ovu cunjenicu u vidu i uzimajuéi u obzir
objavljene rezijtate, sadasnje preporuke vazecih vodica za kolorektalni karcinom su da je analiza
12 limfnih nodusa, minimum neophodan da se smanji moguénost tzv. podstadiranja

(understaging) i da bi se izvedena operacija smatrala onkoloski adekvatnom (194).

Pojava da broj analiziranih limfnih nodusa uti¢e na krajnji ishod bolesti nije dovoljno
jasno objasnjena. Jedna od teorija je da je broj analiziranih limfnih nodusa u direktnoj proporciji
sa kvalitetom hiruskog rada. Odnosno, smatra se da kod manjeg broja nodusa u patohistoloskoj
analizi preparata nije uradena onkoloSki adekvatna operacija Sto na kraju ima za posledicu losije
rezultate leCenja (195). Drugi pak navode da je mali broj analiziranih nodusa posledica
patohistoloSke obrade odnosno tzv. stage migration fenomena §to moze dovesti do pogreSnih

zakljucaka prilikom analize (196).

Iako vecina objavljenih studija nije posebno analizirala pacijente u drugom stadijumu
bolesti, odredene studije su pokazale da broj analiziranih limfnih nodusa utice na prezivljavanje

ovih pacijenata. Kod pacijenata kod kojih je analiziran manji broj nodusa prezivljavanje bez
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znakova bolesti i ukupno preZivjavanje je bilo krace (194, 197, 198). U naSoj ispitivanoj grupi
kod 14,7 % ispitanika broj analiziranih limfnih nodusa bio je manji od 12 Sro ukazuje na visok
kvalitet hirurSkog rada. Zabelezeno je loSije petogodisnje DFS kod bolesnika kod kojih je
analizirano manje od 12 limfnih nodusa (67% u odnosu na 78%) ali statisticka znacajnost nije
dostignuta. Slicno je i u pogledu DSS koje je kod bolesnika sa analizom manje od 12 limfnih
nodusa iznosilo 77% u odnosu na 86% kod analize viSe od 12 nodusa. Ni ovde nije dostignuta
statistiCka znacajnost. Iako loSiji rezultati koji evidentno postoje kod bolesnika sa manje od 12
analiziranih limfnih nodusa nisu statisticki potvrdeni mozemo da konstatujemo da treba misliti

na ovaj parameter prilikom odluke o strategiji leCenja pacijenata.

Jasno objasnjenje zbog cega dolazi do razlike u pogledu broja analiziranih limfnih nodusa
jos uvek nije dato. Jedna od pretpostavki je da je broj analizranih nodusa u korelaciji sa veli¢inom
tumora. Smatra se da je kod tumora sa ve¢im volumenom izrazenija inflamatorna reakcija u
misljenje da je broj analiziranih limfnih nodusa u korelaciji sa dubinom invazije tumora odnosno
T stadijumom tumora (198). Nasi rezultati potvrduju teoriju da je broj analiziranih limfnih
nodusa u korelaciji sa veli¢inom tumora. Kod tumora ve¢ih od 5cm kod 91,8% ispitanika
analizirano je vise od 12 limfnih nodusa dok je kod tumora manjih od 5cm taj procenat bio manji,

75,4%. Sa druge strane nasim istrazivanjem nije potvrdena korelacija u odnosu na T stadijum.

Perineuralna infiltracija (PN) od kada je definisana od strane Batsakisa (199) 1985.
godine, predmet je brojnih analiza koje su se bavile malignim tumorima. Postoje mnoge
definicije perineuralne invazije §to oteZava sveobuhvatnu analizu objavljenih rezultata. NajSire
prihvacena definicija perineuralne invazije koja se koristi u literature podrazumeva prisustvo
tumorskih ¢elija koje okruzuju najmanje 1/3 nerva bez infiltracije nervnog omotaca ili prisustvo
tumorskih ¢elija u bilo kom od tri sloja nervnog omotaca (199, 200). Uloga perineuralne
infiltracije kod T3NO karcinoma posebno bi mogla biti od koristi u pogledu selekcije bolesnika sa
loSom prognozom tako da je u poslednje vreme postala neizostavni deo patohistoloSkog izvestaja.
Kod kolorektalnog karcinoma javlja se u intervalu od < 10 do 33% slucajeva (200, 201). Liebig i
saradnici (200) objavljuju da je PN bila prisutna u 22% analiziranih slucajeva kolorektalnog
karcinoma , stadijuma I-1V. Autori navode da je od prvobitne invazije od 0.5% incidenca porasla

na 22% nakon ponovnog pregleda odnosno revizije patohistoloskih ploc¢ica. I drugi autori navode
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da je nakon revizije i detaljnijeg pregleda prcenat PN ve¢i (202). Ovo ukazuje da se PN lako
moze ispustiti ili prevideti prilikom rutinske patohistoloske obrade preparata a jedan od razloga
za ovu pojavu mogle bi biti razli¢itosti u definiciji perineuralne invazije. Kao jos jedan od razloga
navodi se 1 taj da invazija nerava u odredenim okolnostima tesko moze biti prepoznata.

Inflamatorne Celije kao i prisustvo mucina oteZavaju prepoznavanje tumorskih ¢elija u okolini

nerva (203).

Brojne studije su pokazale da perineuralna infiltracija uti¢e na loSu prognozu bolesnika sa
kolorektalnim karcinomom. U seriji od 269 bolesnika, stadijuma I-1V, bolesnici sa perineuralnom
infiltracijom su imali krate prezivljavanje bez bolesti i ukupno prezivljavanje u odnosu na
bolesnike bez PN (200). U drugoj seriji gde su analizirani bolesnici sa stadijumom Il bolesti PN
se pokazala kao nezavisan prognostic¢ki faktor za prezivljavanje bez bolesti ali ne i za ukupno
prezivljavanje (204). Takode brojne studije su pokazale da je perineuralna infiltracija nezavisan
prognostic¢ki faktor za pojavu lokalnog recidiva. Medutim vecina ovih studija je analizirala
karcinom kolona i karcinom rektuma zajedno, takode bez selekcije pacijenata u pogledu
stadijuma bolesti. Peng i sar. analizirali su 173 pacijenata sa pT3NO karcinomom rektuma i
pokazali su da je PN nezvisan prognosticki faktor za pojavu loklanog recidiva dok se broj
analiziranih limfnih nodusa pokazao kao znacajan u pogledu petogodi$njeg prezivljavanja bez
bolesti i ukupnog prezivljavanja (205). U studiji na 622 bolesnika stadijuma I-11l karcinoma
rektuma Lee i sar. su potvrdili PN kao nezavisan faktor rizika za pojavu lokalnog recidiva i DSS
(206). Nasi rezultati uglavnom potvrduju do sada poznate cinjenice koje se odnose na
prognosti¢ki uticaj perineuralne infiltracije. Perineuralna infiltracija dijagnostikovana je kod
6,1% nasih bolesnika. S obzirom na mali broj ispitanika sa perineuralnom invazijom (10
bolesnika) rezultate svakako treba prihvatiti sa rezervom. U svakom slucaju potvrdeno je da je
kod bolesnika sa perineuralnom invazijom loSije petogodisnje DFS (50%), DSS (43%) 1 OS
(31%) u odnosu na bolesnike kod kojih nije registrovana perineuralna infiltracija a kod kojig je
DFS bilo 78%, DSS 87% a OS 71%. Takode je pokazano da je perineuralna infiltracija faktor

rizika za pojavu lokanog recidiva.

lako TNM klasifikacija tumora i dalje predstavlja osnov za odredivanje stadijuma bolesti
i selekciju pacijanata za specifican modalitet leCenja, moze se re¢i da ona ima odredene

nedostatke s obzirom na Cinjenicu da pacijenti istog stadijuma bolesti pokazuju varijacije u
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pogledu krajnjeg ishoda. Ova zapazanja danas opravdavaju potrebu za novim vidovima bojenja i
preciznijom analizom reseciranih preparata koja bi nam dala $to jasnije informacije u pogledu
ishoda bolesti. Narocito velika paznja posvecuje se tumorima u ranijem stadijumu bolesti gde se
nakon hirurSkog lecenja zasnovanog na savremenim principima o¢ekuje dobar ishod, pre svega u
smislu prezivljavanja i niske stope recidiva bolesti. Zbog toga postoji velika potreba za
identifikcijom molekularnih markera koji bi ukazali na agresivnost tumora i moguénost selekcije

pacijenata za primenu sistemske adjuvantne ili ciljane terapije.

U tom smislu znacajnu ulogu imaju molekularni markeri tumorske angiogeneze. Medu
nijima vaskularni endotelijalni faktor rasta (VEGF ili VEGF-A) takode poznat kao faktor
vaskularne propustljivosti predstavlja najsnazniji angiogeni faktor koji stimuliSe proliferaciju
endotelnih ¢elija, uti¢e na prezivljavanje i sazrevanje ¢elija (121, 207). VEGF gen je lociran na
hromozomu 6p21.3 i moze se javiti u vise izoformi koje odreduje kona¢na duzina niza
aminokiselina: VEGF121, VEGFu5, VEGF1e5, VEGF189, VEGF206. Polazeci od Cinjenica da rast
tumora zavisi od angiogeneze, smatra se da ona ima znaajnu ulogu u tumorskoj progresiji,
invaziji i metastaziranju (207, 208). Medutim, uloga VEGF-a kao prognostickog faktora i danas

nije dovoljno razjasnjena.

Veli¢ina uzoraka, populacija pacijenata (razliCiti stadijumi bolesti), vrsta antitela, tipovi
fiksativa, vreme skladiStenja tumorskih preparata, razli¢iti protokoli bojenja kao i sistemi procene
imunohistohemijskog bojenja znacajno doprinose kontroverznim podacima o prognosti¢koj
vrednosti VEGF ekspresije kod kolorektalnog karcinoma. Uprkos brojnim studijama, do danas
nema standardizovanog metoda za vrednovanje imunohistohemijskog bojenja VEGF-a.
Semikvantitativni sistem bodovanja imunohistohemijske ekspresije kod kolorektalnog karcinoma
koji je kori§¢en u ranijim studijama uglavnom je baziran na manuelnoj proceni bojenja Celija.
Ova subjektivna procena povecava verovatnocu pojave greSke od strane patologa koji vrsi
procenu, posebno oko “cut off” vrednosti koja definiSe grupu pacijenata sa nepovoljnim ishodom.
Pored toga u ogromnoj vecini institucija koje vrSe procenu bojenja nema preciznog i
kontinuiranog merenja proporcije bojenja i intenziteta. Zbog toga je teSko dobiti preciznu “cut

off” vrednost koja bi imala prognosticki znaca;.

Pozitivna VEGF imunoekspresija registrovana je kod 55,2% nasih ispitanika. PoviSena

VEGF imunoekspresija je statisticki znacajno veca kod bolesnikka kod kojih postoji vaskularna
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invazija. Takode poviSena imunoekspresija se ¢eS¢e javlja kod umereno i lose diferentovanih
tumora u odnosu na dobro diferentovane tumore. Ovi podaci potvrdiiji pretpostavku da je VEGF
imunoekspresija karakteristika agresivnijih tumora, znajuci da su postojanje vaskularne invazije i
gradus tumora faktori loSe prognoze. Kod bolesnika sa pozitivnom VEGF imunoekspresijom
dokazano je statisticki znacajno kra¢e DFS (65%), DSS (77%) kao i OS (59%) u odnosu na
bolesnike kod kojih je VEGF imunoekspresija bila negativna. Kod ovih bolesnika je DFS bilo
90%, DSS 93% a OS 80%. Multivarijantnom analizon VEGF je potvrden kao nezavisan

prognosticki marker ispituju¢i OS kao nezavisnu varijablu.

U studiji Kyriakosa i saradnika (128) pokazano je da VEGF ekspresija moze biti
nezavisan prognosticki marker kod kolorektalnog karcinoma u stadijumu II bolesti i naznac¢ena je
njegova uloga u selekciji bolesnika sa losijom prognozom odnosno kandidatima za adjuvantnu
hemioterapiju. Grupa pacijenata sa stadijumom Il bolesti i visokom imunoekspresijom VEGF-a
imala je znaCajno manje petogodiSnje prezivljavanje bez bolesti (62.5%) u odnosu na bolesnike
sa niskom imunoekspresijom gde je ovo preZivljavanje iznosilo 87.5%. Dve retrospektivne
studije su takode pokazale da se VEGF ekspresija moze koristiti kao prognosticki marker u

identifikaciji pacijenata sa nepovoljnom prognozom u stadijumom 11 bolesti (209, 210).

Sa druge strane postoje studije koje nisu potvrdile prognosti¢ki znacaj poviSene ekspresije
VEGF-a u ranim stadijumima kolorektalnog karcinoma. Njegova uloga se uglavhom vezuje za
uznapredovalu bolest, u korelaciji je sa vis§im N statusom i metastatskom boles¢u (127, 211).

Uloga VEGF-a u uznapredovaloj formi bolesti je relativno jasnija u odnosu na rani stadijum.

Polazeci od Cinjenice da je angiogeneza znacajna za razvoj tumora i imajuéi u vidu VEGF
uticaj, do sada je otkriveno nekoliko terapijskih linija koje imaju za cilj inhibiciju VEGF puta.
Jedan od njih je Bevacizumab (124), humano monoklonsko antitelo koje se primenjuje u terapiji
metastatske bolesti kolorektalnog karcinoma i u nasoj zemlji. Inhibicuja VEGF puta moze uticati
na smanjenje formiranja novih krvnih sudova, §to utice na snabdevanje kiseonikom i hranljivim
materijama u regiji tumora i potencijalno dovodi do smanjenja rasta tumora, kako na udaljenim
lokacijama tako i na mestu primarno reseciranog tumora. Kako recidiv tumora zavisi od rasta
tumorskih c¢elija 1 metastatskog potencijala, anti-VEGF terapija moze da uti¢e na redukciju
pojave recidiva ili usporavanje rasta ve¢ formiranih metastaza. Anti-VEGF agensi takode mogu

dovesti do normalizacije krvnih sudova tumora koji su obi¢no dezorganizovani i haoti¢ni (125).
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Smatra se da ovako dezorganizovani krvni sudovi uti¢u na protok krvi u tumoru i time umanjuju
efekat hemioterapije. Ukoliko bi doslo do normalizacije ovih krvnih sudova u smislu organizacije
i dijametra, dovelo bi do ravnomernije i bolje distribucije hemoterapeutika i boljeg efekta
primenjene hemioterapije. Nekoliko trajal studija istrazivalo je da li dodavanje anti-VEGF
agenasa (kao $to je Bevacizumab) poboljSava efekte hemioterapije odnosno prezivljavanje kod
nemetastatske bolesti. Nazalost, ni AVANT trajal (212) ni NSABP C-08 trajal (65) nisu potvrdili
poboljsanje u prezivljavanju. Uprkos ovim razocaravaju¢im rezultatima na polju adjuvantne
hemioterapije nemetastatske bolesti Bevacizumab je pokazao znafajan uticaj na poboljSanje
prezivljavanja kod bolesnika sa metastatskom boleS¢u i postao standard u le¢enju uznapredovale
bolesti (213). Kao i kod primene drugih agresivnih modela terapije i kod primene Bevacizumaba
prilikom selekcije pacijenata treba uzeti u obzir nezeljene efekte koje ovaj vid lecCenja moze

izazvati.

Uzimajuéi u obzir navedene podatke, VEGF imunohistohemijska ekspresija moze u
buducénosti postati znacajan prognosticki faktor kolorektalnog karcinoma. Terapijska strategija
mogla bi se donositu u odnosu na nivo ekspresije VEGF-a u smislu primene adjuvantne terapije
kod bolesnika sa pozitivnom VEGF imunoekspresijom u stadijumu Il bolesti. Kao korak dalje,
terapijsko ciljanje VEGF-a moze biti nova opcija lecenja kolorektalnog karcinoma sa visokim
nivoom VEGF ekspresije. Ipak, uspesnost uvodenja VEGF-a u klinicku praksu zavisi¢e od daljih
prospektivnih studija koje ¢e ispitati prognosticki uticaj VEGF imunoekspresije na ve¢em broju
pacijenata. Svakako, radi preciznije procene, moraju biti definisani standardi laboratorijskih

metoda za procenu VEGF ekspresije kao 1 “cut off” kriterijumi.

Znacajan broj studija u proslosti bio je posvecen analizi CD44 proteina koji kao marker
mati¢nih ¢elija tumora ima vaZnu ulogu u stvaranju tumora i metastaziranju. CD44 je povrSinski

molekul ¢elije koji pripada familiji hijaluron vezujucih protein (214).

Kodiran je genom koji sadrzi 20 egzona i nalazi se na kratkom kraku hromozoma 11
(11p13) sa mnostvom razli¢itih izoformi generisanih alternativnim splajsovanjem najmanje 10
varijjanti egzona. Sve izoforme sadrze konstatan region koji se sastoji od ektodomena,
transmembranskog domena i citoplazmatskog domena. Ovi domeni su kodirani sa prvih pet i
poslednjih pet egzona ¢ineci najkracu ali najvise prisutnu izoformu CD44 molekula oznacenu kao

CD44s izoformu. Blizu transmembranske regije promenljivi deo molekula kodiran je razli¢itim
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kombinacijama egzona 6-15 koje mogu biti ukljuene u konstantnu izoformu $to dovodi do

formiranja varijantnih izoformi poznatih kao CD44v (214).

Medu svim izoformama CD44 molekula, njegova izoforma CD44v6 je prepoznata kao
varijanta od posebnog interesa (144). CD44v6 kao i ostale izoforme sadrzi mesto za vezivanje
hijalurona u njegovom ekstracelularnom domenu i sluzi kao glavni receptor povrSine Celije za
hijaluron. CD44v6 je specificno eksprimiran u tkivima karcinoma dok CD44s ima uglavnom
opsti karakter. Stoga je CD44v6 vise nego CD44s privukao paznju istrazivaca u smislu njegove
uloge kao tumor markera i uloge u dijagnostici i lecenju tumora. Dokazano je da je CD44v6
ukljuéen u progresiju karcinoma, regulatornim procesima ekstracelularnog matriksa, supresiji
tumorske apoptoze 1 stimulaciji Celijske pokretljivosti. PoviSen nivo CD44v6 verifikovan je u
mnogim tipovima tumora te se moze koristiti kao prognosticki faktor. Posebno je prepoznata
njegova specificnost koja je vezana za kolorektalni karcinom $to mu daje znacajnu ulogu u

ukupnom tretmanu ove bolesti (144, 215).

Mnoga istrazivanja su sprovedena da bi se ispitao uticaj CD44v6 na prognozu bolesnika
sa kolorektalnim karcinomom (150, 151, 216-219). Vecina ovih studija pokazuje da je poviSena
ekspresija CD44v6 povezana sa metastaziranjem 1 loSijim sveukupnim preZivljavanjem ovih
pacijenata (151, 216, 217). Medutim, odreden broj studija pokazao je druge rezultate koji idu do
toga da Cak smanjenje ekspresije utiCe na loSu prognozu (219). Velika heterogenost i
kontroverzni rezultati i u ovom slu¢aju mogu se pripisati nepostojecoj standardizaciji
imunohistohemijskog bojenja kao i odredenoj subjektivnosti patologa koja je neminovno prisutna

prilikom analize.

Skorija studija posebno se bavila heterogeno$¢u imunoekspresije u okviru samog tumora
Sto dodatno komplikuje izvodenje opSteg zakljucka. Navedena studija je pokazala da je veca
imunoekspresija CD44v6 prisutna na invazivnom frontu u odnosu na centralne delove tumora
(220). Poznavanje ove Cinjenice naroCito je vazno prilikom konstrukcije tkivnog mikroniza jer
pogresno uzimanje tkiva sa donorskog bloka moze kompromitovati dobijene rezultate. U nasoj
studiji smo posebno obratili paznju na ovu pojavu te su uzorci za konstrukciju tkivnog mikroniza
I analizu uzimani sa reprezentativnog dela invazivnog fronta tumora. Vecina objavljenih studija
ispitivala je prognosticki uticaj CD44v6 na uzorcima koji su ukljucivali zajedno pacijente sa

karcinomom kolona i krcinomom rektuma. Mali broj studija je analizirao posebno bolesnike sa
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karcinomom rektuma (151, 216). Takode vrlo mali broj studija se bavio posebno analizom samo
odredenog stadijuma bolesti te je prisutna heterogenost u selekciji bolesnika dodatno doprinela

razli¢itim tumacenjima dobijenih rezultata.

Saito i sar (217) navode da povisena ekspresija CD44v6 utice na DFS i OS kod pacijenata
u Il stadijumu kolorektalnog karcinoma. Druga studija radena na 259 ispitanika takode potvrduje
poviSenu ekspresiju CD44v6 kao nezavisan faktor prognoze, DFS i OS je nize kod povisene

ekspresije (151).

Nasi rezultati su u saglasnosti sa navedenim studijama. Pozitivna CD44v6 imunoekspresija
registrovana je kod 60.7% bolesnika. Kod bolesnika sa povisenom CD44v6 imunoekspresijom
DFS, DSS i OS je bilo nize (69%, 79% i 61%) u odnosu na bolesnike sa negativnom CD44v6
imunoekspresijom (89%, 91% i 82%). CD44v6 je multivarijantnom analizom potvrden kao
nezavisan faktor prognoze za OS. U naSem istrazivanju nije potvrdeno da postoji korelacija
povisene CD44v6 imunoekspresije sa ispitivanim klini¢ko-patoloskim parametrima (pol, starost,
gradus tumora, veli¢ina tumora, limfovaskularna i perineuralna invazija) $to je u saglasnosti sa

vec¢inom do sada objavljenih studija (150)

Lecenje kolorektalnog karcinoma u poslednje dve decenije obelezilo je uvodenje tzv.
ciljane terapije sa brojnim lekovima koji su danas u upotrebi a nova istrazivanja koja su u toku
obecavaju uvodenje novih agenasa. Jedan od prvih tretmana uveden u klini¢ku praksu bio je
tretman Cetuximab-om, antitelom koje ciljano deluje na receptor epidermalnog faktora rasta
(221).

EGFR pripada familiji tirozin kinaza receptora i ima znacajno vaznu ulogu u mnogim
tipovima karcinoma. Receptori iniciraju intracelularnu signalizaciju koja uti¢e na proliferaciju i
prezivljavanje celija preko dva, RAS/Raf/MEK/ERK ili PI3/PTEN/AKT puta (222). Upravo
aktivacija ovih puteva utice na progresiju kolorektalnog carcinoma (223). EGFR je eksprimiran u
16-97% kolorektalnih karcinoma i pozitivnost imunoekspresije je u korelaciji sa uznapredovalim

stadijumima bolesti ali njegov uticaj na prognozu bolesti ostaje nedovoljno razjasnjen (224, 225).

Ranije su imunohistohemijske analize EGFR ekspresije koris¢ene za odabir pacijenata za
ciljanu terapiju antitelima, medutim novije studije su pokazale sa ne postoji korelacije izmedu

nivoa EGFR imunoekspresije i odgovora na Cetuximab (226). Nasuprot tome, utvrdeno je da
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prisustvo KRAS mutacije loSe utice na odgovor na terapiju tako da se danas ispitivanje KRAS

mutacije sprovodi pri planiranju terapije Cetuximab-om(227).

Prognosticki znacaj EGFR ekspresije kod kolorektalnog karcinoma je moze se reci
umeren. Podaci koji se odnose na prezivljavanje su vrlo ograniceni a pored toga populacija u
objavljenim studijama bila je heterogena, ukljucujuc¢i i rane i kasne stadijume bolesti. Takode
mali broj studija se bavio posebno karcinomom rektuma. Odreden broj studija je pokazao da je
povisena EGFR ekspresija povezana sa losijom diferencijacijom tumora i uznapredovalim
stadijumom, losijim prezivljavanjem bez znakova bolesti i ukupnim prezivjavanjem (75, 228,
229).

Nasuprot ovim tvrdnjama u studiji Spana i saradnika (230) pokazano je da prezivljavanje
nije u korelaciji sa EGFR ekspresijom. U ovoj studiji su posebno analizirani pacijenti sa T3NOMO
stadijumom bolesti i kod njih nije pokazana statisticka znacajnost poviSene EGFR
imunoekspresije sa prezivljavanjem bez zankova bolesti i ukupnim prezivljavanjem. U naSem
istrazivanju povisena EGFR imunoekspresija registrovana je kod 62,6% ispitanika. PoviSena
EGFR imunoekspresija nije statisticki dokazana kao znacajan faktor prognoze prezivljavanja iako
je prezivljavanje kod pozitivne EGFR imunoekspresije bilo loSije u odnosu na EGFR negativne
ispitanike. Kod povisene EGFR imunoekspresije DFS je bilo 85% u odnosu na 72% kod EGFR
negativnig isitanika. Takode 1 DSS je bilo kra¢e kod EGFR poviSene imunoekspresije (82% u
odnosu na 89%). I OS je bilo krace kod EGFR pozitivnih bolesnika. Ranije objavljene studije
takode nisu pokazale da povisena EGFR ekspresija utice na DFS i OS (231, 232). Ipak pojedini
autori navoda da poviSena EGFR ekspresija ima uticaja na razvoj metastaza na jetri kod

kolorektalnog carcinoma (233).

Mi u naSoj studiji nismo uspeli da potvrdimo da poviSena EGFR ekspresija uti¢e na
prezivljavanje mada postiju trend loSijeg preZivljavanja ali bez dostignute statisticke znacajnosti.
Povisena EGFR imunoekspresija bila je ¢es¢a kod bolesnika kod kojih je potvrdena vaskularna
invazija $to moze opravdati tvrdnju da je i EGFR u odredenoj meri povezan sa agresivnijom
biologijom tumora. Iako EGFR nije za sada Siroko prihvacen kao prognosticki faktor kod
kolorektalnog karcinoma moze se rec¢i da on ima vaznu ulogu u proliferaciji tumorskih ¢elija i da

poviSena ekspresija naroCito u ranijim stadijumima bolesti moZe biti prozor za moguénost
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agresivnije adjuvantne terapije kod ove grupe pacijenata. Studije koje ¢e eventualno biti

sprovedene na ovu temu u buduénosti mogu razresiti postojece dileme.
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6. ZAKLJUCCI

1. Rezultati analize VEGF-a su pokazali da je visok nivo VEGF imunoekspresije
prediktor lose prognoze kod pacijenata radikalno operisanih zbog karcinoma rektuma
T3NO stadijuma. Kod pacijenata sa povisSenom VEGF imunoekspresijom kraée je
prezivljavanje bez znakova bolesti, kancer specifi¢no prezivljavanje kao i sveukupno
prezivljavanje u odnosu na pacijente kod kojih je VEGF imunoekspresija negativna.

2. Analizom EGFR-a nije potvrdeno da je kod povisene EGFR imunoekspresije losije
prezivljavanje pacijenata. lako statisticka znacCajnost nije dostignuta kod povisene
EGFR imunoekspresije postoji trend loSijeg prezivljavanja bez znakova bolesti,
kancer specifi¢nog prezivljavanja i sveukupnog prezivljavanje u odnosu na pacijente
sa EGFR negativnom imunoekspresijom.

3. Povisena CD44v6 imunoekspresija je prognosticki faktor kod pacijenata sa
karcinomom rektuma T3NO stadijuma koja je povezana sa kra¢im prezivljavanjem
bez znakova bolesti, kancer specificnim prezivljavanjem kao 1 sveukupnim
prezivljavanjem.

4. Univarijantnom analizom potvrdeno je da postoji povecan rizik za pojavu distalnih
metastaza kod pacijenata sa poviSenom VEGF, EGFR i CD44v6 imunoekspresijom.
Zbog nepovoljnog odnosa broja ishoda i potencijalnih prediktora nije bilo moguce
uraditi multivarijantnu analizu te ove rezultate treba prihvatiti sa rezervom.

5. Povisen nivo VEGF, EGFR i CD44v6 imunoekspresije ne uti¢e znacajno na pojavu
lokalnog recidiva karcinoma rektuma kod bolesnika sa T3NO stadijumom bolesti.

6. Nakon analize korelacije izmedu klinickih i patohistoloskih parametara sa
intenzitetom imunoekspresije molekularnih markera (EGFR, VEGF, CDA44v6)
utvrdeno je da je povisen nivo VEGF imunoekspresije ¢es¢i kada postoji vaskularna
invazija 1 kod loSije diferentovanih tumora. EGFR imunoekspresija je takode u
korelaciji sa vaskularnom invazijom. Kod CD44v6 ekspresije nije potvrdena
korelacija sa ispitivanim klinicko patoloskim karakteristikama tumora.

7. Klinicko-patoloski parametri (perineuralna invazija, gradus tumora i intraoperativna

perforacija tumora) predstavljaju faktore loSe prognoze kod T3NO tumora.
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11.
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13.

Prezivljavanje bez znakova bolesti, kancer speifi¢no prezivljavanje kao i sveukupno
prezivljavanje loSije je ukoliko postoji perineuralna invazija, intraoperativna
perforacija tumora kao i kod losije diferentovanih tumora.

Mucinozni tip adenokarcinoma, ulceroinfiltrativni rast tumora kao i uznapredovali T3
stadijum su faktori prognoze kod T3NO karcinoma rectuma. Prezivljavanje bez
znakova bolesti 1 kancer specificno prezivljavanje losije je ukoliko je visi T3 stadijum,
kod ulceroinfiltrativnog rasta tumora kao i kod mucinoznih adenokarcinoma.
Navedeni parametri nemaju prognosticki uticaj na sveukupno prezivljavanje.

Invazija limfatika je prognosticki faktor kod karcinoma rektuma T3NO stadijuma.
Kancer specificno prezivljavanje kao i sveukupno prezivljavanje losije je ukoliko
postoji invazija limfatika. Invazija limfatika ne uti¢e na prezivljavanje bez znakova
bolesti. Invazija limfatika je ¢eS¢a kod T3c,d stadijuma u odnosu na T3a,b stadijum
bolesti.

Vaskularna invazija je faktor loSe prognoze kod karcinoma rektuma T3NO stadijuma.
PrezZivljavanje bez znakova bolesti, kancer specifi¢no prezivljavanje kao i sveukupno
prezivljavanje loSije je ukoliko postoji vaskularna invazija. Vaskularna invazija je
¢eSc¢a kod T3c,d stadijuma u odnosu na T3a,b stadijum bolesti.

Klini¢ko-patoloSki parametri (visina tumora, postojanje intraoperativne perforacije
tumora, perineuralna infiltracija, mucinozni adenokarcinomi i uznapedovali T3c,d
stadijum) su prognosticki faktori pojave lokalnog recidiva karcinoma rektuma T3NO
stadijuma. Lokalni recidiv se ceS¢e javlja ukoliko su prisutni navedeni klinicko-
patoloski parametri.

Klini¢ko-patoloski parametri (vaskularna invazija, invazija limfatika, nacin rasta
tumora, veliina, vrsta operacije i gradus tumora) ne uti€u na pojavu lokalnog recidiva
karcinoma rektuma T3NO stadijuma.

Univarijantnom analizom potvrdeno je da su mucinozni tip adenokarcinoma,
ulceroinfiltrativni rast tumora, limfna i vaskularna invazija kao i gradus tumora
prediktivni faktori za pojavu distalnih metastaza. S obzirom na nepovoljan odnos
broja ishoda i potencijalnih prediktora nije bilo moguée uraditi multivarijantnu analizu
te su neophodna dalja istrazivanja na ve¢em broju ispitanika kako bi se ovi rezultati

potvrdili.
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Spisak skracenica koris¢enih u tekstu

AJCC (American Joint Committee on Cancer)

APR - abdominoperinealna resekcija

AR -abdominalna resekcija

CEA - karcinoembrionalni antigen

CRM - (circumferential resection margin) lateralna resekciona ivica

CT - (computed tomography) kompjuterizovana tomografija

DFS — Prezivljavanje bez znakova bolesti (od engl.Disease free survival)

DSS — Kancer specifi¢no prezivljavanje (od engl. Disease specific survival)

EGFR — Receptor epidermalnog faktora rasta (Epidermal growth factor receptor)
EMVI — Ekstramuralna vaskularna invazija

FAP — Familijarna polipoza

FDG-PET - Fluorodeoksiglukoza positron emisiona tomografija

HNPCC - hereditarni nepolipozni karcinom kolona (od engl. Non-polyposis colorectal cancer )
HT — hemioterapija

HRT — hemioradioterapija

MMR geni (od engl. Mismach Repair Gens).

MSCT - multi-slice computed tomography

MSI — Mikrosatelitna nestabilnost (od engl. Microsatellite Instability)

MR - magnetna rezonanca

OS —sveukupno prezivljavanje (od engl. Overall survival)

SCPRT (short — course preoperative radiotherapy)

R - rezidualni status

RRALI - (resectio recti anterior inferior) prednja niska resekcija rektuma

RRAS - (resectio recti anterior superior) prednja gornja resekcija rektuma

RT - radioterapija

TM - transsekcija mezorektuma

TME - totalna mezorektalna ekscizi

UICC (International Union Against Cancer)

VEGF — Vaskularni endotelijalni faktor rasta (Vascular Endothelial Growth Factor )
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