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Izvod: UVOD: Karcinom kolona (KK) je velik
Iz javnozdravstveni problem usled visoke incidence i

stope mortaliteta. Kod KK je stadijum bolesti
najvazniji pojedinacni nezavisni faktor prognoze. U
prisustvu nepovoljnih prognosti¢kih parametara, u
koje spadaju visok histoloski gradus, ileus, limfo-
vaskularna i perineuralna invazija, nakon
potencijalno kurativne operacije se kod pacijenata u
stadijumu Il indikuje primena adjuvantne
hemioterapije koja ima pozitivan uticaj na ukupno
prezivljavanje i na produZenje perioda bez bolesti.
Medutim, relapsi bolesti nastaju kod nekih
bolesnika bez negativnih prognostickih faktora, $to
ukazuje na moguce postojanje drugih tkivnih
faktora lose prognoze. U novije vreme se sve veca
paznja posvecuje fenomenu tumorskog pupljenja
koje predstavlja pojavu tumorskih pupoljaka (TP),




odnosno oligocelularnih grupa tumorskih ¢elija koje
se na invazivnom frontu tumora odvajaju od glavne
tumorske mase. Ove tumorske Celije poprimaju
fenotip mezenhimnih ¢elija i sti¢u sposobnost
ameboidnog kretanja kroz ekstracelularni matriks,
uz pomoc¢ citoplazmatskih podija koje se na
dvodimenzionalnim histolo§kim rezovima
vizualizuju kao citoplazmatski pseudofragmenti
(CPF). Znacaj gustine TP i CPF je jos uvek
nedovoljno ispitan, ali postoje indicije da se radi o
mo¢énom prediktoru bioloskog ponasanja tumora.

CILJ: Cilj je bio da se ispita zavisnost duzine
perioda bez relapsa, veliine primarnog tumora,
gustine peritumorske limfocitne infiltracije i
konfiguracije tumorske margine od gustine TP i
CPF kod bolesnika sa KK u stadijumu I1.

METODOLOGUA: Istrazivanjem je obuhvaéeno
114 bolesnika operisanih od KK u stadijumu Il na
Institutu za onkologiju Vojvodine, bez nepovoljnih
prognostickih faktora i bez indikacija za primenu
adjuvantne hemioterapije. Mikroskopskom
analizom rutinskih histoloskih i
imunohistohemijskih preparata utvrdivana je gustina
TP i CPF, koja je zatim korelirana sa vremenom
pojave relapsa, veli¢inom primarnog tumora,
gustinom peritumorske limfocitne infiltracije i
konfiguracijom tumorske margine.

REZULTATI: Velika gustina TP i/ili CPF nadena je
kod 45 tumora (39,5%). U ovoj grupi se relaps
dogodio kod 26 bolesnika (57,8%). U grupi
bolesnika sa malom gustinom TP/CPF relaps je
registrovan u 4 slucaja (5,8%). Poredenje krivih
prezivljavanja pokazalo je da je verovatnoca relapsa
znacajno veca ako se u tumoru nalazi velika gustina
TP/CPF (p<0,0001). Tumori sa velikom gustinom
TP/CPF su imali najvec¢i pre¢nik koji je varirao u
rasponu od 25 do 100 mm, dok su tumori sa malom
gustinom TP/CPF bili najveéeg prec¢nika od 20 do
110 mm (p=0,6744). Intenzitet peritumorskog
limfoidnog odgovora je bio velik kod 13 tumora sa
velikom gustinom TP/CPF (28,9%) i kod 17 tumora
sa malom gustinom TP/CPF (24,6%), p=0,7747.
Konfiguracija tumorske margine je bila infiltrativna
u svim tumorima sa velikom gustinom TP/CPF, kao
i kod 42 tumora sa malom gustinom TP/CPF
(60,9%).

ZAKLJUCAK: Velika gustina TP/CPF je nezavisan
tkivni indikator lose prognoze kod bolesnika sa KK




u stadijumu II, koji je ne korelira ni sa velicinom
primarnog tumora ni sa intenzitetom peritumorskog
limfoidnog odgovora. Velika gustina TP/CPF nije
kompatibilna sa ekspanzivnom konfiguracijom
tumorske margine, ali infiltrativna konfiguracija
tumorske margine nije prediktor velike gustine
TP/CPF.
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Abstract: INTRODUCTION: Colonic carcinoma (CC) is a

AB serious public health problem due to its high

incidence and mortality rate. Stage is the single most
important independent prognosticator in patients with
CC. In the presence of indicators of poor prognosis,
including high histologic grade, ileus, lympho-
vascular invasion and perineural invasion, there is a
need for adjuvant chemotherapy after a potentially
curative operation in patients with stage 1l CC,
because the therapy improves both overall survival
and disease-free survival. However, some patients
with no documented poor prognostic factors suffer
recurrences, which indicates that there may be some
other tissue features that confer poor prognosis. In




the recent publications there is an increasing interest
in the phenomenon of tumor budding, a term
assigned to the presence of small groups of
discohesive tumor cells at the invasive front of the
tumor — tumor buds (TB's). These cells acquire
mesenchymal phenotype and gain the ability to
migrate through the extracellular matrix by means of
cytoplasmic extrusions which are visible on the two-
dimensional immunohistologic sections and are
called cytoplasmic  pseudofragments  (CPF's).
Significance of density of TB's and CPF's is still to
be evaluated, but the pool of evidence suggests that
this is a powerful predictor of biologic behaviour of
CC.

AIM: The aim of this study was to determine the
influence of density of TB's and CPF's on the risk of
recurrence in patients with stage Il CC. This research
also attempted to establish whether there is a
correlation between the density of TB's and CPF's
and several other morphologic features such as tumor
diameter, peritumoral lymphocytic response and the
configuration of the tumor margin.

METHODS: 114 patients with stage Il CC were
enrolled in the study. All the patients received
surgery at the Institute of Oncology in Sremska
Kamenica and no patient had indication for adjuvant
chemotherapy. Microscopic analysis of routine
histologic and immunohistochemical slides was
performed to establish the density of TB's and CPF's,
to estimate the intensity of the peritumoral
lymphocytic response and to determine the
configuration of the tumor margin.

RESULTS: High density of TB's and/or CPF's was
found in 45 tumors (39.5%). In this group recurrence
occured in 26 patients (57.8%). In the group of
patients with low density of TB/CPF in the tumor
tissue 4 patients relapsed (5.8%). Comparison of
survival curves showed that the probability of
recurrence was significantly greater if the density of
TB/CPF's was high (p<0.0001). Tumors with high
density of TB/CPF's ranged from 25 to 100 mm in
greatest diameter, while those with low density
measured from 20 to 110 mm (p=0.6744). Intensity
of peritumoral lymphocytic response was high in 13
tumors with high density of TB/CPF's (28.9%) and in
17 tumors with low density of TB/CPF's (24.6%),
p=0.7747. All tumors with high density of TB/CPF's
and 42 tumors with low density of TB/CPF's (60.9%)




had infiltrative configuration of tumor margin.

CONCLUSION: High density of TB/CPF's is an
independent indicator of poor prognosis in patients
with stage Il CC and it correlates neither with tumor
diameter nor with intensity of peritumoral
lymphocytic response. High density of TB/CPF's is
not compatible with the expansive configuration of
tumor margin, but the infiltrative configuration of
tumor margin is not a predictor of high density of
TB/CPFs.
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1. UuvOoD

1.1 DEFINICIJA

Kolorektalni karcinom (KRK) je primarni zlo¢udni epitelni tumor debelog creva.

1.2. ANATOMIJA DEBELOG CREVA

Debelo crevo (lat. intestinum crassum) je zavr$ni deo digestivne cevi i prosecne je
duzine oko 150 cm. Anatomski se deli na cekum (slepo crevo), kolon i rektum (pravo crevo)
1,2).

Cekum (lat. caecum ili cecum) je najproksimalniji i najkra¢i deo debelog creva. Dug je
svega nekoliko centimetara, od ileo-cekalne valvule do slepo zatvorenog dna cekuma. Kod
ve¢ine individua je kompletno intraperitonealnog smestaja. Poseduje rudimentarni dodatak
razli¢ite duzine i promenljivog smestaja — crvuljak ili apendiks (lat. appendix vermiformis). S
obzirom na to da se tumori cekuma klini¢ki veoma sli¢no ponasaju, dijagnostikuju i le¢e kao
tumori kolona, sa klini¢ko-onkoloskog aspekta je opravdano cekum i kolon posmatrati kao

jedinstvenu celinu (3).

Kolon (lat. colon) je sredi$nji i najduzi deo debelog creva. Deli se na ushodni,
popreéni, nishodni i sigmoidni kolon, pri ¢emu se izmedu ushodnog i transverzalnog kolona
nalazi hepati¢na fleksura, a izmedu transverzalnog i silaznog kolona je lijenalna fleksura.
Popre¢ni kolon 1 sigmoidni kolon poseduju peritonealnu duplikaturu — mezo, §to ih ¢ini

intraperitonealnim organima, dok su preostali delovi kolona sekundarno retroperitonealni.

Rektum (lat. rectum) se pak, kao najdistalniji i jedini primarno retroperitonealni deo
debelog creva, izdvaja kao posebna celina. Smesten je u maloj karlici, u celosti ispod nivoa
promontorijuma. Kod vecine odraslih je duzine od 12 do 15 cm. Specificnost njegovog
anatomskog poloZaja uslovljava bitno razli¢it onkoloski terapijski pristup u odnosu na ostatak
debelog creva. Stoga se tumori cekuma i kolona s jedne i tumori rektuma s druge strane

moraju posmatrati kao dve grupe razli¢itih nozoloskih entiteta (3).



1.3. HISTOLOGIJA DEBELOG CREVA

Mikroanatomsku gradu debelog creva karakteriSe slojevitost koja je zajednicka za veci
deo cevastih organa digestivnog trakta (4). Idu¢i iznutra upolje, slojevi debelog creva su:
sluznica (lat. tunica mucosa), podsluznica (lat. tunica submucosa), misi¢nica (lat. tunica
muscularis ili muscularis propria) i seroza (lat. tunica serosa) kod intraperitonealnih,

odnosno adventicija (lat. tunica adventitia) kod retroperitonealnih delova debelog creva.

Sluznica sadrzi tri podsloja — laminu epitelijalis, laminu propriju i laminu muskularis

mukoze.

Epitelna lamina gradi medusobno paralelne wuvrate podjednake dubine,
perpendikularne u odnosu na povrSinu sluznice. Ovi uvrati se oznaCavaju kao kripte i
predstavljaju prototip prostih tubularnih zlezda. Trodimenzionalni modeli sluznice debelog
creva predstavljaju kripte kao epruvete u stalku (4), pri ¢emu dno stalka ¢ini lamina
muskularis mukoze. Kripte su obloZzene heterogenom populacijom ¢elija (5). Najveéi je udeo
cilindri¢nih apsorptivnih ¢elija 1 peharastih ¢elija (priblizno 1:1, s tim da je u proksimalnim
partijama neSto viSe apsorptivnih, a u rektumu neSto viSe peharastih celija). Osim ovih,
morfoloski jasno raspoznatljivih Celijskih tipova na standardnim rezovima, specijalnim
metodama se mogu vizualizovati jo§ enteroendokrine celije i M-Celije (4). U bazalnim
delovima kripti se nalaze mati¢ne c¢elije, od kojih nastaju progenitorne c¢elije sposobne za
deobu i diferencijaciju u pravcu drugih ¢elijskih tipova (7,8). U cekumu i ceko-ascendentnom
prelazu se normalno mogu naci Panetove celije (Paneth), dok se u distalnijim delovima

debelog creva pojava ovih ¢elija smatra metaplazijom (9).

Osnovu lamine proprije sluznice Cini rastresito vezivno tkivo proZeto meSovitom
inflamatornom c¢elijskom populacijom ¢ija gustina prema bazalnim delovima lamine proprije
opada. Normalno se nalaze plazma celije, limfociti, histiociti, eozinofilni granulociti i
mastociti. Limfnih folikula ima, ali bez razvijenih germinativnih centara. Osim inflamatornih
¢elija, prisutni su i miofibroblasti (10). Veoma vazna karakteristika lamine proprije sluznice
debelog creva je odsustvo limfnih sudova (11,12). S prakti¢nog aspekta, to znaci da karcinom

debelog creva koji je ogranicen na sluznicu nema metastatski potencijal, te se stoga tretira kao



in situ karcinom (infiltracija lamine proprije sluznice na drugim lokalizacijama se smatra

invazivnim karcinomom) (13,14).

Lamina muskularis mukoze je tanak glatkomi$iéni list koji predstavlja granicu izmedu
sluznice i podsluznice. Od lamine muskularis mukoze se prema lamini propriji pruzaju

pojedinacna i retka glatkomiSi¢na vlakna koja su kontaktu sa miofibroblastima (4).

Submukoza je sloj rastresitog vezivnog tkiva koje obiluje krvnim i limfnim sudovima i
nervima. Podsluznica svojom konzistencijom obezbeduje pokretljivost sluznice u odnosu na
miSi¢nicu. U submukozi se nalazi autonomni ziv¢ani splet — Majsnerov (Meissner) pleksus,

koji ucestvuje u regulaciji kontraktilnosti lamine muskularis mukoze (4,15).

Misiéni sloj zida ili muskularis proprija igra presudnu ulogu u pasazi crevnog sadrzaja
i odrzavanju Sirine lumena creva. Sastoji se od unutrasnjeg cirkularnog podsloja i spoljasnjeg
longitudinalnog, koji je na poprecnom preseku diskontinuiran i podeljen na tri uzduzne trake
— tenije, koje se proksimalno susti¢u na mestu insercije apendiksa, a u rektumu se fuzionisu u
kontinualni longitudinalni podsloj, kakav se nalazi u tankom crevu. Izmedu cirkularnog
podsloja i tenija se nalazi mientericni Auerbahov autonomni ziv€ani splet (lat. plexus
myentericus Auerbachi) koji u sadejstvu sa Kahalovim (Cajal) éelijama upravlja crevnom
peristaltikom (4,15).

Seroza oblaze viSe od polovine cirkumferencije intraperitonealnih delova kolona,
odnosno prednju stranu sekundarno retroperitonealnih delova. Predstavljena je jednim slojem
mezotelnih ¢elija koje su od muskularis proprije odeljene tankim slojem rastresitog vezivnog
tkiva. U retroperitonealnim delovima kolona se na muskularis propriju direktno naslanja zrelo

masno tkivo zadnjeg trbusnog zida, koje nosi naziv tunika adventicija (3).

1.4. EPIDEMIOLOGIJA KRK-a

Kolorektalni karcinom je po incidenci, od oko 1,361,000 novoobolelih u 2012. Godini,
na globalnom nivou tre¢i maligni tumor kod muskaraca i drugi kod Zena (16). Kod muskaraca
su ¢eS¢i pludni 1 prostatiéni karcinom, a kod Zena karcinom dojke. Oko 55% slucajeva KRK-a
se u toj godini javilo u razvijenim zemljama sveta. Prema Globocan-ovim podacima, u istoj
godini je od kolorektalnog karcinoma umrlo oko 694,000 ljudi oba pola, i to oko 52% u

nerazvijenim zemljama (16,17). Standardizovana stopa incidence globalno pokazuje velike
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varijacije. Najveca je u Australiji i Novom Zelandu (44.8 na 100,000 stanovnika za muskarce
I 32.2 na 100,000 za zene), a najniza u zemljama Zapadne Afrike (4.5 na 100,000 za
muskarce, odnosno 3.8 na 100,000 za zene). Stopa mortaliteta je najvisa u centralno i
isto¢noevropskim zemljama (20.3 na 100,000 za muskarce, odnosno 11.8 na 100,000 za
zene), a najniza ponovo u Zapadnoj Africi (3.8 na 100,000 za muskarce i 3.0 na 100,000 za

zene).

U Srbiji, KRK se po ucestalosti kod oba pola nalazi na drugom mestu, posle
karcinoma pluc¢a kod muskaraca i karcinoma dojke kod zena (16). Po mortalitetu, KRK se u
nasoj zemlji nalazi na drugom mestu kod muskaraca, a na trecem mestu kod zena. Godi$nje se
u Srbiji registruje oko 4500 novoobolelih od KRK-a, a oko 2500 smrtnih slucajeva se moze

pripisati ovoj bolesti.

Kolorektalni karcinom je bolest starije zivotne dobi, sa pikom incidencije u ranim
sedamdesetim godinama (18). Medutim, ova bolest se moze pojaviti bilo kad u zivotu jedinke,
ukljuéujudi i pedijatrijski uzrast (19). Ipak, zbog ¢injenice da je KRK u prvih pet decenija
zivota retkost, u veéem broju vodica za dijagnostikovanje i leCenje KRK-a stoji preporuka da
se kod svakog sluc¢aja KRK-a pre 50. godine zivota sprovede genetski skrining zbog velike

verovatnoce da se radi o naslednom sindromu (20,21,22,23).

1.5. ETIOLOGIJA

Kao §to je slucaj s velikim brojem malignih tumora na drugim lokalizacijama, i KRK
nastaje kao rezultat kompleksne interakcije spoljasnjih i konstitucionalnih Cinilaca (24), pri

¢emu proporcija uticaja ove dve grupe faktora nije konstantna.

1.5.1. Faktori rizika

Na vaznost uticaja spoljasnje sredine ukazuje velik broj populacionih studija iz kojih
se vidi da se ucestalost KRK-a kod potomaka imigranata ve¢ u drugoj ili trecoj generaciji
izjednacava sa incidencom u nativnoj populaciji (25,26,27,28). Ovom znacajno doprinose

navike u ishrani. Vaznost ishrane se pre svega ogleda u tome $to od nje u velikoj meri zavisi



ekspozicija crevne sluznice zu¢nim kiselinama, koje zajedno sa svojim metabolitima u

odgovaraju¢em mikrobioloskom miljeu deluju kao karcinogeni (29).

1.5.1.1. Zuéne kiseline

Direktan uticaj zu¢nih kiselina na nastanak KRK-a je ispitivan i u epidemioloSkim
studijama i na zivotinjskim modelima (29,30,31). Osim toga, dokazano mutagena lipidna
supstanca fekapenten, koju produkuju anaerobne bakterije u crevima, ubrzano nastaje u
uslovima povecane intraluminalne koncentracije zucnih kiselina (32,33). Moguénost
izazivanja oksidativnog stresa se nalazi u osnovi mutagenosti i zu¢nih kiselina i fekapentena

(32,33,34,35).

15.1.2. Ishrana bogata crvenim mesom

Uticaj konzumiranja mesa, narocito crvenog, 1 masnoca zivotinjskog porekla je takode
predmet istrazivanja dugi niz godina, ali rezultati studija nisu sasvim koherentni. Brojni
eksperimentalni radovi pokazuju da policikli¢ni aromati¢ni ugljovodonici i heterocikli¢ni
amini (supstance koje nastaju u toku termic¢ke obrade i/ili konzervacije mesa) mogu izazvati
kolorektalni karcinom kod velikog broja vrsta oglednih Zivotinja, medu kojima su 1 primati
(36,37,38,39,40). Medutim, koncentracije ovih jedinjenja kojima su bile izloZene
eksperimentalne Zivotinje su nekoliko redova veli¢ine ve¢e od koncentracija kojima se izlazu
ljudi. S druge strane, iz epidemioloskih studija se vidi da je KRK ¢est u podrué¢jima sa veéim
udelom przenog i dimljenog crvenog mesa u ishrani, u poredenju sa podru¢jima u kojima

dominira ishrana biljnog porekla (41,42,43,44,45,46,47).

1.5.1.3. Gojaznost

Hiperkalorijska ishrana je u nekim studijama oznacena kao najvazniji pojedinacni

faktor rizika za nastanak KRK-a (48,49), iako je mehanizam kancerogenosti nejasan. Kao



jedan od mogucih razloga za povecanu incidencu KRK-a kod gojaznih je relativno Cesta
udruzenost sa dijabetesom tipa II. Pretpostavka je da kod dijabetiara sa ovim tipom Secerne
bolesti hiperinsulinemija podstice epitel sluznice debelog creva na proliferaciju, dok
hiperglikemija i hiperlipidemija stvaraju pogodan milje za rast tumorskih ¢elija
(50,51,52,53,54).

15.1.4. Unos alkohola

Ekscesivna konzumacija alkoholnih pic¢a prema brojnim studijama (55,56,57,58,59,60)
povecava rizik od nastanka KRK-a. Koli¢ina unetog alkohola je od presudnog znacaja, ali u
nekim studijama i vrsta pic¢a figuriSe kao znacajan faktor, pri ¢emu se pivo i destilovana
alkoholna pic¢a oznacavaju kao opasnija (61), dok umereni unos alkohola, pre svega crvenog

vina, po nekim autorima deluje protektivno (62,63).

1.5.1.5. Pusenje

PusSenje je verovatno od minornog znacaja za razvoj KRK-a, u poredenju sa
potencijalom duvanskog dima da izazove maligne tumore na drugim lokacijama, kao §to su

pluca, usna duplja, mokraéna besika i druge (64).

15.1.6. Fizi¢ka neaktivnost

Sedentarni stil Zivota, veoma raSiren u razvijenijim zemljama, predstavlja jo$ jedan
faktor rizika za nastanak KRK-a (65,66). Medutim, njegov izolovani uticaj je tesko proceniti
izvan konteksta ostalih, prethodno navedenih Zivotnih navika tipi¢nih za savremena

"zapadnjacka" drustva.



1.5.2. Protektivni faktori

1.5.2.1. Ishrana bogata nesvarljivim vlaknima

Suprotno ishrani bogatoj kalorijama i masno¢ama zivotinjskog porekla, velika
zastupljenost biljnih nesvarljivih vlakana u hrani pokazuje protektivni uticaj u smislu nastanka
KRK-a. Mehanizam zaStitnog dejstva je verovatno mnogostruk — vec¢i volumen crevnog
sadrzaja usled kojeg je koncentracija kancerogenih materija snizena; skrac¢en kontakt izmedu
sluznice i crevnog sadrzaja zbog brze pasaze; povecana produkcija antioksidansa butirata od

strane crevne flore; adsorpcija Zuénih kiselina (59,65,67,68,69).

15.2.2. Voce i povrée

Dugi niz godina je smatrano da konzumacija voéa i povréa smanjuje rizik od nastanka

i recidiva KRK-a (70,71). Medutim, ovaj stav je u nekim meta-analizama osporen (72).

15.2.3. Acetil-salicilna kiselina

Protektivno dejstvo acetil-salicilne kiseline se ogleda u inhibiciji dejstva
proinflamatornog enzima ciklo-oksigenaze 2 (COX-2), ¢ija je aktivnost povecana u tkivu
adenoma i karcinoma kolona (73,74). Hroni¢na upotreba aspirina nakon operacije karcinoma

kolona smanjuje verovatnocu nastanka recidiva (75).

1.6. PATOGENEZA

Patogeneza KRK-a je veoma kompleksna 1 jo$ uvek nedovoljno razjasnjena. Napredak

u genetici i molekularnoj patologiji je rasvetlio mnoge aspekte nastanka KRK-a, ali je i doveo



do prepoznavanja Cinjenice da KRK nije monolitna bolest, ve¢ se radi o grupi raznorodnih
entiteta koji nastaju potpuno razli¢itim mehanizmima, §to rezultira i razli¢itim odgovorom na
primenjenu terapiju. Savremena molekularna patologija prepoznaje najmanje tri patogenetska

puta za nastanak kolorektalnih neoplazmi (24,76).

1.6.1. Hromozomska nestabilnost

Ucestale 1 rastu¢e promene u koli€ini genetskog materijala su osnov hromozomske
nestabilnosti. Ove promene se javljaju u formi delecija ili amplifikacija genskih lokusa,
promena u broju krakova hromozoma, kao i u promeni broja samih hromozoma — aneuploidiji
(77,78). Mutacije gena ¢iji su produkti odgovorni za formiranje i segregaciju deobnog vretena

su verovatni uzroci nastanka aneuploidija (77).

1.6.2. Mikrosatelitska nestabilnost

Mikrosateliti su relativno kratke, oligonukleotidne repetitivne sekvence genoma koje
se ne transkribuju u informacionu ribonukleinsku Kiselinu (79). Inaktivacija gena koji
kodiraju enzime za popravku greSaka nastalih u toku replikacije DNA dovodi do ucestalih
promena u duzini mikrosatelita, ali i do povecanja broja tackastih mutacija u kodiraju¢im
delovima genoma. Geni za ove enzime nose oznake MLH1, MSH2, MSH6 i PMS2. Tumori
bez mutacija ovih gena su mikrosatelitski stabilni, a tumori sa dve ili vi§e mutacija su tumori
sa visokim stepenom mikrosatelitske nestabilnosti (24,79). Tumori kod kojih postoji deficit
samo jednog od ovih enzima se oznacavaju kao tumori sa niskim stepenom mikrosatelitske

nestabilnosti.

Prototip naslednog kolorektalnog karcinoma sa mikrosatelitskom nestabilnoSéu je
Lin¢ov sindrom (Lynch) (80,81,82). To je hereditarni ne-polipozni kolorektalni karcinom, §to
implicira mali broj polipa u debelom crevu, ali ne negira postojanje sekvence adenom-
karcinom. Naime, velik broj mutacija izazvan insuficijentnom popravkom gresaka nastalih u

replikaciji DNA omogucuje brzu progresiju polipa u karcinom. Bolesnici sa ovim sindromom,



osim KRK-a, ¢esto dobijaju karcinom endometrijuma, prostate, dojke, Zeluca, tankog creva,

hepatobilijarnog trakta, urinarnog trakta i koze (83,84).

1.6.3. Metilacija CpG sekvenci

CpG je oznaka za citozin-guanin dinukleotid u DNA lancu ("p" se odnosi na fosfatnu
grupu izmedu dve susedne nukleotidne baze). Velika uCestalost ovih dinukleotida se registruje
u promotornim regionima nekih gena. Visok procenat metilisanih CpG dinukleotida rezultira
inaktivacijom gena kao §to su npr. tumor-supresorni geni TP16, MLH1 i CDHI. Metilacija se
u ovom slu¢aju oznacava kao epigenetski faktor iz razloga Sto DNA sekvenca ostaje intaktna,

a ekspresija gena se menja bez promene izvornog koda naslednog materijala (85).

1.6.4. Geneza karcinoma u familijarnoj adenomatoznoj polipozi

Nastanak karcinoma debelog creva kod pacijenata sa familijarnom adenomatoznom
polipozom (FAP) je jedan od najranije i1 najbolje opisanih 1 razjasnjenth mehanizama
karcinogeneze u humanoj onkologiji (86,87). FAP je autozomno-dominantna bolest koja se
karakteriSe pojavom velikog broja (obi¢no nekoliko stotina do nekoliko hiljada) adenoma u
debelom crevu od kojih bar neki neminovno progrediraju u karcinom najkasnije do 40 godine
zivota. U FAP-u je identifikovana somatska mutacija jednog alela APC gena (od engl.
Adenomatous Polyposis Coli) na dugom kraku hromozoma 5 (5921). Mutacija ili delecija
drugog alela u epitelnim ¢éelijama sluznice debelog creva dovodi do funkcionalne inaktivacije
produkta ovog gena, citoplazmatskog proteina koji za sebe vezuje B-katenin i koji uéestvuje u
odrzavanju celijske athezije (84). Visak p-katenina u jedru ima za posledicu aktivaciju
transkripcije veceg broja gena Ciji produkti stimuliSu celijsku proliferaciju. Mutacija APC
gena se moze dokazati u veéini konvencionalnih kolorektalnih adenoma, kako u sklopu
familijarne adenomatozne polipoze, tako i sporadi¢nih adenoma (88). Ovo je rani dogadaj i
kljuan je za nastanak tzv. aberantnih kriptalnih fokusa (AKF), prekursora adenoma.
Aberantni kriptalni fokusi su mikroskopska zarista u sluznici debelog creva u kojima je epitel
kripti hiperproliferativan 1 narusene maturacije. Ovi fokusi nisu vidljivi na rutinskoj

endoskopiji (89). Dalji rast adenoma je kod velikog broja AKF uslovljen aktivacionom
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mutacijom KRAS gena na hromozomu 12. KRAS protein ima funkciju guanozin-trifosfataze i

dovodi do povecane ekspresije receptora za faktore rasta na povrsini cCelije. Rezultat je

povecanje zapremine adenoma. Kona¢no, dogadaj od presudnog znacaja za malignu alteraciju

adenoma je inaktivacija tumor-supresornog gena TP53 (90).

1.7.  KLASIFIKACIJA EPITELNIH TUMORA DEBELOG CREVA

Vazeta klasifikacija epitelnin neoplazmi

debelog creva Svetske zdravstvene

organizacije (engl. World Health Organisation — WHO) iz 2010. godine prikazana je u tabeli

1.

Tabela 1. Klasifikacija epitelnih neoplazmi debelog creva Svetske zdravstvene organizacije

(91)

HAMARTOMI

Cowden-ov polip

Juvenilni polip

Peutz-Jeghers-ov polip

SERATNE LEZIJE

Hiperplasti¢ni polip

Sesilni seratni adenom

Tradicionalni seratni adenom

ADENOMI

Tubularni adenom

Tubulo-vilozni adenom

Vilozni adenom
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DISPLAZIJA (INTRAEPITELNA NEOPLAZIJA)

Niskog stepena

Visokog stepena

KARCINOM

Adenokarcinom

Kribriformni adenokarcinom komedo tipa

Medularni karcinom

Mikropapilarni karcinom

Mucinozni adenokarcinom

Seratni adenokarcinom

Karcinom ¢elija tipa prstena pecatnjaka

Adenoskvamozni karcinom

Vretenastocelijski karcinom

Skvamozni karcinom

Nediferentovani karcinom

NEUROENDOKRINE NEOPLAZME

Neuroendokrini tumor

Neuroendokrini karcinom

Mesoviti adenoneuroendokrini karcinom

Oko 75-80% svih malignih epitelnih tumora debelog creva se dijagnostikuju kao tzv.
konvencionalni adenokarcinom, bez blizih odrednica (engl. adenocarcinoma of usual type).
Vazno je napomenuti da ovaj tumor, kao i svi drugi tumori kolorektuma, imaju identican
mikroskopski izgled bez obzira na anatomsku lokalizaciju unutar debelog creva i bez obzira

na makroskopski obrazac rasta (23,24).
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1.8. MORFOLOGIJA KARCINOMA DEBELOG CREVA

1.8.1. Makroskopski izgled

Razlikuju se Cetiri makroskopska tipa rasta kolorektalnog karcinoma (23,24):

polipoidni, odnosno egzofitni

ulcero-infiltrativni

cirkularno-stenozantni

difuzni

Uobicajeno je da se u jednom konkretnom tumoru mogu sresti razli¢ite kombinacije
makroskopskih oblika rasta. Neki histoloSki tipovi su povezani sa specifinim
makroskopskim izgledom. Tako je npr. mucinozni karcinom na preseku zelatinozan i
poluprozrac¢an, dok je nediferentovani karcinom gotovo uvek velikog pre¢nika i meke
konzistencije. Medutim, u vecini slucajeva se histoloski tip ne moze anticipirati na osnovu

makroskopskih karakteristika (23,24,91).

1.8.1.1. Polipoidni tip rasta

Tumori sa ovakvim makroskopskim oblikom rasta najces¢e nastaju u cekumu. Velikih
su dimenzija i meke i tro$ne konzistencije. U odsustvu skrininga se otkrivaju u kasnom
stadijumu bolesti. Ne izazivaju opstrukciju jer se nalaze u delu creva sa Sirokim lumenom,
koji je ispunjen Zitkim fekalnim sadrZzajem. Najve¢i deo njihove zapremine se nalazi u samom
lumenu creva. Imaju oblik voluminoznog sesilnog polipa koji Sirokom bazom naleZe na zid

creva (slika 1).
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Slika 1. Polipoidni karcinom debelog creva.

1.8.1.2. Ulcero-infiltrativni tip rasta

Ovo je veoma Cest obrazac rasta kolorektalnog adenokarcinoma. Donekle je slican
polipoidnom, s tim da su rubni delovi tumora izdignuti iznad ravni sluznice, a centralne
partije su ulegnute usled ulceracije (slika 2). Kod ovakvih tumora se obi¢no konstatuje

infiltracija svih slojeva zida creva i penetracija duboko u okolno masno tkivo.

Slika 2. Ulcero-infiltrativni oblik KRK-a.
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1.8.1.3. Cirkularno-stenozantni tip rasta

Ove tumore karakteriSe volumen tumorskog tkiva koji je nesrazmerno mali u odnosu
na posledi¢ni poremecaj pasaze u crevu. Najces¢i su u levom kolonu. Obuhvataju celu
cirkumferenciju zida creva i prstenasto suzavaju njegov lumen na kratkom segmentu,
uzrokujuéi subileus ili ileus (slika 3). Debelo crevo je proksimalno od tumora obi¢no jako
istanjenog zida, aplatirane sluznice sa multiplim erozijama, distendirano i ispunjeno velikom
koli¢inom fekalnog sadrzaja. Usled izrazene stromalne dezmoplazije ovi tumori imaju vrlo
¢vrstu konzistenciju. Defekt u senci kontrasta na irigografiji kod stenozantnih karcinoma ima
tipican izgled "ogriska jabuke", ali je danas ova dijagnosticka procedura prakti¢no u

potpunosti potisnuta sve rasirenijom upotrebom superiornije CT-kolonografije.

Slika 3. Cirkularno-stenozirajuci karcinom kolona

1.8.14. Difuzni tip rasta

Ovaj tip rasta je redak. Analogan je sa obrascem rasta tipiénim za difuzni karcinom
Zeluca (tzv. linitis plastica). Radi se o difuznom proZzimanju zida creva tumorom, bez
makroskopski vidljive tumorske mase u lumenu creva i bez promene $irine lumena. Zid je na

preseku zadebljan, naruSene ili potpuno neraspoznatljive slojevitosti, smanjene elasti¢nosti 1
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rigidan. Sluznica je poravnatog reljefa. Poremecaji u dinamici praznjenja creva koje daje

tumor sa difuznim rastom poticu od smanjenog motiliteta zahvacenog dela creva.

1.8.2. Histoloske osobine

1.8.2.1. Konvencionalni KRK

Adenokarcinom debelog creva uobicajenog tipa je histoloski sagraden od nepravilnih
Zlezdolikih formacija oblozenih atipiénim cilindriénim epitelnim Celijama. Lumeni
adenoidnih struktura su Cesto ispunjeni zgusnutom eozinofilnom sluzi koja je izmeSana s
¢elijskim detritusom. Ovakav materijal na standardnim histoloskim rezovima ima aspekt koji
se oznacava kao «prljava nekroza» (engl. dirty necrosis, slika 4) i u eri pre rutinske primene
imunohistohemije je, zbog visoke specifi¢nosti za KRK, imao veliki dijagnosticki znacaj pri
histoloskoj analizi uzoraka iz metastaza tumora nepoznatog primarnog porekla (24).
Proliferacija tumorskih ¢elija dovodi do premoscavanja lumena zlezdolikih tvorevina i
stvaranja sekundarnih lumena, odnosno kribriformnih struktura (slika 5). U povr$nim
delovima tumora se ¢esto mogu videti brojnije papilarne formacije. Citoplazma tumorskih
¢elija je eozinofilna, ponegde sa sluznom vakuolom. Jedra su na svetlosnoj mikroskopiji
pseudostratifikovana, krupna, izrazene jedarne membrane i grubo zgrudvanog hromatina.
Obicno je jasno vidljivo bar jedno jedarce. Mitoze su uglavnom brojne, uz relativno ucestale
patoloske mitotske figure. U tumorima sa nizim stepenom diferencijacije se smanjuje udeo
cilindri¢nih tumorskih ¢elija, a u€estalije su kubi¢ne 1 poligonalne ¢elije. Osim ovih tumorskih
¢elija, mogu¢ je 1 nalaz drugih Ccelijskih populacija. Tako su u konvencionalnom
adenokarcinomu opisane skvamozne ¢elije, Panetove Celije, neuroendokrine ¢elije 1 trofoblast.
Medutim, prisustvo ovih ¢elijskih tipova nema uticaja na biolosko ponasanje tumora (24,91).
Stroma tumora pokazuje znatne varijacije u volumenu i kvalitetu. Neki tumori, pogotovo
njihovi papilarni delovi, imaju oskudnu stromu od rastresitog vezivnog tkiva, dok se u nekim
tumorima nalazi veoma intenzivna dezmoplazija, nalik onoj kod pankreasnog duktalnog
karcinoma, ili kod karcinoma ekstrahepati¢nih zu¢nih puteva. Stromalno vezivno tkivo je
prozeto neravnomerno gustim inflamatornim infiltratom razlic¢itog celularnog sastava. U

podrucjima sa nekrozom u pocetku dominiraju neutrofilni granulociti, a kasnije makrofagi.
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Sluz izlivena iz rupturiranih ili nekroti¢nih tumorskih adenoidnih struktura moze dovesti do
stvaranja granuloma tipa oko stranog tela. Limfocitna infiltracija u nekim sluc¢ajevima moze
biti veoma oskudna ili sasvim odsutna, dok drugu krajnost ¢ine tumori sa gustim limfocitnim
infiltratom (slika 6). Ukoliko se u infiltratu nalaze formirani limfni folikuli sa prominentnim
germinativnim centrima, takva karakteristika se oznacava kao Crohn-like reakcija, usled
morfoloske sli¢nosti sa infiltracijom dubokih slojeva zida creva limfnim folikulima u sklopu
Kronove bolesti. Osim u stromi, limfociti se ponekad mogu naci i u parenhimu tumora, kada

se nazivaju tumor-infiltriSu¢i limfociti (TIL). Brojni TIL su tipini za tumore sa

deficijencijom MMR (od engl. Mismatch repair) gena i sa mikrosatelitskom nestabilno$c¢u
(23,24,80,83,91).

Slika 4. "Prljava" nekroza u lumenu tumorske zlezde. HE,
x100

16



Slika 6. Gust stromalni limfocitni infiltrat sa limfnim
folikulima. HE, <100

1.8.2.2. Mucinozni karcinom

U ovu kategoriju spada oko 10% KRK-a (23,24,91). Vise od 50% zapremine tumora
zauzete ekstracelularnom sluzi je kriterijum za dijagnozu mucinoznog karcinoma. Osim toga,

nema velikih arhitektonskih i citoloskih razlika u odnosu na konvencionalni adenokarcinom
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(slika 7). Tumorske celije su cilindri¢ne i Cesto sadrze sluznu vakuolu, a rasporedene su u
zlezde, papile i manje solidne nakupine. U nekim slucajevima je moguce videti samo mali
broj tumorskih ¢elija u formi sitnih, oligocelularnih ostrvaca u Sirokim jezerima
ekstracelularne sluzi, koja disecira izmedu snopova glatkog misica i Siri se u ekstramuralno

masno tkivo. Sluz je histohemijski PAS-pozitivna i Alcian-pozitivna.

Mucinozni karcinom je znacajno ceS¢i kod osoba mlade Zivotne dobi nego
konvencionalni adenokarcinom. Takode je ucestaliji u desnom kolonu nego u levom kolonu i
rektumu. lzvestan procenat mucinoznih karcinoma se na molekularnom nivou karakteriSe
visokim stepenom mikrosatelitne nestabilnosti, Sto je indikator bolje prognoze bolesti u

odnosu na mikrosatelitnu stabilnost (79,84,87).

Slika 7. Mucinozni adenokarcinom. HE, x100

1.8.2.3. Medularni karcinom

Ovaj tip KRK-a je dominantno lokalizovan u desnom kolonu i genotipski se
karakteriSe odsustvom KRAS i TP53 mutacija, kao i deficijencijom MMR gena. Jasno je
ogranic¢en od okoline, sa velikim brojem limfocita u stromi i velikim brojem TIL-a. Tumorski
parenhim se sastoji od solidnih plaza krupnih atipi¢nih poligonalnih epitelnih ¢elija ¢ija je

citoplazma amfofilna i nejasnih granica, tako da postoji utisak sincicijalnog rasta. U retkim
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¢elijama se vidi intracelularna sluz. Jedra su krupna, okruglasta ili ovalna, vezikularna, sa
prominentnim, centralno postavljenim solitarnim nukleolusom i visokom mitotskom
aktivnoscu (slika 8). | pored ovakve high grade morfologije, medularni karcinom ima bolju
prognozu u poredenju sa konvencionalnim KRK-om u istom klini¢kom stadijumu

(23,24,79,80,91).

Slika 8. Medularni karcinom. HE, x100.

1.8.2.4. Kribriformni adenokarcinom komedo tipa

Deskriptivni naziv ovog tumora sugerise predominantno kribriformnu (reSetkastu)
arhitektoniku tumorskog parenhima sa nekroticnim materijalom u okcima kribriformnih
tvorevina (91) (slika 9). Uvrsten je u WHO Kklasifikaciju kolorektalnih tumora, ali jo$ nije u
potpunosti odreden prognosticki i prediktivni znacaj prepoznavanja ovog tipa tumora. Neke
studije pokazuju da ovakvu morfologiju imaju skoro isklju¢ivo mikrosatelitno stabilni tumori

sa hipermetilacijom CpG ostrvaca (92).
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Slika 9. Kribriformni adenokarcinom komedo-tipa. HE,
x100

1.8.2.5. Mikropapilarni karcinom

Mikropapilarni karcinom je odnedavno prepoznat kao podtip KRK-a. Slican je sa
karcinomima istog naziva na drugim lokalizacijama (dojka, mokra¢na besika) (93).
KarakteriSu ga okruglaste grupe prizmati¢nih epitelnih celija oko kojih se nalazi opticki
prazan prostor koji ih deli od okolne vezivne strome (slika 10). Ovaj prostor je ranije tumacen
kao fiksacioni artefakt, ali je takvo glediSte korigovano s obzirom na Cinjenicu da je isti
prazan prostor vidljiv i na ledenim rezovima. Takode se ne radi o limfnim vodovima sa
tumorskim embolusima u lumenima, posto nema ni morfoloski ni imunohistohemijski
detektabilnih endotelnih ¢elija (94). Okruglaste grupe ¢elija mogu izgledati i kao abortivne
zlezdane strukture, ali obrnuta jedarna polarizacija (jedra orijentisana prema sredini Celijske
nakupine) omogucuje pravu dijagnozu. Inverzna polarizacija se moze potvrditi i1
imunohistohemijski — jaka pozitivnost tumorskih ¢elija na marker EMA (engl. Epithelial
Membrane Antigen) se registruje na polu celije koji je okrenut upolje, prema stromi, za
razliku od konvencionalnog adenokarcinoma u kojem je ova imunoreaktivnost najjaca prema

lumenu Zlezde (94).

Mikropapilarni karcinom je tumor loSije prognoze nego konvencionalni KRK. Kod

vecine bolesnika sa ovim karcinomom u vreme postavljanja dijagnoze postoje regionalne i/ili
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udaljene metastaze. Cak i konvencionalni adenokarcinomi koji sadrze srazmerno mala
podru¢ja mikropapilarne diferencijacije imaju agresivniji klinicki tok od ,Cistog"

konvencionalnog KRK-a (95).

Slika 10. Mikropapilarni karcinom. HE, %100.

1.8.2.6. Karcinom ¢elija tipa prstena pecatnjaka

Ovaj tumor je sagraden od nekohezivnih okruglastih epitelnih ¢elija koje u citoplazmi
sadrze krupnu vakuolu sluzi koja potiskuje polumesecasto deformisano i hiperhromati¢no
jedro na periferiju, tako da je ono Cesto prividno izvan kontura same celije (24,91).
Hromofobne tinktorijelne osobine intracelularne sluzi na rutinskim histoloskim rezovima daju
ovakvim c¢elijama izgled pecatnog prstena (slika 11). Neophodno je da najmanje 50%
tumorskih ¢elija poseduje ovakvu morfologiju da bi se tumor klasifikovao kao karcinom ¢elija
tip prstena pecatnjaka (91). U debelom crevu, kao i kod vecine drugih lokalizacija, ovaj
karcinom ima lo$u prognozu. U vreme postavljanja dijagnoze su peritonealna diseminacija i
udaljene metastaze daleko ¢eS¢e nego kod konvencionalnog kolorektalnog adenokarcinoma

(24,91).
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Slika 11. Grupa celija izgleda pecatnog prstena u KRK-u.
HE, x200.

1.8.2.7. Seratni adenokarcinom

Ovo je provizorni entitet u WHO Kilasifikaciji (91). Zlezdolike formacije u ovom tipu
tumora imaju testerasti profil usled neravnomerne proliferacije tumorskih ¢elija (lat. serratus
= nazubljen, testerast). Citoplazma tumorskih Celija je obilna i hipereozinofilna, a jedra su
vezikularna, sa perifernom kondenzacijom hromatina. Podrucja ekstracelularne produkcije
mucina su relativno retka i u njima se nalaze male loptaste i Stapic¢aste grupe tumorskih Celija.
Proksimalni seratni adenokarcinomi nastaju od sesilnih seratnih adenoma i imaju visok stepen
mikrosatelitne nestabilnosti. Seratni adenokarcinomi u levom kolonu verovatno nastaju
malignom alteracijom tradicionalnih seratnih adenoma (slika 12) i karakteriSe ih ili nizak

stepen mikrosatelitne nestabilnosti ili mikrosatelitna stabilnost (91,96).
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Slika 12. Seratni adenokarcinom (dole) u tradicionalnom

seratnom adenomu (gore). HE, x40

1.8.2.8. Adenoskvamozni karcinom

Adenoskvamozni karcinom sadrZi podruc¢ja konvencionalnog KRK-a koja su izmeSana
s plazama malignih plocastih epitelnih ¢elija (97,98). Za postavljanje dijagnoze
adenoskvamoznog karcinoma neophodno je da i glandularna i skvamozna komponenta budu
zastupljene sa najmanje 10%. Podjednako se pojavljuje u desnom i levom kolonu. Prognoza je
nesto loSija nego kod konvencionalnog KRK-a u istom stadijumu. Ovaj histoloski tip je redak

i na njega se odnosi manje od 1% KRK-a (91).

1.8.2.9. Skvamozni karcinom

Primarni planocelularni ili skvamozni karcinom je redak u debelom crevu. Dijagnoza
primarnog Kkolorektalnog skvamoznog karcinoma se moze postaviti samo ako se prethodno
isklju¢i metastaza sa neke druge lokalizacije (99,100). Takode je, ekstenzivnim uzorkovanjem
tumora, neophodno iskljuciti i adenoskvamozni karcinom sa dominantnom planocelularnom
komponentom. Vise od polovine slucajeva se dijagnostikuje u desnom kolonu, i to na terenu

skvamozne metaplazije nastale u sklopu idiopatske inflamatorne bolesti creva, fistule,
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tuberkuloze, shistozomijaze itd. (100) Neki radovi upucuju na udruzenost skvamoznog
karcinoma kolona sa infekcijom humanim papiloma virusom (HPV) (101). Stepen
diferencijacije primarnog skvamoznog kolorektalnog karcinoma je obi¢no nizak, a prognoza

losa (100).

1.8.2.10. Vretenastocelijski ili sarkomatoidni karcinom

Dualna morfoloska diferencijacija je definiSu¢a karakteristika ovog retkog tipa
kolorektalnog tumora (91). Otuda i alternativni naziv karcinosarkom. Podrucja epitelne
morfologije i imunofenotipa imaju aspekt lose diferentovanog KRK-a, a mezenhimna
podrudja su sagradena od iregularno izukrstanih snopova éelija vretenastog izgleda. Medutim,
1 u ovim delovima tumora se imunohistohemijski moze dokazati pozitivnost na citokeratin
(102). Osim toga, molekularna ispitivanja ukazuju na to da su tumorske celije u obe
komponente tumora identi¢nog porekla (103). Sarkomatoidni delovi mogu sadrzati i podrucja

hondralne, ostealne ili mioidne diferencijacije.

Sarkomatoidni karcinom se tipi¢no pojavljuje u levom kolonu kod Zena starije Zivotne
dobi. Ovo je agresivni tumor koji se dijagnostikuje u vi§im klini¢kim stadijumima bolesti, pa

je stoga i loSe prognoze (102, 103).

1.8.2.11. Nediferentovani karcinom

U ovoj kategoriji se nalaze karcinomi debelog creva koji nemaju vidljivu glandularnu,
skvamoznu, vretenastocelijsku ili neuroendokrinu diferencijaciju (91, 104). Izuzetno su retki.
Dijagnoza nediferentovanog karcinoma se postavlja per exclusionem, tek nakon isklju¢ivanja
drugih histoloskih tipova, uz obaveznu imunohistohemijsku potvrdu ekspresije citokeratina.
Postavljanje dijagnoze nediferentovanog karcinoma podrazumeva iscrpno uzorkovanje celog
makroskopski vidljivog tumora 1 detaljan histoloski pregled svih njegovih delova u cilju
eventualnog otkrivanja diferentovanih podrucja, $to bi omogucilo klasifikovanje konkretnog

tumora u neku od prethodno navedenih kategorija.
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1.9. IMUNOHISTOHEMIJSKE KARAKTERISTIKE KRK-a

Imunoprofil tumorskih ¢elija KRK-a je relativno visoko specifiCan, mada postoje
znacajna preklapanja sa intestinalnim tipom mucinoznog adenokarcinoma jajnika i primarnim
adenokarcinomom mokraéne besike i urahusa (24,105). Celije KRK-a u visokom procentu
(85-100%) pokazuju imunoreaktivnost na citokeratin 20 (CK20), dok je ekspresije CK7
uglavnom nema. Medutim, kod MMR-deficijentnih tumora je moguca pozitivnost na CK7, ali
se ona javlja u manje od 15% svih KRK-a. Jedarna pozitivnost na transkripcioni faktor CDX2
se vida u vise od 90% KRK-a, s tim $to se medu negativnim slucajevima nalaze uglavnom
lose diferentovani karcinomi, kao i medularni karcinom. Vilin, aktin-vezujuéi mikrofilament,
je sa preko 90% pozitivnosti takode veoma senzitivan marker. Celije KRK-a pokazuju
difuznu citoplazmatsku pozitivnost na ovaj antigen, uz akcentuaciju apikalnog pola. Sto se

mucina tice, tipi¢an profil za KRK je MUC2+/MUC5AC- (105).

Osim navedenih markera, od prakti¢énog dijagnostickog znacaja su jo$ prakti¢no
univerzalna pozitivnost na poliklonski karcinoembrionalni antigen (pCEA) i izostanak

imunoreaktivnosti na vimentin (105).

1.10. PATOLOSKI PROGNOSTICKI FAKTORI

1.10.1. Stepen diferencijacije

Tradicionalni trostepeni sistem za gradiranje KRK-a deli ovaj tumor u dobro, srednje i
lose diferentovan (106). Pod dobro diferentovanim karcinomima (G1) se podrazumevaju
tumori u kojima se nalazi viSe od 95% formiranih glandularnih struktura. One su obi¢no
izgleda prostih tubularnih zlezda relativno velikih dimenzija i iregularnih kontura. Tumorske
¢elije su visokocilindri¢ne, bazalno orijentisanih jedara. Srednje diferentovani karcinomi (G2)
su sagradeni od zlezdolikih formacija koje zauzimaju 50-95% zapremine tumora. Njihove
karakteristike su mestimi¢na kompleksnost zlezda i fokalno formiranje kribroznih histoloskih

oblika. Tumorske celije su cilindriénog oblika, ali su nize u odnosu na parenhim dobro
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diferentovanog karcinoma. Jedarna polarizacija je jo§ uvek ofuvana, bar u vecini tumorskih
¢elija. U lose diferentovanim karcinomima (G3) je udeo zlezdanih struktura ispod 50%.
Zlezde su kod G3 karcinoma sitne i razgranate, a kribriformne strukture i solidne plaZe su
ucestale. Tumorske ¢elije su kubic¢ne ili niskocilindri¢ne, a jedra su krupna, vezikularna,
hromatina potisnutog uz jedarnu membranu, bez ofuvanog polariteta. Mitotska aktivnost u

tumorskom epitelu je po pravilu visoka.

Ovaj trogradni sistem ima nisku reproducibilnost. Neslaganja u odredivanju
histoloskog tipa izmedu razli¢itih patologa, kao i kod jednog istog patologa prilikom
tumacenja istog preparata sa vremenskom distancom su velika, tako da je kappa (x) vrednost
koja se saopstava u studijama izmedu 0,18 i 0,50 (slaba do umerena konkordantnost)
(107,108). Osim toga, brojne multivarijantne analize su ukazale na to da nema statisticki
znafajne razlike u prognozi izmedu tumora koji su dobro i srednje diferentovani, dok se u
vecini studija pokazalo da je nizak stepen diferencijacije nezavisni indikator loSe prognoze.
Stoga je data preporuka WHO da se KRK po stepenu diferencijacije podeli na karcinome
niskog stepena (engl. low grade, slika 13) i visokog stepena (engl. high grade, slika 14), pri
c¢emu je grani¢na vrednost za udeo Zlezdanih formacija u tumorskom tkivu 50%, §to je po
staroj klasifikacionoj Semi predstavljalo granicu izmedu G2 i G3 tumora. Pored znacaja za
prognosticku stratifikaciju bolesnika, ovaj dihotomni sistem doprinosi boljoj reproducibilnosti
(109).

Slika 13. Dobro diferentovan KRK. HE, x40
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Slika 14. Lose diferentovan KRK. HE, x40

1.10.2. Stadijum bolesti

Pionirski poduhvat u odredivanju stadijuma bolesti kod obolelih od KRK-a preduzeo
je engleski patolog Katbert Djuks (Cuthbert Dukes). On je u publikaciji iz 1932. godine
zakljucio da je prognosticka stratifikacija bolesnika sa KRK-om funkcija histolo§kog nivoa
invazije zida creva primarnim tumorom i statusa regionalnih limfnih ¢vorova (110). U
stadijumu "A" po Djuksu se nalaze bolesnici kod kojih tumor nije probio misi¢ni zid creva,
odnosno infiltracija je ograni¢ena na mukozu, submukozu i muskularis propriju. Prodor kroz
miSi¢nicu, bez obzira na ekstenzivnost, je oznaCen kao stadijum "B". Stadijum "C"
podrazumeva prisustvo metastatskog tumora u regionalnim limfnim ¢vorovima, bez obzira na
dubinu invazije zida creva. Ovoj originalnoj Djuksovoj Klasifikaciji je vise od 30 godina
kasnije pridodat i "D" stadijum, kojim su obuhvaceni bolesnici sa udaljenim metastazama

karcinoma, nezavisno od loko-regionalnog stadijuma bolesti.

Nakon visedecenijske primene, uz Djuksov sistem je paralelno po¢eo da se primenjuje
i Astler-Kolerov sistem (Astler-Coller). Ovaj sistem (tabela 2) je i suStinski i formalno
ocigledno zasnovan na Djuksovoj klasifikaciji, ali je stratifikacija nesto detaljnija, a oznake

stadijuma su alfanumericke (111).
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Tabela 2. Klasifikacija stadijuma kolorektalnog karcinoma po Astler-Koleru

Stadijum Karakteristike

A infiltracija sluznice i podsluznice

Bl infiltracija muskularis proprije, bez proboja; nema nodalnih metastaza
B2 proboj muskularis proprije; nema nodalnih metastaza

C1 infiltracija muskularis proprije, bez proboja; prisutne nodalne metastaze
C2 proboj muskularis proprije; prisutne nodalne metastaze

D udaljene metastaze

U savremenoj praksi, u najSiroj primeni je TNM Kklasifikacija (akronim od Tumor,
Nodus, Metastaza), preporucena od strane Svetske zdravstvene organizacije i Americkog
zdruzenog komiteta za rak (American Joint Committee on Cancer — AJCC). Aktuelna verzija
iz 2010. godine (112) je prikazana u tabeli 3.

Tabela 3. TNM Kklasifikacija KRK-a prema AJCC, 2010.

Oznaka Definicija stadijuma

PRIMARNI TUMOR

Tis tumor ogranicen na mukozu

T1 infiltracija submukoze

T2 infiltracija muskularis proprije, bez proboja

T3 proboj muskularis proprije i infiltracija perikoli¢nog/perirektalnog
tkiva

T4a proboj seroze i prisustvo tumora na povrsini visceralnog peritoneuma
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T4b direktna infiltracija susednih organa ili anatomskih struktura

REGIONALNI LIMFNI CVOROVI

NX status regionalnih limfnih ¢vorova se ne moze proceniti

NO nema metastaza u regionalnim limfnim ¢vorovima

Nla metastaza u jednom regionalnom limfnom ¢voru

N1b metastaze u dva ili tri regionalna limfna ¢vora

Nic tumorski  depozit(i) u  supserozi, mezenterijumu ili  ne-

peritonealizovanom perikolicnom ili perirektalnom tkivu, bez

regionalnih nodalnih metastaza

N2a metastaze U 4-6 regionalnih limfnih ¢vorova

N2b metastaze u 7 ili viSe regionalnih limfnih ¢vorova

UDALJENE METASTAZE

MO nema udaljenih metastaza (nema patoloSkog MO stadijuma, samo

klinickog ili autopsijskog)

Mla metastaza u jednom udaljenom organu ili ne-regionalnom limfnom
¢voru
M1b metastaze u peritoneumu ili u dva ili viSe udaljenih organa ili ne-

regionalnih limfnih ¢vorova

Patoloski stadijum bolesti (I-IV) se odreduje kombinacijom vrednosti T, N i M deskriptora za
svaki individualni tumor. Pregled stadijuma KRK-a u skladu sa TNM klasifikacijom dat je u
tabeli 4.
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Tabela 4. Patoloski stadijumi KRK-a (112)

Patoloski | T N M
stadijum
0 Tis NO MO
I T1 NO MO
T2 NO MO
A T3 NO MO
1B T4a NO MO
1B T4b NO MO
A T1-T2 N1/N1lc MO
T1 N2a MO
1B T3-T4a N1/N1lc MO
T2-T3 N2a MO
T1-T2 N2b MO
nc T4a N2a MO
T3-T4a N2b MO
T4b N1-N2 MO
IVA bilo koji T bilo koji N Mla
VB bilo koji T bilo koji N M1b

Bolesnici koji su u vreme postavljanja dijagnoze u I stadijumu bolesti imaju oko 97%
verovatnoce za petogodiSnje prezivljavanje, dok u stadijumima II, III 1 IV ova verovatnoca
opada na 78%, 64%, odnosno 11% (112). Iznete brojke se, usled velikog napretka u

medikalnoj i hirurS$koj onkologiji u poslednjim decenijama, stalno menjaju. Na primer,
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metastatska bolest u jetri i plu¢ima je ranije bila neizleCiva, a petogodiSnje prezivljavanje
prakticno nemoguce (113). Danas se neoadjuvantnom imunohemioterapijom i sledstvenom
hirurgijom metastatski fokusi u jetri i plu¢ima otklanjaju, ¢ime se produzava period bez

relapsa, a kod izvesnog broja bolesnika se postize ¢ak i trajna remisija (114).

1.10.3. Limfo-vaskularna invazija

Ovaj termin oznacava prisustvo tumorskih embolusa u lumenima limfnih 1/ili krvnih
sudova. Pokazano je da limfo-vaskularna invazija (LVI) ima nezavisan prognosticki uticaj,
pre svega kod bolesnika u stadijumima I i 11 (115,116). Medutim, pojedine studije sugeriSu da
je daleko vazniji nalaz venske nego limfo-kapilarne invazije (117). Naime, pacijenti sa
histoloski verifikovanom venskom invazijom imaju drasti¢no loSiju prognozu od bolesnika
koji su u istom stadijumu bolesti, ali bez venske invazije. Ovo se odnosi na sve stadijume

bolesti, a ne samo na stadijume 1i Il (106).

Limfo-vaskularna invazija se na tehnicki kvalitetnim standardnim histoloskim
rezovima obi¢no identifikuje bez vecih problema (slika 15). Prisustvo LV1 se procenjuje samo
na infiltrativnom frontu tumora, tj. na sucelju tumorskog tkiva sa ocuvanim tkivom debelog
creva, odnosno okolnih struktura koje su infiltrovane tumorom. U izvesnim slucajevima, kao
npr. kod fokalne mikropapilarne diferencijacije karcinoma ili kod velikih fiksacionih
artefakata u vidu opticki praznih prostora oko malih grupa tumorskih ¢elija, nije moguca
sigurna  dijagnoza  limfo-vaskularne invazije. Tada se preporuuje dodatna
imunohistohemijska obrada radi eventualne identifikacije endotelnih celija oko tumorskih
klastera (npr. podoplanin za limfne sudove i CD31 za krvne sudove). lzostanak

imunoreaktivnosti na endotelne markere isklju¢uje LVI (118).
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Slika 15. Limfo-vaskularna invazija. HE, 200

1.10.4. Perineuralna invazija

Prisustvo tumorskih ¢elija unutar bilo kojeg od tri nervna omotaca (epineurijum,
perineurijum i endoneurijum) se oznacava kao perineuralna invazija (PNI, slika 16). Od ranije
je poznat negativan prognostic¢ki uticaj PNI u tumorima ekstraintestinalnih lokalizacija, kao
Sto su prostata, glava, vrat i pankreas (119, 120, 121). Vise studija je pokazalo slican znacaj
PNI i u kolorektalnom karcinomu (122, 123), mada ima i onih koje negiraju povezanost
izmedu nalaza PNI i lo$ijeg ishoda bolesti (124). Medutim, jedna nedavna velika meta-analiza
(125) ne samo da je pokazala nezavisni prognosticki znacaj PNI, ve¢ je ukazala i na to da
pacijenti u stadijumu II sa PNI imaju losije prezivljavanje od pacijenata u stadijumu III bez

PNI.
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Slika 16. Perineuralna invazija. HE, <100

1.10.5. Konfiguracija tumorske margine

Izgled napredujuéeg dela tumora je jedna od ranije ispitivanih karakteristika KRK-a u
svetlu prognoze. Infiltrativhu marginu imaju tumori ¢iji je parenhim neos$tro ograni¢en od
okolnog zdravog tkiva i ¢ije Celije diseciraju muskularis propriju i perimuskularno vezivno 1
masno tkivo u vidu malih Zlezda ili solidnih plaZa, uz fakultativnu perineuralnu invaziju (slika
17). Suprotno od ovog, tumori koji ne pokazuju nijednu od prethodnih karakteristika, ve¢
potiskuju okolno tkivo izazivaju¢i kompresivnu atrofiju, poseduju ekspanzivnu marginu (slika
18). Infiltrativna tumorska margina se pokazala kao prediktor losijeg ishoda bolesti
(106,112,116,126,127). Danas se zna da ekspanzivnu tumorsku marginu uglavnom imaju
kolorektalni karcinomi sa visokim stepenom mikrosatelitne nestabilnosti (79,91).
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Slika 17. Infiltrativna konfiguracija tumorske margine.
HE, %20

Slika 18. Ekspanzivna konfiguracija tumorske margine.
HE, x40

1.10.6. Imunoloski odgovor domacéina

Inflamatorna reakcija strome tumora (slika 19) moze biti raznolika. Neutrofilni

granulociti u ve¢em broju infiltruju stromu najverovatnije zbog ekspozicije vezivnog tkiva
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bakterijskim antigenima iz crevnog sadrzaja, usled narusene sluzni¢ne barijere prema lumenu
creva (128). Granulociti oslobadaju interleukin-23, za koji se smatra da deluje stimulativno na
rast tumorskih c¢elija (128). Granulocita ima najviSe u neposrednoj okolini tumorske
ulceracije, mada se i u dubljim slojevima zida creva uz tumor mogu na¢i podrucja sa veoma

gustim infiltratima polimorfonukleara, ukljucujuéi i prave intramuralne apscese.

Limfocitna reakcija se javlja u vidu tumor-infiltriSu¢ih limfocita, peritumoralnog
difuznog limfocitnog infiltrata sa ili bez limfnih folikula i reaktivne limfadenopatije u
regionalnim limfnim ¢vorovima (129). TIL se smatraju dobrim morfoloSkim indikatorom
mikrosatelitne nestabilnosti i deficijencije MMR enzima (79,81,130). Radi se o pojedina¢nim
limfocitima koji su interponirani izmedu samih tumorskih ¢elija u parenhimu. Prema vecem
broju studija, broj TIL pozitivno korelira sa ukupnim prezivljavanjem (128,131,132). Takode
postoji veci broj radova koji ukazuju na dobru prognozu kod pacijenata sa tumorima oko
kojih se nalazi izraZzena peritumoralna limfocitna reakcija (132,133,134,135). Neki autori ¢ak
smatraju da je limfocitna infiltracija vazniji prognosti¢ki parametar od TNM stadijuma (132).
Medutim, problem sa objektivnoSéu procene gustine limfocitnog infiltrata 1 nedostatak
opSteprihvacenih grani¢nih vrednosti je doprineo tome da se ova histoloska karakteristika

KRK-a jos$ uvek nije potpuno etablirala u onkoloskoj praksi.

Slika 19. Gust mesoviti inflamatorni infiltrat u stromi i

masa granulocita u tumorskom parenhimu. HE, <100
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1.10.7. Tumorsko pupljenje

Tumorsko pupljenje (engl. tumor budding) je morfoloski fenomen <¢ije prvo
pominjanje datira iz 1954. godine, a pripisuje se japanskom autoru Imaiju (originalni rad na
japanskom). U dostupnoj literaturi, prvo detaljnije opisivanje tumorskog pupljenja, ali pod
nazivom "tumorska dediferencijacija” se javlja u radu iz 1985. godine (136). Medutim, o
prognosti¢kom znacaju tumorskih pupoljaka je pocelo intenzivnije da se pise tek nakon 2000.
godine (137,138,139,140,141). Tumorski pupoljci (TP) su male grupe tumorskih ¢elija koje se
odvajaju od glavne tumorske mase na infiltrativnom frontu tumora, gubeci kontakt s njom
(slika 20). Ovo je odraz dediferencijacije tumora kroz proces sli¢an epitelno-mezenhimskoj
tranziciji (EMT) u toku embriogeneze (142,143). Jos uvek ne postoji konsenzus oko toga koji
je najveéi broj tumorskih ¢elija dozvoljen u klasteru da bi on bio oznacen kao tumorski
pupoljak, ali se u vecini savremenih radova cetiri ili pet ¢elija navode kao gornje grani¢ne
vrednosti  (137,138,139,144,145,146,147). Osim problema u definiciji samog pojma,
nedostaju reproducibilni i opSteprihvaceni metodi za brojanje TP, kao i kriterijumi za

klasifikaciju intenziteta pupljenja.

Gustina TP je u ograni¢enom broju nedavnih radova oznacena kao nezavisni indikator
losije prognoze (137,138,139,140,145,146,147,148,149). U radovima su KoriStene razli¢ite
grani¢ne vrednosti za definiciju samog pupoljka, razli¢ite grani¢ne vrednosti za gustinu
pupoljaka, razli¢ite metodologije za njihovo odredivanje, pa ¢ak i razli¢iti objektivi na
mikroskopima. | pored toga, preovladavaju stavovi da se gustina tumorskih pupoljaka
odrazava ili na prezivljavanje, ili na period bez relapsa bolesti. Medutim, prognosticki znacaj
gustine TP je od strane nekih autora osporen s obzirom na to da je intenzivno tumorsko
pupljenje bilo nadeno samo kod onih slucajeva koji su ve¢ imali druge nepovoljne
prognosticke pokazatelje, pre svega limfokapilarnu invaziju, vensku invaziju i infiltraciju
seroze (150). Drugi autori su pak ukazali na to da gustina TP moze posluziti kao prediktor
pojave nodalnih metastaza ¢ak i kod karcinoma kolona u stadijumu T1, odnosno kada postoji

infiltracija samo sluznice i podsluznice (151,152).

Osim kod KRK-a, uticaj intenziteta tumorskog pupljenja na prognozu bolesti je u
poslednje vreme izuCavan i kod maligniteta na drugim lokalizacijama, kao $to su jednjak,

pankreas, dojka, glava i vrat (153,154,155,156,157,158,159,160).
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Vazno je napomenuti da se pojmovi tumorskog pupljenja 1 niskog stepena
diferencijacije tumora ne mogu poistovetiti. Naime, tumori s niskim stepenom diferencijacije
se odlikuju velikim udelom solidnih plaza koje nemaju adenoidnu konfiguraciju, ali imaju
znatno veci broj celija od onog koji se nalazi u pupoljcima. Osim toga, pojedini loSe

diferentovani tumori ili imaju mali broj pupoljaka, ili ih nemaju uopste (141).

Priroda tumorskih ¢elija u pupoljcima je bitno drugacija od prirode tumorskih ¢elija u
centralnim partijama tumora, Sto se ogleda kroz razlike u morfologiji i razlike u
imunohistohemijskom profilu (141,142,143). Nasuprot cilindri¢cnim tumorskim ¢elijama koje
se nalaze u unutra$njosti tumorskog tkiva, ¢elije u pupoljcima gube geometrijski aspekt
epitelnih ¢elija i poprimaju izgled mezenhimnih ¢elija, tj. postaju okruglaste, izduzene ili ¢ak
vretenaste. Medutim, raspoznavanje pupoljaka kao epitelnih a ne mezenhimnih struktura je u
najvecem broju slu¢ajeva omogucéeno na osnovu jedarnih karakteristika, posto se jedra ¢elija u
pupoljcima uglavnom ne razlikuju od jedara neoplasticnih ¢elija u ostatku tumora.
Imunohistohemijske karakteristike c¢elija u pupoljcima su veé¢im delom uslovljene
inaktivacijom Whnt-signalnog puta (141,142). Membranska ekspresija beta-katenina se gubi,
uz sledstvenu intenzivnu jedarnu akumulaciju ovog proteina. Membranska imunoreaktivnost
na epitelni marker meducelijske athezije E-cadherin takode nestaje, a tumorske ¢elije postaju
pozitivne na vimentin, fibronektin i N-cadherin, $to je odlika mezenhimnih ¢elija i ne vida se
u cCelijama centralnih delova tumora (142,143,144). Takode se registruje pozitivnost na
markere za mati¢ne (stem) celije — CD44, CD133 i ABCGS. Sposobnost tumorskih ¢elija u
pupoljcima da razgraduju ekstracelularni matriks poti¢e od njihove pozitivnosti na laminin5y2
i na matriksne metaloproteinaze — MMP-2, MMP-7, MMP-9 i MMP-26. Celije u TP su
takode opremljene markerima motiliteta (hMena, beta-111 tubulin) i hemotakse i angiogeneze
(CXCL12), dok je proliferativna aktivnost (Ki67+) veoma niska (142).

Celije u tumorskim pupoljcima poseduju citoplazmatske produzetke — pseudopodije,
koje se u dvodimenzionalnim histoloskim rezovima prikazuju kao veoma sitne partikule koje
okruzuju tumorske pupoljke i/ili plaze i1 zlezdolike tumorske formacije na napreduju¢em delu
tumora (141,142,161,162). Uocio ih je joS Gabert pomocu transmisione elektronske
mikroskopije (136). Njihovoj pojavi prethodi strukturna reorganizacija citoskeleta sa pojavom
grebenastih i koncastih produzetaka celijske membrane — lamelipodija i filopodija. Ovakve
promene u citoskeletu omogucavaju kretanje celije kroz ekstracelularni matriks, ali zato
onemogucéavaju formiranje deobnog vretena (142). 1z tog razloga je mitotska aktivnost u

pupoljcima mala ili sasvim odsutna. Trodimenzionalnom rekonstrukcijom iz serijskih
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histoloskih rezova se pokazalo da ove partikule predstavljaju integralni deo citoplazme
tumorskih ¢elija, te su stoga nazvane citoplazmatski pseudofragmenti (CPF). S obzirom na
veli¢inu i tinktorijelne osobine koje se ne razlikuju od izvorne citoplazme, CPF se ne mogu
identifikovati na standardnim rezovima, ve¢ je njihova identifikacija moguca jedino
imunohistohemijski (slika 21). Najpouzdanija je vizaulizacija CPF koktelima antitela na
citokeratine, kao $to su AE1/AE3 ili CAMS5.2.

Zanimljivo objasnjenje veze izmedu TP i CPF dali su Sinto i saradnici (161). Po ovim
autorima, identifikacija velike gustine tumorskih pupoljaka sama po sebi nije indikator
agresivnosti tumora i nije prediktor pojave metastaza, posto nalaz pupoljaka moze da znaci i
prostu disocijaciju manjeg broja tumorskih ¢elija od glavne tumorske mase, a da niSta ne
govori o dinamici ovog procesa. Medutim, prisustvo velikog broja CPF u okolini pupoljaka
ukazuje na tekuéu razgradnju ekstracelularnog matriksa i na aktivno kretanje tumorskih ¢éelija

kroz njega, $to ve¢ implicira agresivnije bioloSko ponasanje tumora.

Slika 20. Velik broj tumorskih pupoljaka izmedu
tumorskih zlezda i masnog tkiva. HE, <100
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Slika 21. Citoplazmatski pseudofragmenti (strelice).
AE1/AE3, IPX, x200

1.11. KLINICKA SLIKA

Klini¢ka prezentacija karcinoma kolona (KK) u velikoj meri zavisi od makroskopskog
oblika rasta i od lokalizacije tumora (3,163). Egzofitni tumori u desnom kolonu se, usled
kontinuiranog 1 prolongiranog gubitka krvi zbog troSne konzistencije tumora, manifestuju
slabos¢u i malaksalo$¢u u sklopu hipohromne anemije. Nasuprot tome, stenozantni tumori u
levom kolonu izazivaju promene u dinamici praZnjenja creva uz pojavu gréevitih bolova, pa
se periodi opstipacije smenjuju sa prolivima. Kod tumora u distalnim partijama debelog creva
uobicajena je hematohezija, odnosno sveza krv izmeSana sa stolicom ili sveza krv na povrSini
stolice. Kod uznapredovalih tumora Cesti su polimorfni klini¢ki znaci i simptomi u sklopu

paraneoplasti¢nog sindroma (3,163).

1.12. DIJAGNOSTIKA

Zlatni standard za dijagnostiku KK-a je kolonoskopija sa biopsijom (23,163).
Endoskopski se konstatuje postojanje tumorske infiltracije 1 odreduje se njena lokalizacija u

smislu udaljenosti od ano-kutane linije. Histopatoloski nalaz bioptata tumora obezbeduje
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potvrdu postojanja maligne neoplasticne proliferacije 1 u najve¢em broju slucajeva
utvrdivanje histoloskog tipa tumora. Stepen diferencijacije tumora odreden na bioptickom
uzorku pokazuje nisku podudarnost sa stepenom diferencijacije istog tumora, odredenim na
operativnom materijalu (116). Kod operisanih bolestnika se definitivna dijagnoza tumora, sa
odredivanjem svih prognostickih 1 prediktivnih faktora, postavlja histopatoloskom
ekspertizom operativnog materijala odstranjenog kolona sa tumorom. Radioloske metode, kao
npr. CT (kompjuterizovana tomografija, engl. Computerized Tomography) pregled abdomena
i grudnog kosa imaju svoju ulogu u proceni diseminacije bolesti, ali ne i u dijagnostici
primarnog tumora. Radioloska dijagnostika je, medutim, od izuzetnog znacaja za evaluaciju

lokoregionalnog statusa primarnog karcinoma rektuma (163).

1.13. LECENJE

Karcinom kolona je bolest kod koje je u velikom broju sluCajeva terapija
multimodalitetna. Potencijalno kurativan je hirurski tretman, koji je dovoljan kod pacijenata u
stadijumima 1 i Il (3,23,163). Medutim, ukoliko postoje indikatori visokog rizika, kao $to su
visok histoloski gradus, limfo-vaskularna invazija, perineuralna invazija ili ileus u vreme
operacije, onda se nakog hirurS§kog leCenja dodaje i1 adjuvantna hemioterapija 5-
fluorouracilom i leukovorinom (163). U IlI stadijumu bolesti (loko-regionalna bolest) se
postoperativno daje kapecitabin, dok se pacijentima sa udaljenim metastazama pored
fluoropirimidina u terapiju ukljucuje jo$ i irinotekan ili oksaliplatin. Bolesnici sa udaljenim, a
potencijalno resektabilnim metastazama u jetri 1 plu¢ima, dodatno dobijaju 1 imunoterapiju
antitelom na receptor vaskularnog endotelijalnog faktora rasta — bevacizumab, ili na receptor
epidermalnog faktora rasta — cetuksimab, u zavisnosti od mutacionog KRAS statusa. Zra¢na
terapija ima svoje mesto i u neoadjuvantnom i u postoperativnom tretmanu pacijenata sa

karcinomom rektuma, ali ne i pacijenata sa karcinomom kolona (163).
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2. CILJEVI ISTRAZIVANJA I HIPOTEZE

Karcinom kolona je bolest sa nepredvidljivim tokom i ishodom. O tome svedoce
drasticne razlike u prezivljavanju izmedu bolesnika u istom stadijumu bolesti, koje su
ponekad vece nego razlike u prezivljavanju izmedu bolesnika koji se nalaze u razli¢itim
stadijumima bolesti (106,112). Ovo namece potrebu pronalazenja novih prognosti¢kih
parametara, koji bi dodatno identifikovali pacijente sa povecanim rizikom i eventualno ih
reklasifikovali u visi stadijum bolesti u skladu sa loSijom prognozom koju impliciraju dati

parametri.

Osnovni ciljevi ovog istrazivanja su da se, koriS¢enjem dostupnih resursa u svakodnevnoj

patoloskoj praksi, ispita:

1. Povezanost gustine tumorskih pupoljaka i citoplazmatskih pseudofragmenata sa
verovatno¢om pojave relapsa nakon potencijalno Kkurativne operacije karcinoma

kolona.

2. Povezanost gustine tumorskih pupoljaka i citoplazmatskih pseudofragmenata sa

veli¢inom primarnog tumora.

3. Povezanost gustine tumorskih pupoljaka i citoplazmatskih pseudofragmenata sa

konfiguracijom tumorske margine.

4. Povezanost gustine tumorskih pupoljaka i citoplazmatskih pseudofragmenata sa

intenzitetom peritumorskog limfoidnog odgovora.
Radne hipoteze istrazivanja su:

1. Postoji pozitivna korelacija izmedu gustine tumorskih pupoljaka i citoplazmatskih
pseudofragmenata i verovatnoe za pojavu relapsa karcinoma kolona nakon

potencijalno kurativne hirurSke intervencije.

2. Postoji pozitivna korelacija izmedu gustine tumorskih pupoljaka i citoplazmatskih

pseudofragmenata i veli¢ine primarnog tumora.

3. Postoji pozitivna korelacija izmedu gustine tumorskih pupoljaka i citoplazmatskih

pseudofragmenata i infiltrativne konfiguracije tumorske margine.
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4. Postoji pozitivna korelacija izmedu gustine tumorskih pupoljaka i citoplazmatskih

pseudofragmenata i intenziteta peritumorskog limfoidnog odgovora.
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3. BOLESNICI, MATERIJALI | METODE

3.1. BOLESNICI I UZORCI

Ovim istrazivanjem je obuhvaceno 114 bolesnika oba pola obolelih od karcinoma
kolona, koji su operisani na Institutu za onkologiju Vojvodine u periodu od 01.05.2007.
godine do 30.04.2011. godine.

Svi bolesnici su u vreme operacije bili stariji od 18 godina i prema patoloSkom
izvestaju su bili u stadijumu II, tj. imali su primarni tumor koji je infiltrovao zid creva izvan
muskularis proprije, a nisu imali verifikovane metastaze u regionalnim limfnim ¢vorovima
(patoloski stadijum T3NO ili T4NO). U statisticki uzorak su usli samo bolesnici bez
nepovoljnih prognosti¢ih parametara, kojima onkoloska komisija nije preporucila primenu
adjuvantne hemioterapije. U studiju nisu usli pacijenti sa drugim tipovima tumora osim

adenokarcinoma kolona i njegovih varijanti.

Iz studije su iskljuceni bolesnici koji su umrli u neposrednom postoperativnom toku od
uzroka koji nisu povezani s karcinomom kolona. 1z studije su iskljuéeni i bolesnici kod kojih
je preoperativno i/ili intraoperativno potvrdeno prisustvo metastaza u udaljenim organima.
Takode su iskljuceni bolesnici koji se nakon operacije nikad nisu javili na onkolo$ku
komisiju, te stoga za njih ne postoji pisani komisijski izvestaj sa preporukom 0 daljem

pracenju bolesti 1 leCenju.

Podaci iz patoloskih izveStaja, podaci iz izveStaja onkoloSkih komisija i podaci o
dogadajima od interesa u klinickom toku bolesti su u celosti dobijeni iz bolnickog

informacionog sistema Instituta za onkologiju VVojvodine.

Dogadajem od interesa u klinickom toku bolesti je smatran relaps karcinoma kolona.
Pod relapsom se podrazumevala pojava lokalnog recidiva ili regionalnih ili udaljenih
metastaza, bez obzira na dijagnosti¢ku proceduru kojom je relaps otkriven. Cenzurisani status
bolesnika bez relapsa je odreden datumom poslednjeg postoperativnog lekarskog ili
komisijskog izvestaja u bolnickom informacionom sistemu, u kojem se konstatuje da nema

znakova relapsa karcinoma kolona.
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Kao minimum vremena proteklog od operacije KK-a do zakljuéenja studije odreden je

period od 60 meseci.

3.2. METODE RADA

Iz bolnickog informacionog sistema su selektovani pacijenti koji su u posmatranom
periodu imali potencijalno kurativhu operaciju karcinoma kolona i koji zadovoljavaju
prethodno definisane parametre. Podaci o veli¢ini primarnog tumora su preuzeti iz patoloskih
izvesStaja. Zatim je izvrSena naknadna mikroskopska analiza gotovih histoloskih preparata
obojenih metodom hematoksilin-eozin (HE). Analiza je izvrSena na mikroskopu marke
Olympus, model BX43, sa kamerom DP73 i pripadaju¢im licenciranim softverom cellSense
Standard, koji omogucuje merenje rastojanja izmedu posmatranih objekata sa tatnos¢u od 0,1
um, kao i izraCunavanje posmatrane povrSine vidnog polja sa odgovaraju¢im stepenom

tacnosti.
Naknadnom mikroskopskom analizom su:

- odabrani iseci sa najve¢om gustinom tumorskih pupoljaka, koji su dati na dodatnu

imunohistohemijsku obradu,
- 1dentifikovani isecci sa najve¢im intenzitetom peritumorske limfoidne reakcije i

- uoceni kvalitativni parametri koji odreduju konfiguraciju tumorske margine.

3.2.1. Imunohistohemijska obrada

Imunohistohemijskoj analizi podvrgnuti su isecci iz tumorskog tkiva koji su fiksirani u
10%-nom neutralnom rastvoru formaldehida i ukalupljeni u parafin. Isecci iz parafinskih
kalupa su seCeni na histoloske rezove debljine 4 pm i deparafinisani u ksilenu, a zatim
rehidrirani u nizu rastvora etanola sa opadaju¢om koncentracijom. Demaskiranje antigena u
tkivu je postignuto kuvanjem u 10 mM rastvoru citratnog pufera 20 minuta u mikrotalasnoj
peénici. Rezovi su zatim isprani u dejonizovanoj vodi, nakon cega je usledilo blokiranje

endogene peroksidaze 3%-nim rastvorom vodonik-peroksida u trajanju od 5 minuta i
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inkubacija 30 minuta na sobnoj temperaturi sa koktelom anticitokeratinskih antitela AE1/AE3
(proizvodac¢ DAKO, Danska), a zatim jos 30 minuta sa streptavidin-peroksikaza kompleksom.
Kao hromogeni supstrat koris¢en je 3-amino-9-etilkarbazol kompanije DAKO. Histoloski
rezovi su nakon inkubacije isprani puferisanim rastvorom TBS na pH 7,6, a zatim kontrastno

bojeni hematoksilinom.

3.2.2. Odredivanje gustine tumorskih pupoljaka i citoplazmatskih pseudofragmenata

Gustina tumorskih pupoljaka i citoplazmatskih pseudofragmenata je odredena
metodologijom koju su preporucili Ueno i saradnici (137), a koja je u literaturi i najéesce
citirana, s tim $to su, radi povecanja pouzdanosti identifikacije pupoljaka, koris¢eni
imunohistohemijski preparati. Na skenirajuem uvelicanju su identifikovana podrucja sa
najvecom gustinom tumorskih pupoljaka, a zatim se pristupalo njihovom brojanju na
uveli¢anju sa objektivom 25x%, Sto odgovara povrSini od 0,385 mm? Tumori sa brojem
pupoljaka u rasponu 0 — 9 su Kklasifikovani kao tumori sa malom gustinom tumorskih
pupoljaka, a tumori sa 10 i vise pupoljaka na zadatoj povrsini su klasifikovani kao tumori sa

velikom gustinom tumorskih pupoljaka.

Citoplazmatski pseudofragmenti su brojani u istim vidnim poljima kao i tumorski
pupoljci. Citoplazmatskim pseudofragmentima su smatrane imunoreaktivne bezjedarne
citoplazmatske partikule u okolini tumorskih celija, veli¢ine najmanje 2 pum. Klasifikacija
gustine CPF je izvrSena koriS¢enjem istih grani¢nih vrednosti koje su koris¢ene za

klasifikaciju gustine tumorskih pupoljaka (137).

3.2.3. Odredivanje intenziteta peritumorskog limfoidnog odgovora

Za odredivanje intenziteta peritumorskog limfoidnog odgovora analizirani su
standardni HE rezovi. Softverski je merena duZina uzorkovanog napredujuceg fronta tumora 1
duZ njega su manualno brojani limfni folikuli. Zatim je racunat koli¢nik broja limfnih folikula
1 duZine posmatranog invazivnog fronta, kako bi se tumori sa najvise 0,38 limfnih folikula po

duznom milimetru svrstali u kategoriju tumora sa malom gustinom limfnih folikula, a tumori
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sa prosecno viSe od 0,38 folikula po milimetru u kategoriju tumora sa velikom gustinom

limfnih folikula, odnosno sa peritumorskim limfoidnim odgovorom velikog intenziteta (164).

3.3. STATISTICKA OBRADA

Za unos i obradu podataka kori$¢en je komercijalni racunarski program Medcalc. Za

izradu grafikona i tabela koristeni su program Medcalc i paket programa Office 2003.

Deskriptivni statisticki metod je koriS¢en za prikazivanje i izraCunavanje aritmeticke

sredine, medijane, raspona i standardne devijacije.

Povezanost izmedu gustine tumorskih pupoljaka i gustine citoplazmatskih

pseudofragmenata unutar istog tumora je ispitivana pomocu koeficijenta korelacije.

Radi ispitivanja relacije izmedu konfiguracije tumorske margine i gustine TP i CPF,
kao 1 izmedu intenziteta peritumorske limfoidne reakcije i gustine TP i CPF, primenjen je y2

test za nezavisne uzorke.
Za ispitivanje relacije izmedu veli¢ine tumora 1 gustine TP 1 CPF koriS¢en je t-test.

Odnos gustine TP i CPF i broja meseci proteklih od operacije do pojave relapsa je
ispitan pomoc¢u Kaplan-Majerove (Kaplan-Meier) analize prezivljavanja, pri ¢emu je statusnu
varijablu ¢inio ishod (relaps ili njegovo odsustvo), vremensku varijablu je ¢inio broj meseci
proteklih od operacije do pojave relapsa, a kategorijalnu varijablu su ¢inile gustina TP i CPF.

Poredenje razlika izmedu krivih prezivljavanja je izvrSeno log-rank testom.

Za sve primenjene statisticke metode obrade je kriterijjum za statisticku znacajnost

razlika ili slicnosti bila verovatnoc¢a greske manja od 5% (p < 0,05).
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4. REZULTATI

4.1. DESKRIPTIVNI PODACI O UZORKU

Uzorak je sastojao od 114 bolesnika operisanih od karcinoma kolona u periodu od
01.05.2007. do 30.04.2011. Od toga je bilo 69 muskaraca (61%) i 45 zena (39%) (grafikon 1).

m muskarci

M Zene

Grafikon 1. Distribucija bolesnika po polu

Prosecna starost bolesnika je bila 68,3 godine (SD = 8,7), medijana 68,5 godina.
Raspon starosti bolesnika je bio od 46 do 84 godine (grafikon 2). Najveéi broj bolesnika je u

vreme operacije bio starosti od 60 do 74 godine (69 bolesnika, odnosno 61%).
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Grafikon 2. Distribucija bolesnika po godinama starosti

Lokalizacija karcinoma kolona prikazana je na grafikonu 3. Po ucestalosti prednjaci
karcinom sigmoidnog kolona, dok je na drugom mestu uzlazni (ascendentni) kolon. U svim
delovima desnog kolona zajedno (zaklju¢no sa transverzalnim kolonom) je ukupno bilo 50
sluéajeva karcinoma (43,8%), a u levom kolonu, ukljucujuéi i rekto-sigmoidni prelaz, 64
slucaja (56,2%).
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Grafikon 3. Ucestalost karcinoma kolona po lokalizacijama

Medijana pracenja klinickog toka za bolesnike bez relapsa je bila 69 meseci (raspon od
60 do 99 meseci). Kod bolesnika sa relapsom se najbrzi relaps dogodio 3 meseca posle
operacije, Sto je ujedno i najkrace vreme pracenja, a najkasniji 48 meseci posle operacije. Od
ukupno 30 relapsa, 24 (80%) su se dogodila unutar 2 godine, a 28 (93,3%) ih se dogodilo
unutar 3 godine od operacije.

4.2 GUSTINA TUMORSKIH PUPOLJAKA | CITOPLAZMATSKIH
PSEUDOFRAGMENATA

Za brojanje TP koriSteni su imunohistohemijski preparati (imunoperoksidaza, koktel
anti-citokeratinskih antitela AE1/AE3), a za selekciju isetaka sa njihovom najve¢om
gustinom su bili koriSteni rutinski HE preparati. Na slici 22 prikazano je podrucje tumorskog

tkiva sa velikom gustinom tumorskih pupoljaka na rutinskom histoloskom preparatu.
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Slika 22. Velik broj tumorskih pupoljaka na invazivnom
frontu tumora. HE, x700

U slucajevima sa intenzivnom peritumorskom inflamacijom su se tumorski pupoljci
teze vizualizovali na standardnim rezovima (slika 23), ali su bili jasno vidljivi na

imunohistohemijskim preparatima (slika 24).

Slika  23. TeSko wuocljivi tumorski  pupoljci u
inflamatornom miljeu. HE, x250
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Slika 24. Isti tumor kao na slici 23. Jasno vidljivi
tumorski pupoljci u sredini i gore levo. AE1/AE3, IPX,
x250

Broj tumorskih pupoljaka u definisanom vidnom polju povrsine 0,385 mm? u pregledanim
ise¢cima je bio u rasponu od 0 do 49, medijana 7. Velika gustina TP (>9 u vidnom polju) je

registrovana u 42 tumora (36,8%).

Broj citoplazmatskih pseudofragmenata u definisanom vidnom polju povrsine 0,385 mm?

u pregledanim iseccima je bio u rasponu od 0 do 38, medijana 7. Tumora sa velikom

gustinom CPF (>9 CPF u vidnom polju) je bilo 39 (34,2%).

Tumora koji su u isto vreme imali i veliku gustinu TP i veliku gustinu CPF je bilo 36
(31,6%), dok je broj tumora sa velikom gustinom TP i/ili velikom gustinom CPF bio 45
(39,5%). Podudarnost u gustini TP i CPF je potvrdena y2-testom (p<0,0001) i prikazana je na
grafikonu 4.
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Grafikon 4. Podudarnost gustine TP i CPF.

Legenda: TP — tumorski pupoljci; CPF — citoplazmatski pseudofragmenti; | — mala gustina; h

— velika gustina.

Ispitivanjem meduzavisnosti apsolutnog broja TP i CPF i izracunavanjem koeficijenta
korelacije, dobija se takode statisticki znacajna podudarnost (p=0,8617, p<0,0001), Sto je

prikazano na grafikonu 5.
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Grafikon 5. Korelacija izmedu broja TP i broja CPF.

Legenda: TP — tumorski pupoljci; CPF — citoplazmatski pseudofragmenti

S obzirom na mali broj slu€ajeva sa velikom gustinom TP i malom gustinom CPF,
odnosno sa malom gustinom TP i velikom gustinom CPF (6, odnosno 3 tumora), ove dve
kategorije su u daljoj statisti¢koj obradi pridruzene kategoriji tumora sa velikom gustinom i
TP i CPF. Tako je formirana grupa tumora sa velikom gustinom TP i/ili CPF (45 slucajeva) i

grupa tumora sa malom gustinom TP i1 CPF (69 slucajeva).

4.3 STAROSNA DISTRIBUCIJA BOLESNIKA SA TUMORIMA SA VELIKOM I
MALOM GUSTINOM TP/CPF

Na grafikonima 6 i 7 prikazana je starosna distribucija bolesnika sa velikom i malom

gustinom TP/CPF. Testiranjem razlike pomocu t-testa za nezavisne uzorke, utvrdeno je da
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nema statisticki znacajne razlike u starosti izmedu bolesnika ¢iji tumori imaju malu gustinu 1

bolesnika ¢iji tumori imaju veliku gustinu TP/CPF (p = 0,9678).
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Grafikon 6. Starosna distribucija bolesnika u grupi sa velikom gustinom TP/CPF
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Grafikon 7. Starosna distribucija bolesnika u grupi sa malom gustinom TP/CPF

44 POLNA DISTRIBUCIJA BOLESNIKA SA TUMORIMA SA VELIKOM I
MALOM GUSTINOM TP/CPF

Medu bolesnicima u grupi sa velikom gustinom TP/CPF bilo je 28 muskaraca i 17
Zena, a medu bolesnicima sa malom gustinom TP/CPF bio je 41 muskarac i 28 Zena. Ovi

podaci su prikazani u tabeli 5.
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Tabela 5. Polna distribucija u grupama sa velikom i sa malom gustinom TP/CPF

Pol
Gustina TP/CPE  m 7
velika 28 17 45 (39,5%)
mala 41 28 69 (60,5%)
Ukupno 69 45 114
(60,5%) (39,5%)

Ispitivanjem pomocu %2 testa dobijeno je da nema statisticki znacajne razlike u polnoj
distribuciji izmedu grupe sa velikom gustinom TP/CPF i grupe sa malom gustinom TP/CPF

(x2=0,011, stepen slobode 1, p=0,9178).

4.5 RELAPSI KOD TUMORA SA VELIKOM | MALOM GUSTINOM TP | CPF

Od ukupno 45 bolesnika koji su imali veliku gustinu TP i/ili CPF u tumoru, kod 26 je
zabelezen relaps (57,8%). S druge strane, ukupno 69 pacijenata je imalo tumore sa malom
gustinom TP i CPF. U ovoj grupi su dokumentovana ukupno 4 relapsa. Ovi podaci su

sumarno prikazani u tabeli 6.

Tabela 6. Ishod kod pacijenata sa velikom i malom gustinom TP/CPF

Relaps Bez relapsa
Gustina TP/CPF N % N % Ukupna veli¢ina
uzorka
velika 26 57,78 19 42,22 45
mala 4 5,80 65 94,20 69
Ukupno 30 26,32 84 73,68 114
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Najraniji relaps kod bolesnika iz grupe sa tumorima sa velikom gustinom TP/CPF se
dogodio ve¢ tri meseca nakon operacije, a najkasniji 48 meseci nakon operacije, medijana
11,5 meseci. Cetiri relapsa kod bolesnika sa tumorima sa malom gustinom TP/CPF su se

dogodila 12, 22, 26 i 32 meseca od operacije, medijana 24 meseca (grafikon 8).
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Grafikon 8. Vreme pojave relapsa kod bolesnika sa tumorima sa velikom i i malom gustinom
TP/CPF

Razlika u vremenu pojave relapsa kod bolesnika sa tumorima sa velikom gustinom i
malom gustinom TP/CPF postoji, ali je t-testom utvrdeno da ona nije statisticki znacajna
(t=1,531, stepen slobode 28, p=0,1369).

Srednje vreme prezivljavanja i medijana preZivljavanja bez relapsa bolesti kod

pacijenata sa tumorima sa velikom i malom gustinom TP/CPF dati su u tabeli 7.
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Tabela 7. Srednje vreme i medijana prezivljavanja bez relapsa (u mesecima)

Gustina TP/CPF Srednja Standardna  95% interval
vrednost  greska pouzdanosti za
srednju vrednost
velika 47,11 5,84 35,66 - 58,57 26,0
mala 87,06 1,92 83,29 - 90,83 69,0

Medijana  95% interval

pouzdanosti
za medijanu

14,0 - 48,0

65,89

Izneti podaci su posluzili za Kaplan-Majerovu analizu i izradu krivih prezivljavanja

(Grafikon 9).
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Grafikon 9. Kaplan-Majerova kriva prezivljavanja za bolesnike sa tumorima sa velikom,

odnosno malom gustinom TP i CPF.
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Log-rank testom je ispitana stastisticka znacajnost razlike izmedu prikazanih krivih

(tabela 8) i pokazano je da postoji statisticka znacajnost na nivou p<0,0001.

Tabela 8. Poredenje krivih prezivljavanja (log-rank test)
x2 43,4370
stepen slobode 1

nivo statisticke znacajnosti P <0,0001

4.6 VELICINA PRIMARNOG TUMORA

Podaci o veli¢ini primarnog tumora, izrazenoj u milimetrima najvefeg precnika
tumora, su preuzeti iz patoloskih izvestaja pohranjenih u bolnickom informacionom sistemu.
Najveéi precnik se kretao u rasponu od 20 do 110 mm (grafikon 10). Srednja vrednost je

iznosila 56,1 mm, standardna devijacija 20,1 mm, a medijana 52,5 mm.
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Grafikon 10. Distribucija najveéeg precnika tumora za ceo uzorak

Kod tumora sa velikom gustinom TP/CPF, najveéi pre¢nik tumora je varirao u rasponu
od 25 do 100 mm (grafikon 11). Srednja vrednost je iznosila 55,1 mm, standardna devijacija

18,5 mm, a medijana 50 mm.
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Grafikon 11. Distribucija precnika tumora sa velikom gustinom TP/CPF

Kod tumora sa malom gustinom TP i CPF, najvec¢i pre¢nik tumora je bio u rasponu od
20 do 110 mm (grafikon 12). Aritmetic¢ka sredina je bila 56,7 mm, standardna devijacija 21,2

mm, a medijana 55 mm.
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Grafikon 12. Distribucija najveceg precnika tumora sa malom gustinom TP i CPF

Relacija izmedu gustine TP/CPF 1 najveceg precnika tumora bila je ispitivana
pomocu t-testa. Graficka komparacija srednje vrednosti najvec¢eg pre¢nika tumora za
obe grupe tumora je prikazana grafikonom 13. Rezultat t-testa je pokazao da ne postoji
statisticki signifikantna razlika izmedu najveceg prec¢nika tumora u ove dve grupe
(p=0,6744).
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Grafikon 13. Komparacija srednjih vrednosti najveceg precnika tumora sa velikom i

malom gustinom TP/CPF, sa intervalom pouzdanosti 95% za srednju vrednost

4.7 KONFIGURACIJA TUMORSKE MARGINE

Konfiguracija tumorske margine je procenjivana na svakom isecku pojedinacno, bez
obzira na to da li je takav podatak postojao u patoloskom izvestaju ili ne. Infiltrativnom
tumorskom marginom je smatrana ona u kojoj je parenhim neoStro ograni¢en od okolnog
tkiva i ¢ije Celije diseciraju muskularis propriju i perimuskularno vezivno i masno tkivo u
vidu malih Zlezda ili solidnih plaza. Indikatorom infiltrativnosti je smatrana i perineuralna
invazija, ali sluCajevi sa perineuralnom invazijom nisu detektovani. Kao tumori sa
ekspanzivnhom marginom su bili oznaceni oni kod kojih tumorsko tkivo potiskuje okolne

strukture a linija razdvajanja izmedu tumorskog tkiva i okolnog tkiva je ostra i glatka.

Infiltrativnu marginu je u ovoj studiji imala veéina tumora (87, odnosno 76,3%), dok je

nesto manje od jedne Cetvrtine tumora imalo ekspanzivnu marginu (27, odnosno 23,7%).
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Tumori sa ekspanzivnom marginom su po pravilu imali malu gustinu TP/CPF, ili tumorskih
pupoljaka i citoplazmatskih pseudofragmenata nije bilo uopste. Tumori sa infiltrativnom
marginom su u priblizno jednoj polovini slucajeva imali veliku gustinu TP/CPF (45 tumora,

odnosno 51,7%). Ovi podaci su sumirani u tabeli 9 i grafikonu 14.
Tabela 9. Konfiguracija tumorske margine i gustina TP/CPF

Gustina TP/CPF

Konfiguracija margine velika mala Ukupno

ekspanzivna 0 27 27 (23,7%)

infiltrativna 45 42 87 (76,3%)

Ukupno 45 69 114
(39,5%) (60,5%)
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Grafikon 14. Distribucija velike i male gustine TP/CPF kod tumora sa ekspanzivnom i

inmfiltrativnom marginom.

Legenda: exp — ekspanzivna tumorska margina, inf — infiltrativna tumorska margina

Statisticka znacajnost ovakvog nalaza je bila ispitivana y2-testom, pri Cemu je
dobijena vrednost 20,959, Sto za stepen slobode 1 odgovara verovatno¢i greske p<0,0001

(razlika postoji 1 statisticki je znacajna).

4.8 INTENZITET PERITUMORSKOG LIMFOIDNOG ODGOVORA

Intenzitet peritumorskog limfoidnog odgovora je odreden tako $to je racunat koli¢nik
broja limfnih folikula 1 duZine pregledanog (uzorkovanog) dela tumorske margine izrazene u

milimetrima.
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Gust limfoidni infiltrat, odnosno intenzivan peritumorski limfoidni odgovor je
konstatovan u 30 tumora (26,3%), dok je oskudan ili odsutan bio u preostala 84 tumora
(73,7%). U tumorima sa intenzivnim peritumorskim limfoidnim odgovorom je velika gustina
TP/CPF nadena u 13 slucajeva (43,3%), a mala gustina TP/CPF u 17 slucajeva (56,7%).
Oskudan ili odsutan peritumorski limfoidni odgovor je bio udruzen sa velikom gustinom
TP/CPF u 32 tumora (38,1%), a sa malom gustinom TP/CPF je bio udruzen u 52 tumora
(61,9%).

Vice versa, gust peritumorski limfoidni infiltrat je konstatovan kod 28,9% tumora sa
velikom gustinom TP/CPF i kod 24,6% tumora sa malom gustinom TP/CPF, dok je oskudan
limfocitni infiltrat bio prisutan u 71,1% tumora sa velikom gustinom TP/CPF i kod 75,4%
tumora u grupi sa malom gustinom TP/CPF. Ovi podaci prikazani su u tabeli 10 i grafikonu
15.

Tabela 10. Peritumorski limfoidni odgovor kod tumora sa velikom i malom
gustinom TP/CPF

Intenzitet peritumorskog limfoidnog odgovora

Gustina TP/CPF  nizak visok Ukupno
velika 32 13 45 (39,5%)
mala 52 17 69 (60,5%)
Ukupno 84 30 114
(73,7%) (26,3%)
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Grafikon 15. Peritumorski limfoidni odgovor kod tumora sa velikom i

malom gustinom TP/CPF

Ispitivanjem statisticke znacajnosti razlika u intenzitetu peritumorskog limfoidnog
odgovora kod tumora sa velikom i tumora sa malom gustinom TP/CPF, dobijeno je da nema

statisticki znacajne razlike izmedu ovih grupa (y2=0,082, stepen slobode 1, p=0,7747).
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5. DISKUSIJA

Kolorektalni karcinom predstavlja jedan od najvecih javnozdravstvenih problema
savremenog razvijenog sveta. On je tre¢i najesce dijagnostikovani malignitet kod muskaraca
i drugi kod Zena (16,17,18). Distribucija standardizovane stope incidencije u svetu je jako
neravnomerna, $to vazi i za brojne druge masovne nezarazne bolesti. KRK je ¢est u zapadnoj
hemisferi, ta¢nije u kulturama koje su usvojile sedentaran stil zivota sa hiperkalorijskom
ishranom bogatom zasi¢enim mastima i crvenim mesom. Srbija po nekima od navedenih
aspekata spada u ovu grupu zemalja, pa se tako KRK u Srbiji na listi najce$ce
novodijagnostikovanih malignih oboljenja kotira dosta visoko, zauzimajué¢i drugo mesto kod

oba pola pojedina¢no, odnosno tre¢e mesto u opstoj populaciji (16,163).

Mortalitet od KRK-a je relativno visok. Godisnja stopa mortaliteta u ovom delu Evrope
1znosi oko 20/100.000 za muskarce i oko 11/100.000 za Zene. Medutim, smrtnost od ove
bolesti je u laganom, ali stabilnom padu. To je posledica najmanje dva ¢inioca — adjuvantne i
neoadjuvantne primene novih antineoplasti¢nih lekova, i skrininga za KRK (ne u Srbiji).
Rano otkrivanje daje vazan doprinos smanjenju mortaliteta od KRK-a, posto je njegova

prognoza u tesnoj vezi sa stadijumom bolesti u vreme dijagnoze (20,21,22,163).

U danasnjoj praksi je odredivanje stadijuma bolesti zasnovano na paradigmaticnoj TNM
klasifikaciji preporuc¢enoj od strane WHO i AJCC (112). Ova Klasifikacija kao temeljne
odrednice za determinaciju stadijuma podrazumeva lokalnu uznapredovalost primarnog
tumora, prisustvo metastaza u regionalnim limfnim ¢vorovima i prisustvo udaljenih
(hematogenih) metastaza. Kombinacijom ovih parametara se odreduje klinicki stadijum
bolesti (I-IV), pri ¢emu se u stadijumu I nalaze bolesnici sa plitko invazivnim karcinomom
bez metastaza, u stadijumu Il su pacijenti sa ne-metastatskim tumorima koji probijaju zid
creva, u stadijumu Il su pacijenti sa loko-regionalnom boles¢u, a u stadijumu IV su bolesnici
sa udaljenim metastazama. U skladu s tim je i prognoza bolesti najbolja u prvom, a najlosija u
Cetvrtom stadijumu. Medutim, ovakav sistem klasifikacije je samo na prvi pogled u
potpunosti opravdan. Naime, kada se unutar pojedina¢nih stadijuma izvrSi dodatna
stratifikacija, dobijaju se podaci koji su u najmanju ruku kontroverzni. Tako, naprimer,
bolesnici sa karcinomom kolona u stadijumu I11A imaju bolju prognozu od bolesnika u svim
podstadijumima stadijuma Il, i ta prognoza je skoro istovetna kao prognoza kod obolelih u

stadijumu 1 (112). Takode, bolesnici u stadijumu IIIB imaju bolje prezivljavanje od bolesnika
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u stadijumu IIC, §to implicira da povecanje stadijuma bolesti samo na osnovu pozitivnog
nodalnog statusa ne mora uvek biti opravdano; ili, da lista indikacija za adjuvantnu
hemioterapiju treba da se revidira; ili, da su kod nekih pacijenata sa lokalizovanom boles¢u na
sceni neki drugi, do sada nedovoljno ispitani i provereni negativni prognosticki faktori, ¢ija bi
identifikacija posluzila kao osnov za reklasifikaciju, odnosno tzv. "apstejdzing" (od engl.
upstaging — prevodenje u visi stadijum). ReSenja za ove nedoumice svakako pokuSava da
iznade medicinska genetika novom molekularnom klasifikacijom tumora debelog creva, koja
¢e verovatno relativizovati vaznost pojedinih dosadasnjih stavova o tipizaciji tumora i o

odredivanju stadijuma bolest (165).

U ovom istrazivanju je statisticki uzorak bio sacinjen od 114 bolesnika operisanih od
karcinoma kolona. Bolesnici sa karcinomom rektuma nisu bili predmet ovog istrazivanja.
Razlog za to je drugadiji terapijski pristup kod rektalnog karcinoma u stadijumu Il. Naime, u
poslednjih dvadesetak godina je na snazi doktrinarni stav da bolesnici sa karcinomom
rektuma u stadijumima Il 1 [IlIl dobijaju preoperativnhu hemio- i radioterapiju
(fluoropirimidinski preparat kao radiosenzitajzer i konformalna zra¢na terapija u ukupnoj dozi
od 50,4 Gy ili po skracenom protokolu od 25 Gy). Lokalna uznapredovalost tumora i status
limfnih ¢vorova se preoperativno odreduju MRI (magnetna rezonanca, engl. Magnetic
Resonance Imaging) pregledom male karlice. Efekti kombinovane hemio- i zra¢ne terapije na
tumorsko tkivo mogu biti drasti¢ni, od konfluentnih podrucja nekroze i fibroze, pa sve do
potpune tumorske regresije, tako da cak ni na ekstenzivno uzorkovanom i minuciozno
pregledanom materijalu ne bude moguca histoloSka identifikacija vijabilnih tumorskih celija
(166). Ovakvi alterativni terapijski efekti bi kompromitovali ili potpuno onemoguéili analizu
morfoloskih parametara od vaznosti za studiju. Tumori rekto-sigmoidnog prelaza, kratkog
segmenta debelog creva u projekciji peritonealne refleksije na prednjem zidu creva, su
obuhvaceni ovim istraZivanjem iz razloga Sto se terapijski pristup kod njih suStinski ne
razlikuje od onog koji se primenjuje kod karcinoma preostalog dela kolona (ne sprovodi se

neoadjuvantna zra¢na terapija).

Kod svih pacijenata ¢iji su materijali usli u studiju je patoloSkom analizom reseciranog
dela kolona sa tumorom potvrdeno prisustvo tumorskog tkiva, ali nije bilo metastaza u
regionalnim limfnim ¢vorovima. Vazan kriterijum je bilo i odsustvo patoloskih indikatora
loSe prognoze, kao Sto su perineuralna invazija, limfo-vaskularna invazija i visok histoloski
gradus tumora. Takode ni kod jednog od pacijenata tokom operacije nije palapacijom i/ili

inspekcijom utvrdeno postojanje udaljenih metastaza. U svim operativnim preparatima je
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histoloski identifikovan suficijentan broj limfnih ¢vorova. Svi ovi kriterijumi su bili vazni za
konstrukciju uzorka, jer je na taj nain izvrSena selekcija bolesnika koji su u istom stadijumu
bolesti i koji nisu primili adjuvantnu hemioterapiju, koja bi eventualno mogla da anulira

negativni uticaj faktora loSe prognoze.

Prosecna starost bolesnika u uzorku u momentu operacije je bila 68,3 godine, pri c¢emu
je raspon godina bio od 46 do 84. Prosecna starost u grupi pacijenata koji su imali tumore sa
malom gustinom TP/CPF (68,3 godine, SD=7,6) se¢ statisticki znacajno ne razlikuje od
prosecne starosti bolesnika koji su imali tumore sa velikom gustinom TP/CPF (68,2 godine,
SD=10,2). U drugim studijama se navode i znatno vecée varijacije u godinama ispitanika, ali je
kod veéine autora prosek godina oko 70, tako da je starosna struktura bolesnika u ovoj studiji

u skladu sa podacima koji se navode u literaturi (137,138,140,146,147,148,149,150).

Polna struktura, sa 61% musSkaraca i 39% Zena je takode ocekivana, s obzirom na
¢injenicu da KK c¢esée nastaje kod osoba muskog pola. Ovaj odnos je priblizno odrzan i u
grupi sa velikom gustinom (62% muskaraca i 38% zena) i u grupi sa malom gustinom (59%

muskaraca i 41% zZena) TP/CPF, bez statisti¢ki znacajne razlike (p = 0,9178).

Karcinom je kod oko 56% bolesnika bio lokalizovan u levom kolonu, tj. od lijenalne
fleksure do rektosigmoidnog prelaza. Ubedljivo najcesée sediste KK-a u ovoj studiji je bio
sigmoidni kolon, koji je i u drugim literaturnim izvorima oznacen kao najucestalije mesto
nastanka karcinoma kolona (167,168). Od lokalizacija u desnom kolonu, najveca ucestalost je
bila u uzlaznom kolonu. Primarnih karcinoma apendiksa nije bilo, ali su adenokarcinomi
apendiksa inace veoma retki, za razliku od neuroendokrinih tumora, koji nisu bili predmet
ovog istrazivanja. Medutim, veoma je upadljiv mali udeo cekalnih karcinoma u ovoj studiji
(4,4%) u odnosu na podatke iz literature (137,138,140,146,147,148,149,150,167,168). Ovo se
moze objasniti suboptimalnom reprezentativnos¢u ispitivanog uzorka u odnosu na opstu
populaciju, budu¢i da su studijom bili obuhvaceni isklju¢ivo pacijenti u stadijumu II, i to uz
dodatne striktne ekskluzione kriterijume. Cekum se karakteri$e $irokim lumenom u kojem se
nalazi polutecan sadrzaj, tako da ¢ak ni velike tumorske mase Cesto nemaju kapacitet da
izazovu smetnje u crevnoj pasazi, kao ni promene u navikama praznjenja creva. 1z tog razloga
su karcinomi cekuma dugo vremena klinicki nemi i obi¢no se otkrivaju u kasnijim

stadijumima bolesti, a ne u stadijumu I1, sto je bio uslov za uklju¢ivanje u ovu studiju (3,163).

Tumorskim pupoljcima su u ovoj studiji bile smatrane grupe od najvise Cetiri tumorske

¢elije koje se odvajaju od infiltrativnog fronta tumora, a njihova vizualizacija je
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potpomognuta imunohistohemijskom obradom. "Grupa sa manje od pet ¢elija" je definiSuca
karakteristika pupoljaka u ve¢em broju radova (137,145,146,147,169,170), ali univerzalnog
konsenzusa jo$ uvek nema ni oko broja celija u pupoljku, ni oko metode njihove
identifikacije. Jo$ vece je neslaganje autora oko kriterijuma za definisanje pupljenja visokog
intenziteta. Najcitiraniji je rad iz 2002. ¢iji su autori Ueno i saradnici i ¢ije su preporuke i za
definiciju pupoljka i za odredivanje gustine TP usvojene i u 0voj studiji (manje od 5 ¢éelija na
0,385 mm? na standardnim HE rezovima) (137). Medutim, metodologija identifikacije je
izmenjena, s obzirom na to da su preparati za potrebe ovog istrazivanja svakako bili bojeni
imunohistohemijski zbog vizualizacije CPF, koja je po definiciji na rutinskim HE preparatima
neizvodljiva. U tabeli 11 dat je pregled literature sa navedenim kriterijumima za definiciju

pupoljaka, na¢inom njihove vizualizacije, kao i kriterijumima za klasifikaciju njihove gustine.
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Tabela 11. Pregled radova koji definisu pupoljke i njihovu gustinu

Autor Godina Metod Definicija pupoljka Grani¢na vrednost za veliku
odredivanja gustinu
Morodomi 17 1989. HE Izolovane tumorske ¢elije i | 15 pupoljaka na 1,25 mm?
grupe do 5 éelija

Hase 172 1993. HE Subjektivna evaluacija Subjektivna evaluacija

Ueno 7 2002, HE Manje od 5 ¢elija 10 pupoljaka na 0,385 mm?

Okuyama %3 2003. HE Do 5 ¢éelija Subjektivna evaluacija

Jass 14 2003. HE Do 5 ¢elija 5 pupoljaka na vidnom polju
sa objektivom 20x

Guzynska- 2005. HE Do 5 ¢elija Bilo koja gustina pupoljaka

Ustymowicz 1*°

Ha 4 2005. HE Manje od 5 ¢elija srednja vrednost >7 pupoljaka
u vidnom polju sa objektivom
20x%

Losi 16° 2006. IHH Manje od 5 ¢elija 6 pupoljaka u vidnom polju sa
objektivom 20x

Kanazawa 17 2008. HE Mali klasteri ¢elija >2/3  invazivnog  fronta
tumora sadrzi pupoljke

Ishikawa 170 2008. IHH Manje od 5 ¢elija 5 pupoljaka u vidnom polju sa
objektivom 40x

Yamauchi 146 2008. IHH Manje od 5 ¢elija 5 pupoljaka u vidnom polju sa
objektivom 20x

Wang 7 20009. IHH Manje od 5 ¢elija Prose¢no >1 po vidnom polju

sa objektivom 20x% (brojanje u

pet polja)

Legenda: HE — Hematoksilin i eozin; IHH - Imunohistohemija

Gustina tumorskih pupoljaka je oznacena kao velika u 42 tumora, Sto predstavlja

36,8% uzorka. U referentnom radu koji su objavili Ueno i sar. (137) ovaj procenat je nesto
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niZi (30,1%). Razlika se moZe objasniti pomocu dve €injenice. Prvo, uzorak je u citiranom
¢lanku bio veéi (638 karcinoma rektuma) i obuhvatao je pacijente svih gradusa i svih
stadijuma. Drugo, TP su originalno identifikovani na standardnim HE preparatima, a u ovoj
studiji je izvrSena dodatna imunohistohemijska obrada, za koju se moze oCekivati da ce
povecati stopu otkrivanja TP u situacijama kada je peritumorska inflamatorna i/ili

fibroblasti¢na stromalna reakcija jako izrazena (151).

Gustina TP i/ili CPF je bila visoka u 45 tumora, odnosno 39,5%. Sinhrona velika
gustina i TP i CPF je registrovana u 36 tumora, dok je ukupno devet tumora imalo samo jedno
od ova dva obelezja — Sest tumora sa velikom gustinom samo TP i tri tumora sa velikom
gustinom samo CPF. Ocigledno je da ove dve grupe predstavljaju suvise mali uzorak za
validnu statisti€¢ku obradu, tako da su svi tumori koji imaju bar jedan od ova dva parametra
bili svrstani u zajednicku grupu tumora sa velikom gustinom TP/CPF. Osim toga, Spirmanov
koeficijent korelacije (p = 0,857, p < 0,0001) ukazuje na visok stepen povezanosti ove dve
varijable i opravdava pridruzivanje ovih devet sluCajeva grupi sa istovremenom velikom
gustinom TP i CFP. Sli¢ne zakljucke nalazimo i u dosta ograni¢enim iskustvima sa CPF
navedenim u literaturi (161, 162), iako je u radu iz 2006. godine (161) pokazano da su TP i
CPF, iako povezani, ipak nezavisni prognosticki faktori kod T3 kolorektalnih karcinoma.
Mali broj radova na temu prirode i gustine CPF je verovatno posledica upravo njihove tesne
veze sa TP, pri ¢emu je vizualizacija CPF tehnicki zahtevnija. Za njihovu preciznu evaluaciju

neophodna je primena imunohistohemije, a i radi se o sitnijim i teze vidljivim objektima.

Relapsi su se u ovoj studiji javljali i u grupi sa velikom gustinom i u grupi sa malom
gustinom TP/CPF. Oblici relapsa su, prema podacima iz bolnickog informacionog sistema,
bili dvojaki — lokalni recidivi nadeni endoskopskim pregledom i histoloski verifikovani iz
biopsije, 1 udaljene metastaze u jetri i/ili plu¢ima potvrdene imidZzing metodama
(kompjuterizovanom tomografijom, magnetnom rezonancom ili pozitronskom emisionom
tomografijom). Zavisnost oblika relapsa od gustine TP/CPF nije bila ispitivana ovom
studijom, jer je u fokusu interesovanja bilo ispitivanje ispoljavanja agresivnog bioloskog

ponasanja tumora, nezavisno od nacina prezentacije.

Broj relapsa kod bolesnika u grupi tumora sa velikom gustinom TP/CPF je daleko
nadmasio relapse u grupi tumora sa malom gustinom TP/CPF (26 relapsa u grupi sa velikom
gustinom prema 4 relapsa u grupi sa malom gustinom TP/CPF). Log-rank test krivih

prezivljavanja dobijenih Kaplan-Majerovom analizom je nedvosmisleno pokazao statisticku
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Znacajnost razlike u verovatnoci pojave relapsa izmedu ove dve grupe (p<0,0001). Medutim,

nije bilo statisti¢ki znacajne razlike u vremenu pojave relapsa (p=0,1369).

U tabeli 12 dat je pregled studija koje su se bavile prognostickim znacajem tumorskih

pupoljaka u KRK-u.

Tabela 12. Pregled literature o prognostickom znacaju TP

Prvi autor Godina | Broj Lokalizacija Stadijum | Metoda Grani¢na | Zakljutak
bolesnika identifikacije | vrednost
Ueno 174 2004. 1114 rektum I-111 HE >10 Nezavisni prognosticki
faktor prezivljavanja
Prall 140 2005. 186 kolon i I IHH >25 Nezavisni prognosticki
rektum faktor prezivljavanja
Wang 47 2005. 159 kolon il HE bilo koji | Nema  povezanosti  sa
rektum broj prezivljavanjem
pupoljaka
Park 7 2005. 174 kolon -1V HE >9 Nezavisni prognosticki
faktor DFS
Shinto 161 2006. 136 kolon i| pT3 IHH >10 Nezavisni prognosticki
rektum faktor ukupnog
prezivljavanja
Choit’® 2007. 244 rektum 1l HE >5 Nezavisni prognosticki
faktor DFS
Ohtsukit” 2008. 149 kolon i| I-1 IHH >16 Nezavisni prognosticki
rektum faktor DFS
Woshlkel’® 2011. 299 kolon i I-1 IHH 66. Znatajna  povezanost  sa
rektum percentil | prezivljavanjem
Kevanst’® 2011. 258 kolon i HE >50% Nezavisni prognosticki
rektum povrsine faktor prezivljavanja.
tumora Pupljenje ¢es¢e kod MSS
pozitivno | tumora
na
pupljenje
Betge 148 2012. 120 kolon il HE >10 Nezavisni faktor PFS
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rektum
Canney'& 2012. 77 kolon 1 HE >50% Nema nezavisni
povrsine | prognosticki znacaj
tumora
pozitivno
na
pupljenje
Karamitopulou'®® | 2013. 215 kolon i| IV IHH >10 Nezavisni prognosticki
rektum pupoljaka | faktor prezivljavanja
na 10
HPF
Lai 149 2013. 135 kolon 1l HE >10 Nezavisni prognosticki
faktor progresije bolesti

Legenda: HE — hematoksilin i eozin; IHH — imunohistohemija; DFS — period prezivljavanja
bez bolesti (engl. "disease free survival™); MSS — mikrosatelitski stabilni; PFS — period bez
progresije bolesti (engl. "progression free survival); HPF — vidno polje velikog uvecéanja
(engl. "high power field")

Kako se vidi iz tabele, u gotovo svim navedenim radovima se gustina tumorskih
pupoljaka pokazala kao nezavisni (lo§) prognosticki faktor, i pored heterogenosti studija.
Razlikovale su se metode identifikacije pupoljaka, kriterijumi za klasifikaciju gustine,
stadijumi bolesti i delovi debelog creva (celo debelo crevo, samo rektum ili samo kolon).
Rezultati nase studije su saglasni sa rezultatima vecine istrazivaCkih radova koji se bave

uticajem gustine tumorskih pupoljaka na prognozu KRK-a.

U dve studije se doslo do drugacijih zaklju¢aka. U Vangovoj (Wang) retrospektivnoj
analizi 159 malignih polipa, nije potvrden uticaj tumorskih pupoljaka na petogodisnje
prezivljavanje (147). Medutim, Vangova studija nije ukljucivala bolesnike u visim
stadijumima bolesti od T1. Kriterijumi za tumorsko pupljenje su bili niski (svako pupljenje je
smatrano pozitivnim, bez dodatne gradacije), pri cemu je pupljenje bilo identifikovano u 15%
tumora, bez koriS¢enja imunohistohemije. Ipak, TP su se u ovom radu pokazali kao prediktori

pojave nodalnih metastaza i potrebe za segmentnom resekcijom creva.

U Kenijevoj (Canney) studiji iz 2012. godine se takode pratilo petogodisnje
prezivljavanje (180). Ova studija je po jednom aspektu dizajna vrlo slicna nasem istrazivanju

— obuhvatila je samo tumore kolona u II stadijumu bolesti. Medutim, ostala obeleZja se
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razlikuju. Pupoljci su identifikovani na rutinskim HE preparatima, bez ancilarnih metoda.
Metodologija odredivanja gustine je podrazumevala brojanje TP na pet vidnih polja sa
objektivom x20, a zatim su se tumori kod kojih se na najmanje 50% te povrsine nalazi
pupljenje kategorisali kao pozitivni. Nadalje, ova studija je, za razliku od nase, obuhvatila i
tumore koji su imali histoloSke indikatore loSe prognoze. Kao jedini nezavisni negativni
prognostic¢ki faktor za petogodiSnje prezivljavanje je u Kenijevom istrazivanju oznacena
perineuralna invazija. Interesantno je da je studija koju su sproveli Kevans i sar. (179) bila
prakticno isto koncipirana kao i Kenijeva, ukljuujuci i metodologiju klasifikacije intenziteta
pupljenja, ali je ipak rezultirala bitno drugacijim zaklju¢kom. Kevans i sar. su se u svom
istrazivanju osvrnuli i na mikrosatelitski status tumora i zakljucili da je visok intenzitet

pupljenja u pozitivnoj korelaciji sa mikrosatelitskom stabilnoscu.

Najsli¢nije naSem istrazivanju bila je dizajnirana studija Laija i saradnika (149). To je
bila retrospektivna studija sa 135 reseciranih tumora u kolonu u stadijumu Il. Metodologija
klasifikacije gustine TP je bila identicna. Pracena je progresija bolesti, odnosno pojava
relapsa. Znacajnije razlike su bile u tome $to su TP bili brojani na rutinskim HE histolo§kim
rezovima i $to su u statisti¢ki uzorak usli i pacijenti sa tumorima kod kojih je postojala limfo-
vaskularna invazija, ali ipak nisu dobili adjuvantnu hemioterapiju. Lai i sar. su nasli da se
relaps dogodio kod 20% bolesnika i da je velika gustina TP povezana sa infiltrativnom
konfiguracijom tumorske margine, sa limfo-vaskularnom invazijom i sa ve¢om verovatno¢om

progresije bolesti.

Veli¢ina primarnog tumora Se U na$oj studiji kretala u rasponu od 20 mm do 110 mm.
Raspodela frekvencija je bila priblizno normalna, ali sa blagim pomeranjem ulevo, posto nije
bilo manjih tumora od 20 mm. Sli¢na raspodela je ostala i kad su analizirani pre¢nici tumora
iz grupe sa velikom gustinom TP/CPF nasuprot pre¢nicima tumora iz grupe sa malom
gustinom TP/CPF, tako da je t-testom pokazano da nema statisticki znacajne razlike izmedu
grupa (p=0,6744). Dva najveca primarna tumora su imala po 110 mm u pre¢niku. Oba su bila
lokalizovana u desnom kolonu — jedan u hepati¢noj fleksuri i jedan u transverzalnom kolonu.
Najmanji tumor je bio pre¢nika 20 mm i nalazio se u sigmoidnom kolonu. Ni u jednom od
ova tri tumora sa ekstremnim vrednostima najveéeg pre¢nika nije histoloski konstatovana

velika gustina TP/CPF.

Prognosticki znacaj najveceg pre¢nika primarnog tumora u KRK-u je u brojnim
analizama ekstenzivno ispitivan i jasno je pokazano da on ne postoji (106,109,112,116).

Medutim, ova varijabla se uporno odrzava u preporukama za setove podataka u patoloskim
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izveStajima, ¢ak i u onima koji su novijeg datuma (182). U dostupnoj literaturi u kojoj je
najveci precnik tumora koreliran sa gustinom TP (140,141,147,183) (nema dostupnih radova
koji koreliraju pre¢nik tumora sa gustinom CPF) je navedeno da nema statisticki znacajne
povezanosti, S§to je u skladu sa nasim nalazom. Radna hipoteza da povezanost postoji se
bazirala na pretpostavci da tumori sa ve¢im brojem pupoljaka na celoj cirkumferenciji imaju
veéi kapacitet povecanja zapremine, zato Sto se tumorske Ccelije lakSe kre¢u kroz
ekstracelularni matriks. Medutim, izgleda da tumorske celije na taj nacin samo laks$e nalaze
put do malog broja vaskularnih i/ili perineralnih prostora, ali ne doprinose fizickom povecanju

zapremine primarnog tumora.

Konfiguracija tumorske margine, koja se procenjuje kvalitativno, dihotomno se deli na
infiltrativnu 1 ekspanzivnu. Njen prognosticki znacaj je dokazan relativno davno
(106,112,116,126,127). Kod tumora u ovoj studiji, infiltrativna margina je bila znatno
ucestalija od ekspanzivne (87 naspram 27). Ocekivano, ekspanzivna konfiguracija je vrlo
jednoznacno bila povezana sa malom gustinom TP/CPF, tako da ni u jednom od tumora sa
ovakvom vrstom napredujuéeg fronta nije bila identifikovana velika gustina TP/CPF.
Medutim, Lai i sar. su pupoljke nasli i kod ovih tumora (149). Kod tumora sa infiltrativnom
konfiguracijom margine bio je priblizno isti broj slucajeva sa velikom gustinom TP/CPF (45,
odnosno 51,7%) i sa malom gustinom TP/CPF (42, odnosno 48,3%). Rezultati ove studije
pokazuju da postoji statisticki znacajna razlika u konfiguraciji tumorske margine kod tumora
sa malom gustinom TP/CPF u odnosu na tumore sa velikom gustinom TP/CPF. Ekspanzivna
tumorska margina je, na osnovu naSih rezultata, snazan prediktor niskog intenziteta
tumorskog pupljenja, ali i male gustine CPF, posto ni u jednom slucaju ekspanzivna tumorska

margina nije bila skop€ana sa velikom gustinom CPF.

Tumorsko pupljenje, bar ono veceg intenziteta, je inkompatibilno sa ekspanzivnom
konfiguracijom tumorskog fronta, poSto po definiciji pupljenje podrazumeva "otkapavanje"
tumorskih ¢elija od glavne tumorske mase. Nasuprot tome, linija sueljavanja tumorskog
tkiva i okolnog zdravog tkiva je glatka ako je margina ekspanzivna. To bi u praksi znacilo da
ekspanzivna margina ne moze biti sediSte TP/CPF, te da je angazovanje resursa za njihovo
trazenje u tom kontekstu suviSno. S druge strane, iz naSeg istrazivanja sledi da je verovatnoca
nalazenja velike gustine TP/CPF veca od 50% ukoliko tumor ima napredujucu marginu koja

je infiltrativnog karaktera.

Intenzitet limfoidnog odgovora stromalnog vezivnog tkiva na prisustvo tumora je u

ovom istrazivanju bio procenjivan novijom metodom, koju su predlozili Vejrinen (Vdyrinen) i
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saradnici (164). Razlog zbog kojeg nije bila koriS¢ena starija i popularnija Dzesova (Jass)
metodologija (129) je taj Sto je potonja semikvantitativna i donekle subjektivna. Nasuprot
tome, odredivanje gustine limfoidnog infiltrata, odnosno prosecnog broja limfnih folikula duz
ivice tumorskog tkiva je egzaktno, brzo, jednostavno i pouzdano Vejrinenovom metodom,
pod uslovom da postoji odgovarajuc¢a softverska podrska. Broj tumora kod kojih je intenzitet
peritumorskog limfoidnog odgovora oznacen kao visok je u ovoj studiji bio 30 (26,3%), od
¢ega je 13 bilo u grupi sa velikom gustinom TP/CPF, a 17 u grupi tumora sa malom gustinom
TP/CPF. Oskudna limfoidna reakcija je zabelezena u 84 slu¢aja, od toga 32 u grupi sa
velikom gustinom TP/CPF, a 52 u grupi sa malom gustinom TP/CPF. Hi-kvadrat testom nije
utvrdeno postojanje statisticki znacajne razlike u intenzitetu limfoidnog odgovora izmedu ove

dve grupe (p=0,7747).

Hipoteza da ¢e postojati statistiCki znaCajna razlika u intenzitetu peritumorskog
limfoidnog odgovora izmedu tumora sa malom i tumora sa velikom gustinom TP/CPF je
proistekla iz pretpostavke da su tumorske ¢éelije koje se odvajaju od glavne tumorske mase i
razgraduju ekstracelularni matriks imunogenije od ostalih tumorskih cdelija, te da ce
isprovocirati intenzivniju limfoidnu reakciju. U ve¢em broju radova je ispitivan prognosticki
znacaj intenziteta inflamatorne stromalne reakcije u KRK-u
(128,130,131,132,133,134,135,183), kao i prognosticki znacaj gustine TP/CPF, ali su se ova
dva fenomena retko dovodila u vezu. Dobra prognoza kod tumora sa gustim inflamatornim
infiltratom u peritumorskom vezivnom tkivu je ¢esto povezana sa MMR-deficijentnim i MSI-
H fenotipom, u kojem je tumorsko pupljenje retko. Jedini dostupni rad koji sinhrono obraduje
gustinu TP i intenzitet peritumorskog limfoidnog odgovora potpisuju Zlobec i sar. (184) Oni
su nasli inverznu zavisnost gustine TP i intenziteta limfocitne infiltracije, pri ¢emu su
ispitivali CD8+, CD68+ 1 FoxP3+ ¢elije u peritumorskom vezivnom tkivu, kako kod MMR-
deficijentnih tumora, tako i kod tumora bez deficijencije ovih gena.
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. ZAKLJUCCI

. Postojanje statisticki znacajne pozitivne korelacije izmedu gustine tumorskih
pupoljaka i citoplazmatskih pseudofragmenata i verovatno¢e pojave relapsa navodi na
zakljucak da je velika gustina tumorskih pupoljaka 1 citoplazmatskih

pseudofragmenata nezavisan tkivni indikator losije prognoze.

. Visok stepen pozitivne korelacije izmedu gustine tumorskih pupoljaka i gustine
citoplazmatskih pseudofragmenata opravdava u praksi odredivanje samo gustine
tumorskih pupoljaka u prognosticke svrhe s obzirom na to da je tehnicki i materijalno

manje zahtevno od odredivanja gustine citoplazmatskih pseudofragmenata.

. Odsustvo statisticki znacajne povezanosti izmedu gustine tumorskih pupoljaka i
citoplazmatskih pseudofragmenata i veli¢ine primarnog tumora ukazuje na to da se
veli¢ina tumora ne moze Koristiti kao indirektni prediktor gustine tumorskih pupoljaka

i citoplazmatskih pseudofragmenata.

. S obzirom na to da ekspanzivan tumorski rast pozitivno korelira sa malom gustinom
tumorskih pupoljaka i citoplazmatskih pseudofragmenata, nije opravdano angazovanje
resursa za odredivanje gustine tumorskih pupoljaka 1 citoplazmatskih

pseudofragmenata kod tumora sa ekspanzivnom tumorskom marginom.

. Odsustvo statisti¢ki znacajne korelacije izmedu intenziteta peritumorskog limfoidnog
odgovora i gustine tumorskih pupoljaka i citoplazmatskih pseudofragmenata ukazuje
na to da se radi o nezavisnim prognostickim parametrima, te da je odredivanje gustine
tumorskih pupoljaka i citoplazmatskih pseudofragmenata indikovano bez obzira na

intenzitet peritumorske limfocitne infiltracije.
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