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TUMORSKO PUPLJENJE I NEOANGIOGENEZA KAO PROGNOSTICKI
FAKTORI KARCINOMA DEBELOG CREVA

SAZETAK

Uvod: Tumorsko pupljenje i angiogeneza su jako aktuelni parametri koji se prate kod
karcinoma debelog creva, a Cesto se dovode U vezu sa prezivljavanjem ovakvih pacijenata.
Izrazeno tumorsko pupljenje upucuje na dediferencijaciju tumora i predstavlja vazan znak
tumorske invazije. Celije koje su se odvojile od tumorske mase, izgubile su kontaktne veze,
pa lakSe metastaziraju. Sa druge strane, za rast tumora je neophodan i sinhroni rast krvnih
sudova. Povecavanje vaskularizacije angiogenezom, povecava verovatnoc¢u da ¢e tumorske
¢elije uc¢i u cirkulaciju i izazvati pojavu udaljenih metastaza. Tumorsko pupljenje i
neoangiogeneza su potencijalni pokazatelji agresivnijeg ponaSanja karcinoma debelog creva

u buducénosti.

Cilj: Osnovni cilj istraZivanja je bio ispitati histopatoloSke karakteristike karcinoma kolona,
pre svega stepen tumorskog pupljenja i broja kapilarnih krvnih sudova u odnosu na histoloski
stepen diferencijacije tumora, patoloski stadijum tumora i njegov metastatski potencijal.
Odrediti zastupljenost tumorskog pupljenja i MDV (microvasvcular density) u odnosu na
morfometrijske parametre tumora (veli¢ina, makroskopski tip tumora, histoloski tip tumora,
stepen invazije u stromu, prisustvo limfocita u stromi ispod tumora i sl.). Osim toga, ispitati
stepen ekspresije CD 105 (Endoglin) receptora kod karcinoma debelog creva, kao i
komparacija stepena ekspresije CD 105 receptora (Endoglina) i MVD.

Metode: Istrazivanje je sprovedeno na Medicinskom fakultetu u Pristini sa sediStem u
Kosovskoj Mitrovici, na odseku za patologiju, i laboratoriji Instituta za patologiju,
Univerziteta u Beogradu. Radena je retrospektivna kohortna studija koja je sprovedena na
operativnom materijalu 102 pacijenta sa karcinomom debelog creva. Broj detekrovanih
tumorskih pupoljaka podeljen je u dve grupe: nizak nivo tumorskih pupoljaka (manje od 10),
i visok nivo, kada je prisutno vise od 10 pupljaka na polju uveéanja x200. Nakon
imunohistohemijskog bojenja sa CD 105, kao markerom endotelnih celija, odredena je

gustina mikroskopskih krvnih sudova (MVD). Broj novonastalih KS je na osnovu medijane



klasifikovan u dve grupe: grupa sa niskim stepenom angiogeneze i grupa sa visokim
stepenom angiogeneze.

U statistickoj analizi koristen je X2 test, Fisher-ov test, univarijantna regresiona analiza.
Uticaj pokazatelja na prognozu prezZivljavanja analiziran je metodom multivarijatne regresije
tj. Cox-ovim regresionim testom. Statisticka obrada podataka je uradena u IBM — SPSS
Statistics v. 20, softverski paket za Windows, pri ¢emu je p < 0.05 smatrano za statisticki

znacajnu vrednost. Kada je vrednost p < 0,01, rezultat je smatran visoko statisti¢ki zna¢ajnim.

Rezultati: U ovom radu nadeno je da postoji statisticki znacajna povezanost izmedu “High
grade” tumorskog pupljenja sa jedne strane i histoloskog gradusa, invazije limfatika, invazije
vena, perineuralne invazije, metastaza u regionalnim limfnim nodusima, prisustva mucina i
stepena angiogeneze u tumoru sa druge strane. Osim toga nadeno je da postoji statisticki
znacajna povezanost izmedu visokog stepena angiogeneze sa jedne strane i invazije limfatika,
stepena ekspresije CD 105 , kao i “High grade” tumorskog pupljenja u tumoru sa druge

strane.

Zaljucak: Nadena je statisticki visoka povezanost izmedu tumorskog pupljenja i
neoangiogeneze kod karcinoma debelog creva.

“High grade” tumorsko pupljenje se poveCava sa povecanjem stadijuma po TNM-u i
tumorskim gradusom, dok tumorska angiogeneza nije povezana sa stadijumom i gradusom
karcionoma debelog creva.

Kljuéne re¢i: tumorsko pupljenje, neoangiogeneza, karcinom debelog creva, prognoza.

Nauéna oblast: Medicinske nauke

UZa nau¢na oblast: Patologija



Tumor Budding and Neoangiogenesis as a Prognostic Factors in Colorectal Carcinomas

SUMMARY

Introduction: Tumor Budding and Angiogenesis are very actual parameters that follow the
colon cancer, and are associated with the survival of such patients. High grade tumor budding
is associated with tumor dedifferentiation and is an important sign of tumor invasion. Cells
that are separated from the main tumor mass, have lost their contact points, making it easier
to metastasize. On the other hand, synchronous growth of blood vessels is necessary for
tumor growth. Increasing angiogenesis in tumor increases the likelihood that tumor cells will
enter the circulation and cause the occurrence of distant metastases. Tumor swelling and
neoangiogenesis are potential indicators of aggressive behaviour of colon cancer in the

future.

Objective: The main goal of the study was to examine the histopathological characteristics of
colon carcinomas, primarily the degree of tumor budding and the number of capillary vessels
compared to the level of tumor histological differentiation, tumor stage and its metastatic
potential. Goal was to determine the presence of tumor buds and MDV (microvascular
density) relative to the morphometric parameters of the tumor (size, macroscopic type of
tumor, histological type of tumor, depth of stromal invasion, presence of lymphocytes in
stroma under the tumor, etc.). Additionally, evaluate the degree of expression of CD 105
(Endoglin) receptor in colorectal cancer, as well as the comparison of the degree of this

expression of the CD 105 receptor (Endoglina) and grade of MVD expression.

Methods: The research was carried out at the Pristina Medical Faculty, headquartered in
Kosovska Mitrovica, at the Department of Pathology, and the Laboratories of the Institute of
Pathology, University of Belgrade. A retrospective cohort study was performed on the
operative material of 102 patients with colon cancer. The number of detected tumor buds is
divided into two groups: low tumor buds (less than 10), and high levels, more than 10 buds at
the x200 magnification field of microscope. After immunohistochemistry with CD 105, as a
marker of endothelial cells, the density of microscopic blood vessels (MVD) was determined.
The number of KS is classified into two groups based on the median: a group with a low

degree/level of angiogenesis and a group with a high degree of angiogenesis. The statistical
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analysis used X? test, Fisher test, univariate regression analysis. The effect of the indicators
on the prognosis of survival was analyzed by the method of multivariate regression - Cox
regression test. Statistical data processing was done with IBM - SPSS Statistics v. 20, a
software package for Windows, where p < 0.05 was considered to be a statistically significant

value. When p <0,01, the result is considered highly statistically significant.

Results: In this paper, there was found to be a statistically significant association between the
"high grade™ tumor budding on the one hand and the histological grade, lymphatic invasion,
venous invasion, perineural invasion, metastases in regional lymph nodes, the presence of
mucus and degree of angiogenesis in tumor on the other hand. In addition, there was found to
be a statistically significant association between a high degree of angiogenesis on the one
hand and an invasion of lymphatic wessels, a degree of expression of CD 105, and a "high

grade™ tumor budding in the tumor on the other hand.

Conclusion: A statistically high association between tumor budding and neoangiogenesis in
colorectal cancer was found. High grade tumor budding increases with increasing TNM stage
and tumor histological grade, while tumor angiogenesis is unrelated to the tumor stage of
tumor grade of colon cancer.

Key words: tumor budding, neoangiogenesis, colon cancer, prognosis.

Scientific field: Medical sciences

Specific subfield: Pathology
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1. UvOD

1.1. EPIDEMIOLOGIJA I ZNACAJ KARCINOMA DEBELOG CREVA

Karcinomi debelog creva (kolorektalni karcinomi — u anglosaksonskoj literaturi) su
jedan od vaznijih uzroka oboljevanja i smrti Sirom sveta, naroc¢ito u zemljama sa visokim
ekonomskim standardom. Godisnje na svetu od ovog karcinoma oboli preko 1 000 000 novih
bolesnika (osoba), sto ¢ini oko 10% svih novonastalih malignih neoplazmi, a preko 600 000
ranije obolelih umre, $to ga svrstava na Cetvrto mesto (8%) uzro¢nika smrtnosti od karcinoma
uopste (1).

U vecini zemalja sveta, kao i u Republici Srbiji, po ucestalosti obolevanja od svih
maligniteta, se nalazi na drugom mestu, kod muskaraca iza karcinoma pluca, a kod Zena iza
karcinoma dojke (1).

Veé¢ nakon 40. godine rizik za pojavu ovog karcinoma raste. Obi¢no se pojavljuje
nakon 50. godine Zzivota, a vise od 70% pacijenata u momentu postavljanja dijagnoze
kolorektalnog karcinoma je starije od 60 godina. Ce$ée obolevaju muskarci od Zena u odnosu
14:1.

Sa standardizovanim stopama incidencije (27,0 ma 100.000) i mortaliteta (16,6 Ha
100.000), od malignih tumora za 2013. godinu, Republika Srbija se nalazi u grupi zemalja
Evrope sa srednje visokim stopama smrtnosti od malignih tumora (1).

U svetu, narocito visoku stopu obolevanja od ovog karcinoma imaju SAD, zapadna
Evropa i Australija, koje spadaju u visoko razvijene zemlje sveta (2).

Utvrdeno je da se svake godine (2016. godina) u Americi otkrije oko 135 - 140 000
(3) novih slu¢ajeva karcinoma debelog creva, a od njega umire oko 50.000 obolelih (44%)
(4).

Sa druge strane njegova incidenca je niska u slabo razvijenim zemljama Azije, Afrike
i juzne Amerike. Pored toga, incidenca je u konstantnom porastu u zemljama koje prelaze na
zapadni nacin ishrane i zivota, kao $to je na primer Japan (3).

Primeéeno je da je u nekim razvijenim zemljama stepen mortaliteta u postepenom
padu, verovatno zbog bolje prevencije, rane dijagnostike i kvalitetnije terapije ovih

karcinoma.
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U kolonu i rektumu nastaje viSe primarnih neoplazmi nego u bilo kom drugom organu
u telu. Kolorektalni karcinomi c¢ine 70% svih maligniteta koji se pojavljuju u
gastrointestinalnom traktu (2).

Najcesc¢i maligni tumor debelog creva je adenokarcinom (98%). Predstavlja veliki
izazov za lecenje, jer skoro uvek raste na pre-egzisitirajuéem adenomu sluznice debelog
creva, kada je uglavnom izleciv.

Za njegovu pojavu je potreban dug vremenski period, obi¢no oko desetak godina, pri
¢emu dolazi do kompleksne interakcije izmedu genetskih poremecaja i faktora sredine (4).

PetogodiSnje prezivljavanje pacijenata sa karcinomom debelog creva, uzimajuéi u
obzir TNM Kklasifikaciju stadijuma bolesti iznosi: T1-97%, T2-90%, T3-78%, T4-63%, N1-
66%, N2 37%, M-4%. Treba imati u vidu da je u momentu otkrivanja kolorektalni karcinom
uglavhom u odmaklom stadijumu, pa je prezivljavanje kratko zbog kasne dijagnostike i
tretmana (4).

Srednje petogodisnje prezivljavanje sa karcinomom Kkolona iznosi 54%, a u Evropi

predstavlja drugi po redu vodeci uzrok smrtnosti od karcinoma.

1.2.  TUMORSKO PUPLJENJE I NJEGOV ZNACAJ KOD KARCINOMA
DEBELOG CREVA

Karcinom debelog creva i njegove metastaze su oduvek predstavljali izazov za
klinicku praksu. Mehanizmi invazije tumorskih ¢elija i nastanka metastaza su intenzivno
ispitivani  kroz analizu hirurskih isecaka, eksperimente na zivotinjama i “in vitro”
eksperimente, a brojni rezultati, naro¢ito na molekularnom nivou su objavljivani u toku
poslednjih dvadeset godina.

Poznato je da dubina tumorske penetracije i zahvacenost limfnih ¢vorova imaju
najjaéi uticaj na duzinu postoperativnog prezivljavanja kod pacijenata sa hirurski
odstranjenim karcinomom debelog creva.

Sa ove tacke glediSta su u najvecoj meri i formirani razliCiti sistemi klasifikacije
stadijuma karcinoma debelog creva kao Sto su npr. Dukes-ova, Astler-Coller-ova
klasifikacija, TNM Klasifikacija i druge.

Uprkos dobro izbalansiranim Klasifikacijama i dalje postoje pacijenti koji u istom
stadijumu bolesti nemaju istu duZzinu postoperativnhog prezivljavanja nakon terapijske

resekcije. Zasto?
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Standardizovano odredivanje stadijuma tumora (*“staging”) uzima u obzir dubinu
invazije crevnog zida i prisustvo lokalnih ili udaljenih metastaza, sa ciljem da Sto preciznije
proceni duzinu prezivljavanja pacijenata. Ovaj sistem procene ne reflektuje u potpunosti
biolosko ponaSanje karcinoma pojedinacno, tj. njegovu agresivnost i Sposobnost ponovnog
pojavljivanja nakon terapije.

To mozemo zapaziti iz klinickog iskustva, da tumor kod nekih pacijenata ima
agresivniji rast nego drugi karcinomi u istom klinickom stadijumu. Iz toga se moze zakljuditi
da postoje i drugi parametri koji odreduju biolosko ponaSanje karcinoma debelog creva, a
koji nisu ukljuceni u standardne klasifikacije odredivanja stadijuma tumora (5), (6).

IstrazivaCi odgovor traze u ispitivanju varijacija bioloske agresivnosti samog
karcinoma. Zbog toga dva naizgled ista karcinoma koja su u istom stadijumu TNM
klasifikacije ne moraju da imaju istu brzinu progresije karcinoma.

U mnogim ozbiljnim studijama ispitivane su karakteristike primarnog malignog
tumora koje ukazuju na njegovu agresivnost, a na osnovu kojih se moze preciznije proceniti
prognoza razvoja karcinoma i prezivljavanje.

Neki od parametara koji ukazuju na agresivnost karcinoma, prilikom mikroskopske
analize su: invazija limfatika, venska angioinvazija, perineuralna infiltracija, histoloski tip
karcinoma, odsustvo limfocitne infiltracije itd.

Imajuéi u vidu da invazivni front kolorektalnog karcinoma predstavlja borbenu liniju
izmedu zdravog tkiva domacina i tumorskog tkiva, s pravom se moze re¢i da osnovne
karakteristike maligniteta i invazivnosti kao i biolosko ponaSanje treba da budu najvise
izrazeni na samom frontu karcinoma.

Patolozi su dugo godina trazili pokazatelje na osnovu kojih mogu interpretirati
agresivnu prirodu karcinoma, na mikroskopskim preparatima Kkoji su bojeni rutinskom
hematoksilin-eozin tehnikom, bez dodatnih procedura. Tumorsko pupljenje je upravo takav
pokazatelj, koji se moze posmatrati pri rutinskom patohistoloskom pregledu.

To je jedna od njegovih velikih prednosti. Takode, sav materijal se moze ponovo
interpretirati naknadnim secenjem iz tkivnih parafinskih kalupa i bojenjem na hematoksilin-
eozin (H-E), bez upotrebe zahtevnih i skupih tehnika, Sto ukazuje da je sam proces lako
izvodljiv (5), (7).

Tumorsko pupljenje (,,tumor budding®) predstavalja izolovanu ¢eliju ili grupu do pet
nediferentovanih tumorskih ¢elija, koje se nalaze u stromi ispred fronta invazivne linije

karcinoma. Njihov nalaz ukazuje na dediferencijaciju tumora i predstavlja glavni znak
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tumorske invazije. Celije koje su se odvojile od tumorske mase izgubile su kontaktne veze pa
lakSe metastaziraju (7).

Uoceno je da od dva karcinoma u istom stadijumu, agresivnije ponasanje ima onaj
koji ima izrazeno tumorsko pupljenje tj. ,,budding® promene. Znacaj tumorskih pupoljaka
dolazi do izrazaja kada se radi o karcinomu nizeg stadijuma a istovremeno je prisutan veliki
broj tumorskih pupoljaka, Sto sigurno ukazuje na agresivnije ponasanje ovakvih karcinoma u
buducénosti. Zbog toga se u ovakvim sluc¢ajevima predlaze da se preduzmu dodatne terapijske
mere radi prevencije negativnog ishoda ovih bolesnika.

Skorasnje klinicko-patoloske studije o prognostickim faktorima kod kolorektalnog
karcinoma fokusirale su tumorski ,,budding“ kao potencijalni prognosticki faktor (6).

Korelacija broja tumorskih pupoljaka i duzine prezivljavanja je prvi put detaljnije
ispitivana od strane japanskih istrazivaca. Pri tome je zapazeno da je ,,budding“ koristan ne
samo kao prognosticki faktor i potencijalni parametar za odredivanje gradusa tumora
(,grading® sistem) ve¢ kao i moguci indikator za donoSenje adekvatne terapijske strategije.

Zbog toga, u novije vreme istrazivac¢i na ovom polju ulazu napore ne bi li na neki
nacin uvrstili tumorsko pupljenje u aktuelni sistem klasifikacije karcinoma debelog creva.

Koncept tumorskog pupljenja je novina koja se znacajno razlikuje od konvencionalnih
parametara tumorske agresivnosti koji su koris¢eni u klasifikacijama po Broders-u, Jass-u i
Imai-u. Tumorski ,,budding” se za razliku od njih mora interpretirati na suzenom regionu
invazivne linije, pod veéim uvecanjem a ne samo okarakterisati kao ,,nediferentovani region*
(8), ,infiltrisuc¢i tip rasta” (9), (10), (11), ili ,,pupljenje”, koje ukljucuje i vece trake celija
(12).

Pre dvadeset i pet godina tumorsko pupljenje je okarakterisano kao prvi i esencijalni
korak u tumorskoj dediferencijaciji i disocijaciji na invazivnom frontu.

Uoceno je takode da je proces uporedo potpomognut intersticijalnim edemom
domacinovog okolnog tkiva, na liniji razgrani¢enja, koji je otvarao i S§irio intersticijalni
prostor omogucujuci lakSu mobilnost tumorskih ¢éelija (13).

Nabeshima i sar. (14) nakon studije o pokretljivosti i invazivnosti na invazivnom
frontu lezije in vitro, objaSnjavaju tumorski “budding” kao oblik migracije i invazivnosti
tumorskih celija.

Sa druge strane, Morodomi i sar. (15) uocavaju da tumorsko pupljenje konstantno

prethodi invaziji limfatika u okolini tumora.
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Zbog toga, tumorsko pupljenje moze predstavljati fazu karcinomske infiltracije u
kojoj ¢elije migriraju iz karcinoma u zdravo tkivo zahvaljujuéi jo§ nedovoljno poznatom
mehanizmu.

Tumorsko pupljenje je dinamican proces koji se odvija izmedu tumorskih celija i
okruzuju¢e mezenhimalne strome. Gubitak zlezdane diferencijacije i kohezije tumorskih
¢elija verovatno predstavlja klju¢ni dogadaj u formiranju visoko invazivnih i metastatskih
karakteristika samog karcinoma.

U novije vreme su ispitivani osnovni mehanizmi nastanka tumorskog pupljenja na
molekularnom nivou.

Razli¢ite promene na molekularnom nivou mogu uticati na Sirenje tumora: gubitak ili
stvaranje adhezivnih molekula, sekrecija proteolitickih enzima, povecéana proliferacija i sl.

U skoraSnjim radovima istrazivaci tvrde da je tumorsko pupljenje usko povezano sa
slede¢im genetskim promenama: ekspresijom laminin-5y2 lanca (16), (17), (18), (19),
ekspresijom CD 44-varijanta 6 receptora (20), syndecan-1 ekspresijom (21), Bcl-2 protein
ekspresijom (22), p53 protein ekspresijom (23), APC mutacijom i MSI-H statusom (24), i
“mismatch repair” statusom (25).

Na osnovu svega navedenog sasvim je realno ocekivati da bi se buduce studije o
nastanku tumorskog “buddinga” trebale zasnivati na molekularnim i genetskim tehnikama, a
sve u cilju rasvetljavanja odnosa tumorskog pupljenja i malignog potencijala kolorektalnih

karcinoma.

1.2.1. KLINICKI ZNACAJ TUMORSKOG PUPLJENJA KOD T1 (RANIH
INVAZIVNIH) KARCINOMA DEBELOG CREVA

Kolonoskopija, koja je danas u Sirokoj upotrebi, olak3ala je otkrivanje malih
karcinoma debelog creva. Medutim, tu je nastala terapijska dilema, da li je uklanjanje tumora
kolonoskopijom dovoljno ili je potrebna dodatna resekcija creva i limfnih nodusa?

U prethodnim istrazivanjima incidenca metastaza u limfnim nodusima kod T1 (ranog
invazivnog) karcinoma debelog creva varirala je izmedu 3 i 15% (18), (23), (26), (27), (28),
(29), (30), (31), (32), pa je radikalna hirurska intervencija bila neophodna.

Bilo je vazno izbec¢i nepotrebnu hirursku intervenciju a pri tome izleciti karcinom u
T1 fazi. U proteklih dvadeset godina istrazivac¢i su ustanovili slede¢e histoloske kriterijume

kada su ispunjeni uslovi za dodatnu hirurSku intervenciju nakon endoskopske resekcije T1
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karcinoma debelog creva: masivna submukozna invazija, limfaticna permeacija i histoloski
loSe diferenciran karcinom (29), (33), (34), (35), (36), (37), (38).

Ovi kriterijumi nisu bili dovoljni kao definitivni parametri koji ukazuju na mogucu
pojavu metastaza u limfnim nodusima jer je znatan broj karcinoma bio iz grupe loSe
diferentovanih tumora pa je u tim sluc¢ajevima bilo teSko proceniti invaziju limfatika (33).

Materijal uzet kolonoskopskom biopsijom je sasvim dovoljnih dimenzija za procenu
tumorskog “budding”-a.

Studije zasnovane na tumorskom pupljenju kod T1 karcinoma kolona uglavnom su
tvrdile da postoji velika povezanost izmedu invazije limfatika i metastaza u limfnim
¢vorovima. Hayashida (39) je prvi ukazao da je tumorsko pupljenje vezano za invaziju
limfatika kod T1 karcinoma debelog creva.

Na osnovu toga, tumorsko pupljenje moze da bude od velike koristi za dodatnu
procenu invazije limfatika. Araki i sar. (40) su nasli da je visok gradus tumorskog pupljenja
retrogradno naden U 41% slucajeva sa metastazama u limfnim ¢vorovima.

Hase i sar. su potvrdili da je od 44% pacijenata sa “high grade” tumorskim
pupljenjem 25% imalo metastaze u limfnim ¢vorovima, dok kod onih bez tumorskog
pupljenja nije bilo metastaza (26).

U nekoliko radova o tumorskom pupljenju uoceno je da je ono bilo izrazeno prisutno
kod 21% do 56% karcinoma (6), (26), (27), (32), (40), (41), (42). Kod pacijenata sa “high
grade” tumorskim pupljenjem incidenca zahvaéenosti limfnih ¢vorova je varirala od 24% do
41%, nasuprot 0 do 7% kod onih koji su imali “low grade” tumorsko pupljenje (6), (26),
(40).

Oni su takode ustanovili pet histopatoloskih faktora rizika za nastanak metastaza: 1)
tumorsko pupljenje, 2) loSa demarkacija invazivne linije, 3) umereno do loSe diferentovane
¢elije na invazivnoj liniji, 4) Sirenje tumora u srednji ili duboki submukozni sloj i 5) prisustvo
karcinomskih ¢elija u limfnim sudovima.

U istoj studiji dokazali su da pacijenti koji su imali tri ili manje navedena faktora
rizika nisu imali metastaze, a oni sa ¢etiri ili vi$e faktora rizika imali su metastaze od 33% do
67%.

17



1.2.2. ZNACAJ ODREPIVANJA TUMORSKOG PUPLJENJA KOD
PREOPERATIVNIH BIOPSIJA DEBELOG CREVA

Obzirom na to da je tumorsko pupljenje potvrdeno kao jedan od vaznijih faktora u
odredivanju prognoze tumora, veoma je znacajno utvrditi prisustvo tumorskog pupljenja u
preoperativnim biopsijama da bi se odabrala prava operativna procedura i adjuvantna terapija.

Morodomi i sar. (15) su utvrdili da postoji znacajna povezanost izmedu tumorskog
pupljenja i metastaza u limfnim nodusima.

Oni su ustanovili da je od 112 biopsijskih isecaka 52 imalo izrazeno tumorsko
pupljenje (46%) a da je od tih 52 pacijenta 42 imalo evidentne metastaze (79%). Oni su
preporucili preoperativnu biopsiju kao mogudi prediktorski faktor za limfonodalne metastaze.

Ueno i sar. (32) su ispitivali 437 preoperativnih biopsija karcinoma debelog creva, pri
¢emu su ustanovili da 1) tumorski “budding”, 2) losa diferentovanost i 3) vaskularna invazija
imaju pojedinacni, a joS vise zajednicki (kumulativni) uticaj na pojavu metastaza u limfnim
¢vorovima.

Znaci, tumorski “budding” otkriva snaznu bioloSku aktivnost i agresivnost karcinoma
debelog creva. Shodno tome, prisustvo tumorskog pupljenja moze biti udruzeno sa
tumorskom invazijom, metastazama i loSom prognozom. Takode, tumorsko pupljenje moze
dati korisne informacije na osnovu kojih se donosi odluka o strategiji hirurskog lecenja i
eventualnoj adjuvantnoj terapiji.

Dalje, pupljenje je lako ispitati rutinskim histopatoloskim pregledom materijala koji je
bojen obi¢nim hematoxilin-eosin bojenjem. Jednom kada tumorsko pupljenje postane jasan
deo “grading” sistema, njegov znacaj ¢e biti jo§ bolje ustanovljen. Svakako, svi autori koji se
bave tumorskim pupljenjem saglasni su da bi u rutinskom patohistoloSkom pregledu uvek
trebalo posmatrati i tumorsko pupljenje i nakon toga postaviti potpuniju dijagnozu, i imati

Siru sliku o malignom potencijalu posmatranog tumora.
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1.3. TUMORSKA NEOANGIOGENEZA I NJEN ZNACAJ

1.3.1. ANGIOGENEZA U NORMALNIM TKIVIMA

Mreza krvnih sudova se prostire kroz ¢itavo telo. Njihov ukupan broj je jako veliki,
tako da je teSko proceniti njihovu ukupnu duzinu. Krvni sudovi, krenuvsi od srca prema
periferiji se dele na arterije, arteriole, kapilare, venule i vene.

Pojedina¢no gledano najznagajniji deo krvnog suda je endotelna éelija (EC).

Uloga ove ¢elije u morfoloskom i funkcionalnom smislu je izrazito bitna za normalno
funkcionisanje svih krvnih sudova. Osim uloge u cirkulaciji, endotelne Celije su jako bitne u
procesu hemostaze, permeabilnosti zida krvnog suda, kako u normalnim uslovima, tako i u
uslovima zapaljenja. Za endotelne ¢elije je ve¢ poznato da imaju i endokrinu ulogu (43).

Svi krvni sudovi pocevsi od aorte pa do najsitnijeg kapilara su iznutra oblozeni
endotelnim ¢elijama, tj. endotelom. Endotelne ¢elije u vidu mozaika oblazu iznutra zidove
krvnih sudova, odvajajuc¢i krv od okolnih tkiva, tj. intersticijske meducelijske supstance.
Zivotni ciklus jedne endotelne Celije traje od nekoliko meseci do nekoliko godina.

Endotel je zaduzen za kontrolu prolaza i razmene hranljivih materija, leukocita, i
drugih supstanci izmedu krvne struje i okolnih tkiva. Normalan endotel predstavlja jako
stabilnu grupu c¢elija, koje su Evrstim vezama povezane izmedu sebe, kao i sa bazalnom
membranom ispod njih (43).

Bazalnu membranu (BM) ¢ine proteinska vlakna, uglavnom laminin i kolagen, dok se
oko njih u kapilarima nalaze periendotelne potporne ¢elije koje se zovu periciti, a u vecim
krvnim sudovima deo zida ¢ine i glatkomiSi¢ne Celije, koje obrazuju srednji muskularni sloj
krvnog suda.

BM sluzi kao potpora i okvir na kome se nalaze pri¢vriéene EC. Medusobne veze
izmedu susednih EC, kao i veze sa BM koja se nalazi ispod njih, se ostvaruju pomocéu
adhezionih molekula od kojih su najzastupljeniji kadherini i integrini. Gubitak ovih molekula
dovodi do destabilizacije EC, odvajanja od BM, &ak i do njihove apoptoze. Periendotelne
éelije takode imaju ulogu odrzavanja stabilnosti EC, a mogu uticati i na protok krvi.

Krvni sudovi debljih zidova uglavnom nisu predmet veceg interesovanja patologije,
kao 1 drugih grana medicine koje se bave ispitivanjem grade, funkcije c¢elija, njihovih
receptora i molekula. Znaci, najveci broj istrazivanja strukture i na¢ina funkcionisanja krvnih

sudova se u stvari svodi na ispitivanje endotelne ¢elije u uzem smislu.
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Sve ¢elije u telu su udaljene manje od 200um od najblizeg kapilara, jer je distribucija
kiseonika otezana ili nemoguca na razdaljini vecoj od ove (44).

Ukoliko se neke ¢elije nalaze na udaljenosti koja je veéa od navedene, onda se putem
posebnih mehanizama aktivira angiogeneza da bi se ostvarila adekvatna perfuzija tkiva i
opstanak tih ¢elija.

Angiogeneza ili neovaskularizacija predstavlja proces nastanka novih krvnih sudova
proliferacijom i diferencijacijom iz ve¢ postojecih krvnih sudova. Angiogeneza je prili¢no
slozen i komplikovan proces a zavisi od velikog broja faktora, stimulatora i inhibitora, koji na
razli¢itim nivoima kontroliSu ovaj sekvencioni dogadaj (45)

Ona se moze pojaviti u zdravim tkivima u okviru nekih fizioloskih ili reparatornih
procesa, a sa druge strane u patoloskim uslovima, u okviru tumorske neoangiogeneze, koja ¢e
biti predmet istrazivanja i u ovom radu (46).

Angiogeneza predstavlja proces nastanka novih krvnih sudova u pojedinim tkivima ili
tumorima. U normalnim tkivima angiogeneza je strogo kontrolisana. Angiogeneza se
pojavljuje za vreme embrionalnog razvoja (47), (48), kada je naglaSen rast i razvoj svih tkiva.
Kod Zena se u fizioloskim uslovima javlja ceSée nego kod muskaraca i to u okviru
menstrualnog ciklusa i ovulacije. U fizioloskim situacijama, kao Sto je na primer, razvoj
zutog tela, angiogeneza je akrivirana, dok je zuto telo aktivno, medutim nakon ovulacije,
kada za njom viSe nema potrebe, angiogeneza postepeno nestaje.

U fizioloskim uslovima, kod odraslih, ona je ograni¢ena na reparaciju u okviru
zarastanja rana (49), inflamaciju i regeneraciju (50), (51).

Izvesni nemaligni procesi dovode do prolongiranja angiogeneze, pa se Cini da je
moguénost samoograni¢avanja ili supresije angiogeneze ovde inhibirana, kao $to je na primer
slucaj kod piogenog granuloma ili formiranja keloida.

Angiogeneza je takode udruzena sa hroni¢nim zapaljenskim bolestima (52), kao i sa
izvesnim poremecajima imuniteta (53). Mnoge nemaligne bolesti nepoznatog uzroka imaju
izrazenu angiogenezu, kao Sto su npr.: neovaskularizacija udruzena sa retrolentalnom
fibroplazijom, sa dijabeti¢nom retinopatijom, koje u krajnjoj instanci mogu dovesti do slepila.
U toku artritisa mnogobrojni novi kapilari mogu urasti u zglobove (54).

Neovaskularizacija, moze biti potpomognuta i imunoloSkim procesima. Imunoloski
uticaj na angiogenezu se moze prepoznati po privlacenju neutrofila, limfocita i makrofaga u
zonu gde se odvija angiogeneza. Ovo se deSava iz razloga Sto navedene zapaljenske Celije

mogu svojim medijatorima samostalno izazvati neovaskularizaciju.
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Formiranje kapilarnih krvnih sudova se grubo moze podeliti u dve znac¢ajne grupe:

1. Vaskulogeneza — koja se deSava za vreme embriogeneze, kada se formira
prvobitna vaskulatura, diferencijacijom EC iz angioblasta, koji predstavljaju prekursore EC
(43). Ovi angioblasti proliferiu, migriraju u periferna tkiva i diferenciraju se u EC od kojih
nastaju arterije, vene i limfatici, koji se reorganizuju u primitivnu vaskularnu mrezu (55),
(56).

Prekursorske EC, sli¢ne angioblastima se mogu naéi i u kostanoj srzi odraslih osoba
(57). Ove prekursorske EC (“endothelial progenitor cells - EPC”) po potrebi mogu uéi u
krvni sistem, nakon ¢ega migriraju do oStecenog ili tumorski promenjenog tkiva i pokrecu
stvaranje kapilarne mreze (55), (56), (57).

2. Angiogeneza - predstavlja naknadno nastalu vaskularizaciju, tj.
neovaskularizaciju, iz ve¢ postoje¢ih KS, koja dovodi nove KS u prethodno avaskularne
regione, kontrolisanom migracijom i proliferacijom EC (58), (59), (60).

Velika vec¢ina krvnih sudova je trajno formirana u fetalnom periodu. Angiogeneza
kod odraslih osoba je ograni¢ena na reaktivnu produkeiju krvnih sudova, uglavnom u periodu
regeneracije ili u okviru reparacije koja predstavlja reakciju na neku povredu.

U takvim uslovima se luce proangiogene molekule razliitog porekla, kao §to su
faktori rasta, trombin, fragmenti fibrinogena, thymosin [ itd. Angiogeni faktori rasta su
proteini koji kao slobodne molekule cirkuliSu krvnom strujom, neki od njih su deponovani u
trombocitima ili zapaljenskim ¢elijama, a bivaju sekvestrirani u ekstracelijsku supstancu.

Mnogi od ovih molekula su regulisani od strane gena koji se eksprimiraju tokom
hipoksije ili zapaljenja, kao Sto su npr. “hypoxia-inducible factors HIF” (61), “fibroblast
growth factors - FGFa i FGFb”, “transforming growth factors - TGFa i TGFB”, “hepatocyte
growth factor - HGF”, “tumor necrosis factor - TNFa”, angiogenin, interleukin 8,
angiopoetin-2 i “cyclooxygenase-2 (COX-2)" (58), (59), (62), (63).

Angiogeneza je sa druge strane kontrolisana i inhibirana supresorima rasta krvnih
sudova. Neki od ovih molekula se fizioloski nalaze u malim koncentracijama u krvi, dok se
drugi nalaze u meducéelijskom matriksu, u okolini krvnih sudova.

Stimulatori i inhibitori angiogeneze se nalaze u fizioloSkoj ravnotezi, tako da je
angiogeneza normalno suprimirana. Neposredno nakon povrede, angiogene molekule se
oslobadaju u zonu rane, deSava se prevaga u korist proangiogenih molekula tako da se

favorizuje vaskularni rast (49).
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1.3.2. TUMORSKA NEOANGIOGENEZA

Glavna osobina patoloske, tumorske angiogeneze je fokalni i perzistentni rast krvnih
sudova. Jednom kada tumorom indukovana angiogeneza pocne, ona se nastavlja
kontinuirano, do momenta kada se maligni tumor odstrani ili kada pacijent umre.

Benigni tumori su umereno vaskularizovani i imaju tendenciju da rastu sporije, dok
su maligne neoplazme izrazeno vaskularizovane i brzorastuc¢e (64). Ovi novonastali KS u
tumorima nisu isti kao i u normalnom tkivu. Vecina solidnih malignih tumora je jako dobro
vaskularizovana.

Da bi proizvele kapilarne pupoljke, endotelne ¢elije moraju da proliferiSu, penetriraju
u stromu, migriraju u pravcu izvora gde je koncentracija angiogenih molekula najveca.

Veoma je bitno pitanje u razvoju tumorske angiogeneze koja je proporcija izmedu
novonastale vaskularne mreze tumora i preegzistirajuce vaskularne mreze domacina. 1z tog
razloga je ocigledno mala verovatnoc¢a da jako dobro vaskularizovan tumor raste u slabo
prokrvljenom tkivu.

Kada tumor uveéa zapreminu toliko da je snabdevanje tumorskih ¢elija u centru
tumora nedovoljno i da se to ne moZe ostvariti putem proste difuzije, ¢elije koje su
najudaljenije ¢e usporiti svoj rast i razmnozavanje, jer nece biti dovoljno nutrijenata i
kiseonika.

Hipoksi¢ne tumorske ¢elije su poznate po tome $to produkuju faktore rasta, kao Sto
je vascular endothelial growth factor (VEGF), takode mogu sekretovati i endogene faktore
angiogeneze kao Sto je transforming growth factor-beta (TGF-p). Makrofagi takode reaguju
na prisustvo tumora, tako Sto sekretuju pro i anti-angiogene molekule. Ove supstance
difunduju u okolnu meducelijsku supstancu i okolne proskimalne kapilare (43).

Postoji veliki broj pro-angiogenih i anti-angiogenih faktora, neke od njih produkuje
tumor, neke ¢elije domacina kao odgovor na prisustvo tumora, a neki su prisutni fizioloski u
normalnim tkivima. Ukoliko dode do pomeranja ravnoteze izmedu pro-angiogenih i anti-
angiogenih molekula (tzv. “angiogeni prekidac”), dolazi do prelaska iz uspavane faze u
angiogenu fazu. Smatra se da je hipoksija u tumoru, izgleda jako bitan faktor u ovom
procesu, kada tumorske c¢elije pocinju da indukuju proizvodnju pro-angiogenih molekula
(65).

Angiogeneza je modulirana razli¢itim molekulima koje oslobadaju tumorske celije

ali i ¢elije domaéina kao $to su: endotelne ¢elije (EC), epitelne éelije, mezotelne éelije i
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leukociti. Ovi medijatori pripadaju razli¢itim grupama molekula, neki od poznatijih su:
fibroblast growth factor (FGF), vascular endothelial growth factor (VEGF), interleukin-8 (IL-
8), angiogenin, angiotropin, epidermal growth factor (EGF), fibrin, nikotinamid, platelet
derived growth factor (PDGF), transforming growth factor (TGF-cl), TGF-P, i tumor necrosis
factor (TNF) (64), (66), (67), (68).

1.3.3. FIZIOLOSKI | PATOFIZIOLOSKI MEHANIZMI ANGIOGENEZE

U fizioloSkoj i patoloskoj angiogenezi prvi dogadaj koji se pojavljuje je aktivacija
endotelnih ¢elija. Ove EC se umnoZzavaju dvadeset do dve hiljade puta brZe nego one u
zrelom tkivu (69).

Kada prime angiogeni stimulus EC, koje se nalaze u KS koji su u blizini tumora,
bivaju aktivirane. Jake veze izmedu EC postaju labavije, i po¢inju da sekretuju proteoliticke
enzime, koji jos viSe slabe ove veze a i poCinju da razgraduju meducelijsku supstancu.

Postoji Siroka paleta ovih enzima, ali su medu najznaCajnijima matriksne
metaloproteaze (MMP) i plazminogen aktivator (PA), tzv. plazmin sistem.

MMP su vrlo moéni enzimi koji se mogu podeliti u nekoliko grupa: kolagenaze,
gelatinaze, stromalizini, matrelizini, membranski tip MMP. Plazmin aktivatori (PA), sluze da
aktiviraju Siroko rasprostranjeni plazminogen, od koga nastaje Siroko zastupljena proteaza
plazmin. Obe ove grupe proteaza imaju takode Siroku paletu inhibitora koji koce aktivaciju
ovih molekula.

MMP su inhibisane tkivnim inhibitrima metaloproteaza (TIMP). PA su inhibirane od
strane plazmin aktivator inhibitora (PAI), koji je takode eksprimovan od strane fibroblasta i
aktiviranih EC (70).

Prva meta na koju deluju proteaze koje sintetise EC je BM. Kada je BM dovoljno
degradirana i razorena, EC koje su oslobodene okolnih veza, prelaze iz lumena KS u
meducelijsku supstancu (“extra cellular matrix - ECM”, u daljem tekstu). EC iz blize okoline
takode mogu da migriraju istim putem kroz defekt u BM, dok druge popunjavaju pukotinu u
zidu krvnog suda.

Znaci, prvi zadatak angiogenih faktora rasta je da se stimuliSe produkcija proteaza od
strane EC. Ovo je kljuéni momenat za celu angiogenu kaskadu, jer ako EC ostanu vezane za

BM, neée mo¢i migrirati. U tom slu¢aju EC ostaju u roditeljskom KS, privezane za BM.
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Ukoliko proteoliti¢ki enzimi izvrie razgradnju BM i detaément EC, one ¢e krenuti da
migriraju u pravcu ECM, koji se nalazi uz taj kapilar. Ovaj proces nije svojstven ve¢im KS,
barem ne u ovakvom obimu i ovom brzinom, jer su zidovi ve¢ih KS deblji, a time i tezi za
prolazak EC.

Nakon ekstravazacije EC, one proliferi§u i u podetku fromiraju solidne trake Celija,
nakon Cega se formiraju mali lumeni u cetralnim delovima ovih ¢elijskih gupica, ¢ime se
dobija osnovna struktura, Supljina novog kapilara.

Osamdesetih godina proslog veka, su se pojavili prvi eksperimentalni dokazi u prilog
hipoteze da rast tumora mora da podrzava i umnozavanje krvnih sudova. Kada dode do
pojave tumora, svako povecavanje broja / zapremine ¢elija, mora biti pra¢eno i sinhronim
povecanjem broja novih kapilara.

Ova hipoteza pretpostavlja da ukoliko angiogeneza bude kompletno inhibirana,
tumor ¢e postepeno usporiti rast i poceti da se postepeno uspavljuje i nestaje, tako da nece
do¢i do brzog rasta i uve¢avanja tumora.

Ovo bi ograni€ilo veli¢inu tumora na neka 1 do 2 mm?, §to bi sprecilo pojavu
metastaza, kao i smrtnog ishoda. Nakon pojave metastaza u jetri zeca, otkriveno je da su one
prec¢nika do 1 mm, obi¢no avaskularne, dok one veée od tih dimenzija, vaskularizovane.

U eksperimentalim uslovima, nakon implantacije tumorskih ¢elija u avaskularnu
zeCiju korneu, u pocetku turmor raste sporije, tj. linearnom progresijom, dok nakon
vaskularizacje, tumorski rast i umnozavanje broja tumorskih c¢elija ide mnogo brze,
geometrijskom progresijom (71).

Ispitivanjem neoangiogeneze se doSlo do saznanja da se rast novih kapilara odvija u
nekoliko odvojenih faza:

1)  Rast novih kapilara kre¢e na najmanjim krvnim sudovima, kao §to su kapilari
ili male venule. Angiogeneza obi¢no ne krece iz ve¢ih krvnih sudova, ili manjih arteriola
koji imaju prisutan glatko-misi¢ni sloj.

2) Na strani venule, koja je okrenuta prema angiogenom stimulusu, dolazi do
lokalne degradacije i oSteCenja bazalne membrane od strane endotelnih celija, i ovo je
najraniji vidljivi dogadaj u procesu angiogeneze (72). Stimulisane kapilarne endotelne ¢elije,
produkuju visoke koncentracije kolagenaza i plazmin aktivatora Sto dovodi do
degzintegracije bazalne membrane (73).

3) EC migriraju u pravcu angiogenog stimulusa, kroz ovaj otvor na bazalnoj

membrani (72).
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4) Te celije koje se nalaze na vrhu pupoljka se ne dele i zaduzene su za
migraciju, dok se iza njih nalaze prateée EC, koje se dele mitozom, umnoZavaju i koje se

potom slazu u bipolarnom rasporedu (74), (75).

5)  Nakon formiranja pupoljka, EC koje su formirale putanje, se razmicu i tada se
pojavljuje lumen (72).
6) Kada je formirano dovoljno pupoljaka, koji su se izduzili, dolazi do spajanja

ovakvih anastomoza sa dve suprotne strane, izmedu ovih novonastalih krvnih sudova. 1z ovih
medukapilarnih spojnica mogu nastati novi pupoljci. Mechanizam nastajanja i spajanja

pupoljaka nije jo$ dovoljno poznat.

7) Nakon formiranja spojnica postepeno se uspostavlja protok krvi kroz ove
putkotine.
8)  Periciti migriraju i opkoljavaju kapilare sa spoljnje povrsine.
9) Zavrdna faza je formiranje bazalne membrane oko krvnog suda.
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Slika 1. Proces angiogeneze (Angiogenesis, Cancer Research Product Guide, Edition 3,

2015).
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Kada se uzmu u obzir navedene opservacije iz prethodno opisanih studija i primene u
“in vivo” eksperimentima, sti¢e se utisak da vaskularne endotelne ¢elije (EC) imaju jasno
definisan program funkcionisanja, koji dovodi do produkcije kapilarne mreze. lzgleda da je
ovaj program potpuno isti, bez obzira da li je angiogeni stimulus tumorskog, inflamatornog ili
imunoloskog porekla (71).

Na osnovu opisanog da se zakljuciti da je fenomen angiogeneze komplikovaniji i

manje dostupan za istrazivanje, nego proces koagulacije krvi (71).

1.3.4. FAKTORI RASTA I NJIHOV UTICAJ NA ANGIOGENEZU

Faktori rasta se Iuce paraktino iz okolnih ¢elija u zonu gde se odvija angiogeneza.
Oni se dele na stimulatore (VEGF, hepatocitni faktor rasta, trombocitini faktor rasta - PDGF i
drugi) i inhibitore (angiostatin, endostatin, trombospondin-1 i dr.), koji se u fizioloSkim
uslovima nalaze u ravnotezi.

VEGF (Vascular endothelial growth factor) je osnovni i pojedina¢no najznacajniji
stimulator angiogeneze. To je signalni glikoprotein molekularne tezine od 34 do 45 kD koji
produkuju razlicite vrste celija, a aktivno se lu¢i u vreme embriogeneze i angiogeneze. Deo je
sistema koji je zaduzen za uspostavljanje vaskularizacije u slucajevima neadekvatne
oksigenacije u hipoksi¢nim stanjima. Zbog toga je serumska koncentracija ovog signalnog
molekula povecana u bronhijalnoj astmi i dijabetes melitusu.

Pojacana sekrecija i ekpresija VEGF-a je najceSCe izazvana nekim citokinima i
faktorima rasta (TGF-o, TGF- i PDGF), kao i hipoksijom (76), (77), (78), (79), (80).

VEGF deluje na KDR receptore EC koji pripadaju familiji tirozin kinaza receptora.
Nakon vezivanja VEGF na receptor dolazi do cCetvorostrukog porasta citoplazmatskog
kalcijuma (Ca2+) koji dovodi do povecanja permeabilnosti kapilara i postkapilarnih venula.
Kroz dilatirane veze izmedu EC dolazi do ektravazacije proteina plazme koji prave podlogu
za migraciju EC i formiranje novog matriksa.

Sa druge strane, u procesu stabilizacije krvnih sudova ucestvuju angiopoetini (Ang 1
i Ang 2), trombocitni faktor rasta (PDGF) i beta transformiSucéi faktor rasta (TGF-f). Ang 1
utiée na sazrevanje krvnih sudova, tako $to se veze za EC, preko receptora — Tie 2, uti¢uéi na
maturaciju prili¢no jednostavnih endotelnih struktura u razvijenije krvnosudovne strukture.

Ang 2 se takode veze na Tie 2 receptor, ali ima suprotni u¢inak, jer dovodi do smanjenja

26



osetljivosti endotelnih ¢elija na faktore rasta i istovremeno pojacavajuci afinitet receptora za
inhibitore angiogeneze.
Na migraciju okolnih glatkomisi¢nih ¢elija najvise utice PDGF, dok TGF-§} pojacava

proizvodnju ekstracelijskih proteina.

1.3.5. OSTALI MEHANIZMI UKLJUCENI U KONTROLU ANGIOGENEZE

Drugi vazan mehanizam Kkoji izaziva angiogenezu je hipoksija. HIF-1 (hypoxia
inducible factor 1) je faktor koji indukuje hipoksija i promoviSe ekspresiju proangiogenih
faktora kao 3to su npr. VEGF, PDGF, i dr. Celije imunog sistema (monociti, makrofagi,
limfociti i mastociti) mogu modulirati balans izmedu stimulatora i inhibitora angiogeneze.

Mnogi onkogeni c-myb, sis i src su dokazani kao stimulatori ekspresije brojnih
molekula uklju¢enih u angiogenezu. Mutant ras-onkogen ucestvuje u regulaciji produkcije
stimulatora angiogeneze kao S$to su TGF-a, TGF-f i VEGF. Osim toga aktivacija onkogena
podsti¢e proizvodnju i aktivaciju enzima Kkoji razlazu bazalnu membranu i ekstracelijski
matriks. Tumor supresor geni i njihovi proteini takode imaju ulogu u podsticanju
angiogeneze. Inaktivacija p53 gena i njegovog proteina smanjuje proizvodnju

trombospondina, inhibitora angiogeneze, pa se na taj na¢in stimuliSe angiogeneza (81).

1.3.6. ENDOTELNI RECEPTORSKI MOLEKULI I NJIHOVI MARKERI

Endotelne éelije oblazu iznutra lumene svih krvnih sudova, zajedno ¢ineci endotel,
koji neki istraziva¢i posmatraju kao zaseban organ, koji ima brojne funkcije. Sve EC poti¢u
od zajednickog prekursora - embrionalne endotelne celije ili angioblasta (EPC), a potom
diferencijacijom razvijaju posebne karakteristike i postaju specificne i modifikovane za
pojedine organe. Embrionalne EC pokazuju veliku heterogenost unutar istog organa, kao i
izmedu razli¢itih organa. Diferencijaciju EC regulidu razligiti faktori: okolna mikrosredina,
interakcija sa okruzujuéim éelijama, uticaj lokalno sekretovanih citokina i faktora rasta. Cak i
odrasle EC zadrzavaju izuzetnu plasti¢nost i moguénost reprogramiranja, kao odgovor na IL-
1, TNF, VEGF i FGF. Posto endotelne ¢elije imaju mnoge bitne uloge u brojnim fizioloskim i
patoloSkim procesima, endotelna disfunkcija dovodi do vaskularnih bolesti i moze

promovisati razvoj hroni¢nih inflamatornih stanja, kao Sto je ateroskleroza.
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Poznato je oko 70 razli¢itih endotelnih molekula - receptora koji se danas koriste za
imunohistohemijsko markiranje krvnih sudova (82). Naj¢es¢e su pominju i koriste CD31 -
molekul koji je zaduZzen za adheziju trombocita na EC, CD34 - molekul glikoprotein, nalik
sijalomucinu koji se nalazi na povriini EC. Tre¢i je von Willebrandov faktor, takode poznat
kao faktor FVIII.

Objavljeno je nekoliko studija koje daju uporedni nalaz distribucije ovih markera
endotelnih éelija (EC) u razli¢itim vaskularnim koritima u zdravim humanim tkivima (83).

Pracena je imunohistohemijska ekspresija CD31, CD34 i von Willebrand faktor
(VWF) u razli¢itim organima. U bubregu, fenestirani endotel glomerula snazno eksprimira
CD31 i CD34, a VWF je bio samo fokalno pozitivan ili potpuno negativan. EC alveolarnih
kapilara pluca su snazno bojene sa CD31 i CD34, ali su obi¢no bile negativne na bojenje za
vWEF. Intenzitet bojenja za VWF se postepeno povecavao sa kalibrom KS u plué¢ima.
Sinusoidi slezine i jetre bili su difuzno pozitivni za CD31. Sinusoidi u slezini su bili negativni
na CD34, a CD34 je bio eksprimiran u periportalnoj oblasti jetre (83).

Ekspresija EC markera CD31, CD34 i VWF u vaskularnom koritu je heterogena, pri
¢emu je specifi¢an obrazac njihove distribucije za pojedine tipove KS i razli¢ite anatomske
delove istog organa.

CD31, ¢lan superfamilije imunoglobulina, transmembranski glikoprotein molekulske
mase 130-kDa, joS je poznat pod nazivom PECAM-1 (platelet endothelial cell adhesion
molecule 1). Osim na povrsini EC, nalazi se takode i na povrsini trombocita, monocita (T-Ly,
B-Ly, NK ¢elije), plazmocita, makrofaga, megakariocita i neutrofila, a ¢ini i jedan deo
endotelnih medudelijskih veza. Igra glavnu ulogu u adhezionoj kaskadi izmedu EC i
zapaljenskih ¢elija tokom inflamacije, pri ¢emu olak$ava migraciju leukocita. Od nedavno se
pominje i njegova uloga u angiogenezi. To je jedan od najboljih markera za benigne i
maligne vaskularne tumore (84).

CD34 (110-kDa) je transmembranski glikoprotein, sijalomucin, koji se moze na¢i na
EC, leukemijskim ¢elijama, mati¢nim - stem ¢éelijama. Pored toga, lokalizovan je na ¢elijama
marginalne zone slezine, dendritiénim intersticijskim ¢elijama u okolini krvnih sudova,
nerava, dla¢nog folikula, misi¢nih snopova i znojnih zlezda, u razli¢itim tkivima i organima.
Njegova uloga i dalje nije sasvim jasna. Koristi se za dijagnozu i subklasifikaciju leukemije i
za dijagnozu vaskularnih tumora. Antitela na CD34 takode snazno boje gastrointestinalne
stromalne tumore, a ovaj antigen se takode uvek nalazi u solitarnim fibroznim tumorima kao

Sto je dermatofibrosarcoma protuberans (85), (86).
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VWEF (antigen koji je vezan za faktor VIII) je glikoprotein koji posreduje pri adheziji
trombocita za endotel, na mestima vaskularnog ostecenja, vezuje i stabilizuje faktor VIII iz
cirkulacije (87). Prisutan je u citoplazmi megakarakocita, uskladiSten u Weibel-Palade
telaicima (88). Obi¢no se koristi kao osnovni imunohistohemijski marker za EC.

Ovi markeri mapiraju KS domacina kao i tumora, ali ne uvek i ne u istoj meri.
Procena gustine tumorskih mikrosudova imunohistohemijski sa specifi¢cnim antitelima na
pomenute molekule CD31, CD34 i VWF nije uvek precizna, jer su ovi markeri normalno
prisutni u KS svih tkiva, a sa druge strane, oni nisu uvek pozitivni u svim vrstama tumora.
Nadalje, oni su nesto vise izrazeni u ve¢im KS nego u mikrosudovima.

Obzirom da su EC heterogene, markeri na receptore normalnih EC su oéigledno
neadekvatni i nekonzistentni za studije angiogeneze tumorskih tkiva. Rast tumora ukljucuje
ne samo povecanje broja krvnih sudova, ve¢ i niz promena proteinskih molekula, kao i
strukture endotelnih ¢elija.

Maligni tumori su heterogeni i sastoje se od razli¢itih subpopulacija karcinomskih
¢elija, koje imaju razliCite bioloske karakteristike, tako da se pojavljuje i heterogenost
ekspresije angiogenih molekula u njima. U nekim tumorima ekspresija receptora na EC nije
uvek izrazena, tako da se nekada mogu dobiti neobojeni KS, ukoliko se boje standardnim
IHH bojenjima na uobi¢ajene receptore / molekule na povriini EC.

Idealan marker neoangiogeneze bi trebalo da specificno pogada samo novonastale
KS u tumoru.

U poslednjih nekoliko godina, vizualizacija neovaskulature tumora je najbolje
uocljiva pomocu markera / antitela, koje mapira samo novonastale KS u tumoru, pri ¢emu
slabo boji okolne netumorske KS. To je moguce, uz prili¢no veliki uspeh uz pomo¢ molekula
/ receptora CD105 — koji zovu jos i Endoglin (89).

Poredec¢i endotelne markere koji se koriste za vizualizaciju KS dolazi se do zakljucka
da je njihova ekspresija razliita u normalnim tkivima, benignim tumorima i malignim
promenama. Na primer, molekul CD31 (PECAM-1) je eksprimiran jednako u KS normalne
sluznice, u adenomu kolona, karcinomu koji raste u adenomu, kao i u karcinomu kolona, u
skoro identi¢nom procentu U 0ko 80-95% svih krvnih sudova (90), bez statisticke znacajnosti
izmedu ekspresije u navedenim grupama.

Nasuprot njemu, KS u karcinomu kolona eksprimiraju CD105 u visokom procentu
(80%), dok KS sluznice i benignih promena eksprimiraju CD105 u <20%, i to u razli¢itim

procentima.
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Sli¢na situacija je sa VEGF receptorom, koji je eksprimiran u manje od 30% KS kod
adenoma i karcinoma.

Ovo upuéuje na zakljuak da novonastali KS kolorektalnih karcinoma i tumora
uopste, najvise eksprimiraju CD105 molekul na povriini EC, pri éemu je njegova ekspresija
na EC u KS okolnog normalnog tkiva slaba, $to se moze iskoristiti za procenu iskljuéivo
broja novonastalih KS u karcinomu (90).

Endoglin je membranski glikoprotein koji se nalazi lokalizovan na ¢elijskoj povrsini
i deo je TGF-B receptorskog kompleksa. Cini ga homodimer, mase 180-kDA, ¢ija su dva dela
povezani izmedu sebe sa disulfidnim vezama. Ima 658 aminokiselina, ¢iji raspored i sastav
kodira gen na 9. hromosomu (91). Graden je od dva dela od kojih je ekstracelularni deo veéi i
¢ini ga 561 aminokiselina, drugi deo je hidrofobni transmembranski domen, a u citoplazmi ga
¢ini manji deo koji je sastavljen od 45 aminokiselina (91). Ima klju¢nu ulogu u angiogenezi,
pa je zbog toga, vazan protein za tumorski rast, opstanak i metastaziranje karcinomskih celija.

Genetska ekspresija endoglina je obi¢no niska u endotelnim ¢elijama koje su u fazi
mirovanja. U stanjima kao $to su: tumori, psorijati¢no zapaljenje koze, vaskularne povrede i
period embriogeneze, endotelne ¢elije postaju aktivne i tada otpo¢ne neoangiogeneza.

Ekspresija molekula koji izazivaju i moduliraju angiogenezu je najintenzivnija u prve
4 nedelje od pocetka angiogeneze, nakon ¢ega opada ali perzistira joS neko vreme. Endoglin
je takode eksprimiran i U monocitima, aktiviranim makrofagima, glatkomisi¢énim ¢elijama
tela, a narocito glatkomisi¢nih ¢elija krvnih sudova, u bubrezima i u fibroznoj jetri (92).

Tokom angiogeneze endoglin igra vaznu ulogu u modulaciji signalnog puta preko
TGF beta receptora, uz koji stoji kao akcesorni receptor-modulator, pri ¢emu dovodi do
éelijske migracije, proliferacije EC, formiranja pupoljaka itd. U tumorima je njegova uloga
bitna jer uti¢e na rast KS tumora, a time i indirektno na rast samog tumora, pa i na pojavu
metastaza (93).

Ukoliko bude mogucée pogadati i delovati na ovaj molekul adekvatnom terapijom,
moglo bi do¢i do smanjivanja i zaustavljanja neoangiogeneze, a time i rasta tumora, kao i
njegovog metastatskog potencijala. Takode, uoceno je da se endoglin moze koristiti za
vizualizaciju tumora i njegova ekspresija za procenu prognoze prezivljavanja pacijenata (93).

Uloga endoglina kod karcinoma je ponekad i kontradiktorna. Endoglin je neophodan
za neoangiogenezu u tumorima, za rast i prezivljavanje tumora, ali u nekim slucajevima
smanjenje ekspresije endoglina nekih karcinoma je u korelaciji sa negativnim ishodom istih.

Na primer, kod karicnoma dojke potpuno smanjenje ili nedostatak ekspresije endoglina i
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povecanje njegovog rastvorljivog oblika u plazmi, koreliraju sa povec¢anim rizikom od
metastaziranja ¢elija ovog karcinoma (94).

TGF beta receptor koji ¢ini receptorski kompleks sa endoglinom, moze delovati kao
tumorski supresor, u premalignoj fazi nekih benignih tumora, tako Sto izaziva apoptozu i
inhibiSe rast tumora. Medutim, ukoliko ¢elije benignog tumora postanu maligne, i izgube
mehanizam inhibicije rasta, tada TGF beta uz pomo¢ endoglina pospeSuje angiogenezu,

izbegavanje imunoloskog sistema, olakSavajuci tumorogenezu (91).

1.3.7. TUMORSKA NEOANGIOGENEZA I NJEN ZNACAJ U PROGNOZI 1
TERAPIJI MALIGNITETA

Povecana sposobnost za angiogenezu se pojavljuje mnogo pre nego $to se pojave prvi
morfoloski znaci neoplasticne transformacije. U stvari, hiperplastiéne promene dojke se
ponaSaju sli¢no tumorima, jer pokazuju jako izrazenu angiogenu aktivnost, mnogo pre nego
Sto dode do pojave jasnih morfoloskih znakova maligniteta. Preneoplasticne promene
sluznice mokraéne beSike takode pokazuju visoku sposobnost indukcije angiogeneze,
nasuprot benignim promenama, koje imaju slabo izrazenu ili nemaju uopSte angiogenezu
(95).

U skorijim radovima na ovu temu je nadeno da je povecana gustina malih krvnih
sudova, u zonama sa najintenzivnijom neovaskularizacijom, znaCajan 1 nezavistan
prognosticki indikator kod ranih karcinoma dojke (96).

Sli¢ne studije su radene i na drugim karcinomima, koje su pokazale da je izraZzena
neoangiogeneza koristan prognosticki faktor i kod karcinoma prostate, zeluca, debelog creva,
ovarijalnog karcinoma, melanoma i sl. (97), (98), (99), (100), (101).

Sistemska hemoterapija dovodi do usporenog zarastanja rana, koje moze biti
uzrokovano i supresijom imunog odgovora, koji takode utice i na angiogenezu, pa dolazi do
usporenog zarastanja rana. Nije jasno u kojoj meri je ovaj proces moduliran supresijom
imuniteta i u kojoj dovodi do direktne inhibicije angiogeneze (102), (103), (104).

Povecavanje vaskularizacije angiogenezom, povecava verovatnocu da ¢e tumorske
¢elije uci u cirkulaciju i izazvati pojavu udaljenih metastaza. Imunohistohemijsko bojenje sa
antitelima na faktor VIII, protein koji je eksprimiran samo na povrsini endotelnih celija, kod
karcinoma dojke, je omogucilo Weidner-u i njegovim saradnicima da procene broj malih KS

u tumoru. Oni su pregledom ise¢aka karcinoma dojke, trazili mesta sa najve¢om gustinom
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kapilara (“hot spots”), nakon Cega su uocili da poveCan broj kapilara korelira sa
pojavljivanjem udaljenih metastaza i da je u tom slucaju takode skraceno prezivljavanje
(105).

Neovaskularizacija bi se mogla adekvatno iskoristiti za terapiju malignih tumora.
Ocigledno je da ¢e maligni tumori moéi da rastu samo ako im sinhrono raste broj i duzina
krvnih sudova. Ukoliko bi se lekovima ili imunoloskim putem mogao usporiti rast tumorskih
kapilara, tada bi moglo do¢i do usporavanja rasta i eventualne regresije tumora. Navedeno je
da su novi klonovi tumorskih ¢elija karcinoma debelog creva izmenjene strukture povr$nih
receptora tumorskih ¢elija, ali i endotelnih celija. Moglo bi se do¢i do reSenja Kkoji su
receptori karakteristi¢ni samo za tumorske celije, kako bi se lekovima ili imunoloski ciljano
delovalo samo na kapilare malignih tumora.

U samom tumoru ¢elije koje se nalaze u centru se mogu podeliti u tri grupe:

1) Nekroti¢ni centar tumora, sa devitalizovanim ¢elijama;

2) Oko njih se nalaze mirne, zive ali iscrpljene Celije;

3) Oko drugog sloja se nalazi treci, tanak sloj proliferisucih ¢elija (106).

Postojanje drugog mirnog / umrtvljenog sloja ¢elija predstavlja problem za terapijsko
delovanje lekovima, kao $to je hemoterapija, posto su ove ¢elije inertne i usporene. Difuzijom
ne primaju dovoljno kiseonika i hranljivih materija, a time ni leka.

Nakon intravenske administracije, lek moze eradicirati proliferisuci sloj celija, ali
teSko moze unistiti ¢elije koje se nalaze ispod toga sloja, gde se ustvari nalaze umrtvljene
¢elije, koje ionako imaju jako usporen metabolizam, tako da se obi¢no desava da se nakon
unistenja proliferisuceg sloja, jedan broj ¢elija iz umrtvljenog sloja oporavi i ponovo obnovi
proliferiSudi sloj ¢elija. Na taj nacin nastaju recidivi u nekadasnjoj zoni tumora.

U ovom slucaju, ciljana terapija na krvne sudove tumora, nakon operacije ili nakon
hemoterapije, bi redukcijom protoka krvi kroz zaostale KS mogla dovesti do smanjenja rizika
od pojave recidiva.

VEGF porodica molekula (A, B, C, D) je jedna od najvaznijih za aktivaciju
angiogeneze. Ove molekule imaju proliferativni uticaj na ciljne EC, pri ¢emu smanjuju nivo
njihove apoptoze (107). Osim toga, VEGF molekule znac¢ajno povecavaju permeabilnost KS,
Sto je bitno za ekstravazaciju i migraciju razli¢itih ¢elija u ECM ili ulazak u cirkulaciju,
zavisno od potrebe.

Vecina karicnoma ima visok nivo ekpresije VEGF molekula (108). U 17 radova je

potvrdeno da je visok nivo ekspresije ovih molekula, povezano sa losijim prezivljavanjem
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pacijenata sa kolorektalnim karcinomom (KRK) (109). Sli¢no je nadeno i u nesitnocelijskim
karcinomima plu¢a (NSCLC) (110), i karcinomima bubrega (111).

Bevacizumab je monoklonalno antitelo na VEGF receptor, dok su Sorafenib i
Sunitinib inhibitori tyrosine kinase receptor-a (TKRs). U uznapredovalim sluc¢ajevima KRK
Bevacizumab je prili¢no delotvoran, narocito kada se koristi u kombinaciji sa hemoterapijom
(112), Sorafenib je potvrden kao efektan u eksperimentalnim uslovima, a Sunitinib u lecenju
metastatskih karcinoma bubreznih ¢elija (RCC). Ohrabrujuée rezultate daje Bevacizumab u
tretmanu pacijenata sa metastaskim KRK, karcinomom bubreznih ¢elija, karcinomom dojke i
nesitnocelijskim karcinomom plué¢a (NSCLC).

Ukoliko se ovi lekovi (antitela) primene na kulture tumorskih ¢elija, ne dolazi do
supresije rasta tumorskih celija, pa se smatra da ovi lekovi deluju tako Sto inhibiSu
angiogenezu, tako $to ciljano deluju na KS tumora, pri ¢emu dovode do apoptoze EC, a
posledi¢no i do inhibicije neovaskularizacije.

Medutim, pocetni entuzijazam koji je izazvala ova terapija na anti-VGEF signalni put,
je postepeno opadao, jer naknadna probna klini¢ka istrazivanja nisu potvrdivala ovakve
rezultate. Pojavilo se nekoliko problema koje je trebalo reSiti: tokom tretmana pacijenti su
postajali rezistentni na antiangiogene lekove koji su prilicno skupi i imaju toksi¢na nus-
dejstva (113).
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2. PREGLED LITERATURE

2.1. ISTORIJSKI PREGLED LITERATURE O TUMORSKOM PUPLJENJU

Tumorski “budding” je aktuelan indeks koji u poslednje vreme sve vise dobija na
prakti¢nom znac¢aju. Postoji veliki broj radova koji se baziraju na ovoj tematici a veéina ih je
radena u poslednjoj dekadi. Mnogi patolozi ulazu velike napore da bi standardizovali
“budding” promene kako bi na neki nacin uvrstili tumorsko pupljenje u klasifikaciju,
“grading” i “staging” kolorektalnih karcinoma.

Fokusiranje na histoloske karakteristike invazivne linije karcinoma zapoceto je davno.

Broders je joS davne 1920. godine (8) konstatovao nediferentovane karcinomske
¢elije u invazivnom regionu na usni. Nakon $to je ove ¢elije, na osnovu njihovog izgleda i
rasporeda, podelio u Cetiri stepena, opisao je korelaciju njihovog stepena dediferencijacije i
prezivljavanja.

Dukes je 1932. godine (114) uocio izmenjene morfoloSke karakteristike duz
prednjacece ivice kod rektalnih karcinoma, medutim predlozio je da se ove karakteristike
ignorisu prilikom procene tumorskog gradusa.

Sa druge strane Grinell, 1939. godine (115) prezentuje osam kriterijuma za opis
tumorskog nacina rasta, ¢elijske morfologije i reakcije strome. U okviru opisa manira rasta on
ukazuje na duboku infiltrisucu ivicu karcinoma koja je ¢esto dediferentovana. On konstatuje
da je petogodisnje prezivljavanje bolje kod pacijenata koji imaju tubularnu strukturu zlezda,
dok nepravilne, male i uvijene zlezde ili njihovo odsustvo ukazuju na loSiju prognozu.

1949. godine Imai i sar. (12) su predlozili takozvanu CPL klasifikaciju. Ispitivali su
dezmoplaziju u tumoru (C-“cirrhosis”), pupljenje (P-“progresive sprouting”), i limfaticku ili
angioinvaziju (L-“lymphatic invasion”). Svaki od navedenih parametara podelili su na cetiri
stepena (O, I, Il i 1I1). Ustanovili su da svaki od navedenih pokazatelja ukazuje na ubrzanu
pojavu recidiva nakon hirurSke intervencije. Treba napomenuti da se takozvano “progresivno
puljenje” (“progresive sprouting”) odnosilo na intersticijalnu disocijaciju karcinomskih
Zlezda u sitnije elemente na invazivnoj liniji.

Kod pacijenata sa visokim “progresivnim pupljenjem”, period do pojave recidiva je
kratak, Sto opisuje Akazaki (1953), Otha i sar. (1957), Enjoji i sar. (1958) i Majima i sar.
(1967).
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Japanski patolog Imai predlozio je 1954. godine Kklasifikaciju karcinoma jezika,
larinksa, cerviksa, dojke i Zeluca, baziranu na tipu nac¢ina rasta na invazivnoj margini tumora.
On je ukazao da postoje sledeci tipovi rasta na invazivnoj ivici: 1) bez pupljenja (normalne
Zlezde), 2) sa pupljenjem (nepravilne trake i grupice ¢elija) i 3) sa limfaticnom (povremeno
sa vaskularnom) invazijom (12).

Mada je 1920. godine prvi put pomenuta moguca povezanost izmedu karakteristika
invazivne linije karcinoma i malignih karakteristika tumora sve do 1980-ih godina nije bilo
daljih istrazivanja.

Gabbert (13) je 1985. godine pazljivo ispitivao uticaj 1,2-dimethyl-hydrazin-a na
nastanak karcinoma creva kod pacova, pri ¢emu je primetio da je prvi i klju¢ni korak u
nastanku tumorske invazije, dediferencijacije i disocijacije vidljiv upravo na invazivnoj liniji
tumorskog fronta. Takode je uocio da je invazija potpomognuta intersticijalnim edemom
okolnog zdravog tkiva domacina, na periferiji tumora, koji otvara i Siri meducelijski prostor,
olaksavajuci propagaciju karcinomskih ¢elija.

1986. godine Carr i sar. (116) su elektronskim mikroskopom identifikovali
pojedinac¢ne celije ili male grupice celija, izvan invazivne margine, koje su imale
ultrastrukturne karakteristike ¢elija koje se aktivno krecu. Pretpostavili su da je ovaj fenomen
u uskoj povezanosti sa tumorskim pupljenjem.

U 1987. godini Jass i sar. (9) su predlozili sistem tumorskog gradiranja, baziran na
osnovu karakteristika prednjacec¢e tumorske margine (“obrazac rasta”). Na osnovu toga
karcinomi su podeljeni na ekspanzivni i infiltrativni tip. Utvrdeno je da je iregularna
inifltriSuca ivica nezavisan faktor loSe prognoze kod karcinoma debelog creva.

Hayashida (39) 1987. godine ispitujuci tumorsko pupljenje dolazi do zakljucka da je
tumorsko pupljenje korisna alatka za procenu limfati¢ne angioinvazije koju je nekada teSko
proceniti.

Termin “tumor budding” prvi put je upotrebio Morodomi, 1989. godine. On tumorsko
pupljenje opisuje kao prisustvo izolovane pojedinacne nediferentovane karcinomske éelije ili
grupice od pet ili vise ¢elija koje formiraju mikrotubularnu karcinomsku Zlezdu, zarobljenu u
stromi ispred invazivne linije karcinomskog fronta. Posle je tumorsko pupljenje redefinisano
kao prisustvo jedne karcinomske celije ili grupe do pet Celija koje formiraju trabekularnu ili
mikrotubularnu strukturu na invazivnoj margini karcinomskog fronta (15), nakon ¢ega ova
definicija postaje Cesto koristena u izvjeStajima iz Japana i zapadnih zemalja (7), (16), (17),
(24), (117).
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Sa druge strane, Morodomi i sar. (15) 1989. godine u seriji istrazivanja mehanizama
nastanka karcinoma debelog creva uocavaju da tumorsko pupljenje konstantno prethodi
invaziji limfatika, spekuliSu¢i da je pupljenje uvod u invaziju limfatika. Na taj nacin,
tumorsko pupljenje bi moglo predstavljati jednu fazu karcinomske infiltracije, koju je
mogucée detektovati u ranoj fazi razvoja karcinoma, na plocici obojenoj rutinskim H-E
bojenjem. U radu Morodomija i sar. (1989), od 112 uzoraka uzetih preoperativnom
biopsijom, visok gradus tumorskog pupljenja je naden u 52 (46%) biopsije, od kojih je u 42
sluc¢aja (79%) bilo metastaza u limfnim nodusima. Na osnovu toga, oni medu prvima
podvlace da tumorski “budding” predstavlja faktor rizika za pojavu limfonodalnih metastaza.

Coverizza i sar. (1989.) (29), nalaze da su adenokarcinomi srednjeg stepena
diferencijacije, koji u sebi sadrze fokuse slabije diferencijacije ili zone nediferentovanog
izgleda, pod visokim rizikom za nastanak metastaza u limfnim ¢vorovima. Pretpostavlja se da
je jedan deo ovog nalaza bio u sklopu tumorskog “budding”-a.

Gabbert je 1992. godine (118) predlozio termin disocijacija tumorskih ¢elija (“tumor
cell disotiation - TCD”), za pupljenje na invazivnoj liniji karcinoma zeluca.

1993. godine Araki i sar. (40) pronalaze izrazeno tumorsko pupljenje kod pacijenata
sa limfonodalnim metastazama.

Iste godine, Hase i sar. (119), prvi klasifikuju tumorsko pupljenje u dve grupe:

e BD1 grupa - bez tumorskog pupljenja, do pupljenja umerenog stepena,
e BD2 grupa - pupljenje teSkog stepena.

Uocili su da je grupa sa teSkim pupljenjem imala recidiv tumora u vise od 2/3
slucajeva a petogodiSnje prezivljavanje bilo je mnogo manje. Oni ukazuju da prisustvo veceg
broja tumorskih pupoljaka ukazuje na zustru bioloSku aktivnost karcinoma. U ovom radu,
pokuSano je po prvi put da se kombinuju intenzitet tumorskog pupljenja i tumorskog
stadijuma (po Dukes-u). Utvrdeno je da su pacijenti sa BD2 i B stadijumom imali loSije
petogodisnje prezivljavanje, nego oni sa BD1 i C stadijumom po Dukes-u. Pacijenti sa BD1
imali su istovetno petogodisnje prezivljavanje sa B i sa C stadijumom po Dukes-u. Na osnovu
toga, zakljucili su da tumorsko pupljenje preciznije odreduje prognozu petogodiSnjeg
prezivljavanja, nego odredivanje stadijuma tumora po Dukes-u, ili moze doprineti boljoj
proceni moguéeg ponasanja tumora u buduénosti. Zbog toga, pacijenti sa prisutnim
tumorskim pupljenjem, uprkos njihovom stadijumu po Dukes-u, mogu imati koristi od
precizne evaluacije tumorskog pupljenja radi primene adjuvantne hemoterapije.

Kobayashi je 1994. godine ukazao da je definicija tumorskog pupljenja nejasna.
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Hase (26) i Goldstein (27) su 1995. i 1999. godine ispitivali upotrebnu vrednost
karcinomskog pupljenja kod ranih invazivnih karcinoma (T1 do T2), gde pokuSavaju da
odrede njegovu prognostiCku Vvrednost i moguc¢nost upotrebe u odredivanju adekvatne
terapije.

Autor Ono, 1996. godine, i Kaihara, 2003. godine, koriste termin dediferencijacija za
tumorski “budding” (120), (121).

Ito 1998. godine koristi tumorski “budding” kao prognosticki faktor kod rektalnih
karcinoma donje regije rektuma, i ukazuje na povezanost sa nastankom limfonodalnih
metastaza.

Nabeshima i sar. 1999. godine (14), nakon ispitivanja motiliteta i invazivnosti
tumorskih ¢elija in vitro, objaSnjavaju da je tumorsko pupljenje oblik invazije i migracije
karcinomskih éelija.

Iste godine, Goldstein i sar. (27) ispituju udruzenost pojave metastaza u limfnim
nodusima i “mikroacinarnog budding”- a kod superficijalnih T1 i T2 karcinoma debelog
creva. U tom istrazivanju dolaze do zakljucka da postoji znacajna korelacija izmedu
tumorskog pupljenja i limfonodalnih metastaza.

Od 2000. godine Masaki i sar. (18), (20), (30), (122), (123), (124) u nekoliko radova
su dokazali da je tumorsko pupljenje u jakoj korelaciji sa nastankom metastaza u limfnim
¢vorovima a takode i sa lokalnim recidivom. Oni zakljuuju da tumorsko pupljenje ta¢nije
predvida nastanak metastaza u limfnim ¢vorovima nego tri histoloska kriterijuma: masivna
submukozna invazija, vaskularna invazija i loSa histoloska diferentovanost tumora.

Kirchner 2001. godine (125) ispituje znacaj dediferencijacije kod karcinoma zeluca a
Masaki (124) ukazuje na klinicki znacaj korelacije izmedu pupljenja i MMP-7 ekspresije kod
ranih karcinoma kolona.

Ueno i sar. (126) 2002. godine ispituju duzinu prezivljavanja pacijenata nakon
terapijske resekcije debelog creva i odstranjenja kolorektalnih metastaza u jetri, pri ¢emu
zakljucuju da je tumorsko pupljenje, uz zahvaéenost limfnih ¢vorova, jasan prediktor loSije
prognoze.

Okuyama i sar. (6) 2002. godine dolaze do zakljucka da kombinacija limfovaskularne
invazije i tumorskog pupljenja predvida limfonodalne metastaze kod T1 i T2 karcinoma
preciznije nego sama invazija limfatika.

Ueno i sar. 2002. godine (7) su uvideli da karakteristican nacin invazije predstavlja

senzitivan marker koji doprinosi Jass-ovoj Klasifikaciji kolorektalnih karcinoma. Zbog toga
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oni predlazu novi sistem stepenovanja (“grading”-a) tumorskog pupljenja. Prva grupa je
pupljenje niskog intenziteta (“low grade”) koja je definisana kao prisustvo 0-9 (<10)
karcinomskih ¢elija na vidnom polju sa x200 uveéanjem, dok je druga grupa bila pupljenje
visokog intenziteta (“high grade”) sa deset i vise ¢elija (>10) na istom vidnom polju. U istom
istrazivanju navode da je na osnovu multivarijantne analize tumorsko pupljenje znacajno kao
pojedina¢na varijabla, kao Sto su i zahvacenost limfnih ¢vorova, invazija limfatika i loSa
diferentovanost tumora. Ovim radom, tumorsko pupljenje se pokazuje kao dobar indeks
utvrdivanja agresivnosti karcinoma a jednostavan je za ponovno izvodenje.

Tanaka i sar. 2003. godine (117) ustanovili su da prisustvo umerenog ili teSkog
“budding”-a (Hase-ova klasifikacija), ukazuju na visok rizik od nastanka metastaza u jetri,
lokalnog i peritonealnog recidiva, kao i nizak kumulativni nivo petogodisnjeg prezivljavanja.

Brabletz 2003. godine (28) ukazuje na korelaciju izmedu tumorskog pupljenja i
ekspresije R-catenina. On dolazi do zakljucka da se u toku maligne progresije tumora
nakupljaju genetska oSte¢enja u onkogenima i tumor supresor genima. Tako, APC mutacija
dovodi do nestabilnosti 3-catenina na membrani, koji se umnozava a sa izmenom tumorskog
okruzenja pocinje da se u velikoj koli¢ini nakuplja u jedru. Taj dogadaj je izrazito povezan sa
nastankom tumorskog pupljenja i dediferencijacijom, dovodeé¢i do migracije i diseminacije
izolovanih karcinomskih ¢elija.

Okuyama i sar. (127) tvrde da je tumorsko pupljenje znacajan prognosticki faktor u
stadijumu 1l i 11 karcinoma kolona nakon hirurske resekcije. Tumori kod kojih je nadeno
pupljenje imali su znacajno vecu incidencu metastaza u jetri i/ili plu¢ima i loSiji
postoperativni nivo preZzivljavanja, nego oni bez tumorskog pupljenja. Nadeno je ¢ak da su
pacijenti u stadijumu 11 sa pozitivnim pupljenjem imali loSiju prognozu od onih u stadijumu
I, bez tumorskog pupljenja. Na osnovu multivarijantne analize nasli su da je tumorsko
pupljenje najznacajniji prognosticki kofaktor postoperativnog prezivljavanja karcinoma
kolona u stadijumu I1i I11.

2005. godine, Park K, Choi H i sar. (5) su dokazali da je intenzitet tumorskog
“budding”- a na invazivnoj margini znacajan patoloski indeks koji ukazuje na visoki maligni
potencijal karcinoma kolona. Razlike u intenzitetu medu klinicko patoloskim parametrima su
uporedene sa ponovnim pojavljivanjem tumora i vremenom prezivljavanja.

Park Y, Choe G i sar. 2005. godine dokazuju da izolovane tumorske celije u limfnim
¢vorovima vode poreklo od nediferentovanih karcinomskih ¢elija ili malih grupica (budding)

na invazivnom frontu rasta tumora. Tako, tumorsko pupljenje moze biti upotrebljeno kao
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indikator za pojavu izolovanih tumorskih ¢elija u limfnim ¢vorovima kod karcinoma kolona
bez limfnih metastaza (5).

Masaki T, Matsuoka H i sar. (128) 2006. godine isti¢u da je tretman T1 kolorektalnih
karcinoma, bilo lokalnom ekscizijom, ukljucuju¢i endoskopsku polipektomiju ili radikalnu
hirurgiju, uvek problematican u savremenoj praksi. Mada su prethodne studije otkrile da
tumorski “budding” na invazivnoj liniji moze biti marker za maligni potencijal T1
kolorektalnih karcinoma, evaluacija tumorskog “buddinga” joS nije standardizovana. U ovoj
studiji je pokusano da se primeni broj tumorskih pupoljaka za individualizaciju tretmana T1
kolorektalnog karcinoma.

Shinto E, Jass J. i sar. (129) 2006. godine su uocili da u kolorektalnom karcinomu
prisustvo citoplazmatskih podija, identifikovanih imuno-bojenjem na citokeratin, oko fokusa
tumorskog “buddinga”, moze biti morfoloski marker za aktivan “budding” fenotip koji je
udruzen sa pokretljivoséu celija. U ovoj studiji istrazili su prognosticki znacaj
citoplazmatskih podija pri ¢emu je dokazano da podije povecavaju stepen metastaziranja i
smanjuju duZzinu prezivljavanja. Takode, dokazuju da se citoplazmatske podije u odnosu na
“budding” mogu posmatrati kao nezavisan prognosticki faktor.

Choi H., Park K. i sar., takode ukazuju da je tumorski “budding” duz invazivne linije
tumora udruzen sa malignijim bioloskim ponaSanjem karcinoma debelog creva. U ovoj studiji
oni tvrde da je kvantitativna procena tumorskog buddinga pouzdana biolosko-prognosticka
varijabla u identifikaciji visokog malignog potencijala ovih tumora. Po njima, visok intenzitet
“budding” promena daje precizniju prognosticku stratifikaciju petogodi$njeg prezivljavanja
nego Il stadijum (N1,0 ; N2,1) karcinoma prema ,,The American Joint Committee on Cancer
nodal staging” (130).

Kazama S, Watanabe T i sar. (131) 2006. g., imunohistohemijski detektuju tumorski
“budding” upotrebom CAM 5.2. Nadeno je da je sam “budding” senzitivniji od invazije
limfatika tumorskim ¢elijama u predvidanju metastaza u limfnim ¢vorovima. Dalje, ova dva
faktora rizika zajedno su superiorniji u odnosu na samu invaziju limfatika.

Nakamura i sar. u svome radu iz 2008.g. tvrde da je tumorsko pupljenje koristan
parametar za precizniju procenu pacijenata koji su u Stadijumu II KRK koji imaju povecan
rizik od recidiva bolesti nakon terapijske hirurske intervencije (132).

U svom radu Suzuki A i Togashi K. (133) 2009. g., navode da je invazija venskih KS,
koji su bojeni sa elastica Van Guison (EVG), kod T1 KRK, jasan prediktor za nastanak

udaljenih ali i lokalnih LN metastaza. Takode isticu da je tumorsko pupljenje jasan prediktor
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za nastanak metastaza u regionalnim LC, i da je dovoljno precizan za procenu, ¢ak i bez
bojenja na citokeratin (CAM-5.2).

Karamitopoulou E., Zlobec I. i sar. (134), 2012. g., u svome radu predlazu da se
tumorsko pupljenje uvede u prognosticki skor histoloskih karakteristika KRK, kao Sto je to
slucaj sa BRE skorom karcinoma dojke i Gleason skora kod karcinoma prostate. Oni su u
ponovljenim analizama dobili veliku podudarnost nalaza tumorskog pupljenja medu
razli¢itim posmatra¢ima, gde su utvrdili da je tumorsko pupljenje sa visokom statistiCkom
znacajno$¢u povezano sa ViSim tumorskim histoloskim gradusom, viSim TNM gradusom,
vaskularnom invazijom i smanjenim prezivljavanjem, a navode i njegov nezavistan
prognosticki znacaj.

U svom istrazivanju i analizi nekoliko vaznijih radova o tumorskom pupljenju,
Mitrovi¢ B., Schaeffer D. i sar. 2012. g., (135) upuéuju na veliki prognosti¢ki znacaj
tumorskog pupljenja, koji bi mogao pomo¢i preciznijoj stratifikaciji pacijenata u bolje
definisane grupe rizika, nego Sto bi to moglo da se uradi samo sa TNM Klasifikacijom.
Takode, Sto je jo§ vaznije, ukazuju na potencijal tumorskog pupljenja kao vodica za
donoSenje prave odluke o terapiji.

Hor¢i¢ i sar, 2012.g. tvrde da je metoda brojanja tumorskih pupoljaka na 10 vidnih
polja sa najve¢om gustinom tumorskih pupoljaka metod koji obecava, i da moze pomo¢i u
stratifikaciji pacijenata sa visokim rizikom a koji imaju KRK u Il stadijumu. Ova metoda po
njima je vioko reproducibilna i ima snaznu prediktivnu vrednost za procenu nezeljenih ishoda
ovih pacijenata (136).

Jiang B. i Mason J. (137) 2013. g., navode da se pojedina¢ne ¢elije KRK mogu naéi u
30% slucajeva, u preifernoj cirkulaciji pacijenata sa KRK bez udaljenih metastaza. Oni tvrde
da limfociti koji se nakupljaju oko tumora vrse delimi¢nu razgradnju kapsule tumora, i
olaksavaju detacment tumorskih ¢elija, tako Sto se vezuju za membranu celija KRK, praveci
sa njima tumor-limfocitne himere (tumor-lymphocyte chimeras TLCs), koje favorizuju
inicijalnu invaziju i metastaziranje. Tako nastaju tumorski pupoljci u submukozi koji
funkcionisu kao seme za metastaziranje. Ove tumorske celije ulaze u cirkulaciju kroz
novonastale krvne sudove ¢iji nastanak indukuju sami tumorski pupoljci.

Koelzer V., Ylobec I. i saradnici (138) 2014. g., tvrde da je tumorsko pupljenje vredan
prognosticki faktor, ali je njegovo uvodenje u svakodnevnu patohistolosku praksu otezano i
usporeno zbog nepostojanja usaglasenosti oko preciznog metoda procene. Oni su uradili

studiju u kojoj je bilo ukljuceno Sest razli¢itih renomiranih ustanova, pri ¢emu su tumorsko
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pupljenje procenjivali na HE preparatima, kao i na preparatima objenim pancitokeratinom,
prebrojavajuéi 10 polja ili jedno polje na velikom uvecanju (HPF) sa najve¢om gustinom
tumorskih pupoljaka (“Hotspot”). Nivo podudaranja broja tumorskih pupoljaka je bio veoma
visok kod bojenja citokeratinom i osrednji kod bojenja po HE metodi.

Isti autori (139) 2015. g. navode da bi tumorsko pupljenje trebalo da se uvede u
svakodnevnu praksu, zbog svog veoma korisnog prognosti¢kog znacaja, kao i zbog moguceg
uticaja na izbor personalizovane neoadjuvantne terapije kod pacijenata sa “High grade”
tumorskim pupljenjem.

U svome radu iz 2015.g. Graham i sar. su ispitujuéi seriju od 553 KRK dosli do
zakljucka da je “High grade” tumorsko pupljenje (=10 tumorskih pupoljaka na vidnom polju
uveéanja x20) nadeno u 32% slucajeva. Visok stepen tumorskog pupljenja je udruzen sa
uznapredovalim stadijumom tumora, mikrosatelitskom nestabilno$¢u, KRAS mutacijom, a
multivarijantna analiza upucuje da je rizik od smrti kod KRK sa visokim stepenom
tumorskog pupljenja vide od 2 puta veca kod ovakvih pacijenata (140).

Salhia B. i saradnici, 2015. g. navode u svom radu (141) da se visok stepen tumorskog
pupljenja moze iskoristiti kao prediktivni marker koji je vrlo ¢esto udruzen sa metastazama u
regionalnim LN kao i recidivima kod karcinoma dojke, u hirurSki odstranjenim uzorcima.
Dok je kod iglenih biopsija (Core Biopsies - CB) tumorsko pupljenje znac¢ajno udruzeno sa
ivazijom venskih KS. Na taj nacin patolozi mogu podeliti karcinome dojke na one sa visokim
i niskim rizikom od metastaziranja i recidiva, na osnovu jednostavnog odredivanja tumorskog
pupljenja tokom rutinske dijagnostike, §to moze pomoci donosenju odluke o Sto adekvatnijoj
terapiji.

Okamura T. i Shimada Y. 2016. (142), navode da je tumorsko pupljenje potvrdeni
faktor rizika za nastanak metastaza kod T1 KRK. U svome ispitivanju su dosli do zakljucka
da su metoda procene tumorskog pupljenja putem IHH bojenja citokertinom i pomocu HE
bojenja jednako pouzdane.

Okamura i sar, 2016.9. tvrde da detekcija tumorskih pupoljaka sa CAM5.2 IHH
bojenjem nije superiornije u odnosu na HE bojenje, za predikciju metastaza u limfnim
nodusima kod pT1 karcinoma debelog creva (142).

U svome radu iz 2016.g. De Smedt i saradnici nalaze da je tumorsko pupljenje
prisutno u 20-40% slucajeva karcinoma debelog creva i da je povezano sa limfovaskularnom
invazijom, metastazama u limfnim ¢vorovima, udaljenim metastazama, kao i loSom

prognozom. Tvrde da su ve¢ postojeci “scoring” sistemi bodovanja za ovakve pacijente nisu
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dovoljni i da do sada nije postignut zlatni standard, sprec¢avajuc¢i primenu ovog metoda u

vodi¢ima za patoloski pregled kolorektalnog karcinoma (143).

2.2. ISTORIJSKI PREGLED LITERATURE O NEOANGIOGENEZI

Termin angiogeneza je prvi put upotrebljen 1794. godine, od strane britanskog
hirurga Jonh Hunter-a, koji se bavio ispitivanjem koagulacije, zapaljenja i zarastanja rana. On
je primetio da se novi rast krvnih sudova pojavljuje kod jelena, na rogovima posle
dugotrajnog izlaganju hladno¢i, pri ¢emu navodi da se ne radi o elongaciji ve¢ postojeéih KS,
ve¢ o formiranju novih (144).

1852. g. Meyer opisuje nastanak novih KS iz ve¢ postojecih, tako Sto se prvo
pojavljuju tanke trake vretenastih ¢elija, koje kasnije obrazuju Supljinu u centru, nazivajuci ih
kapilarnim pupoljcima.

U 1901. g. Landerer tvrdi da se pupoljci KS pojavljuju iz mehanickih razloga, na
strani vaskularnog korita koja ima najmanji otpor ili pritisak.

1918. g. Clark je posmatrao kapilarno pupljenje u repu punoglavca, i uocio je da se
ono pojavljuje u kapilarima koji imaju veliki protok, dok kapilari sa usporenim tokom krvi
postepeno regresiraju.

U radovima koji su sledili zapaZeno je da, ukoliko se pravilno kultivisu, EC razvijaju
meducelijske veze sa sposobno$éu selektivne permeabilnosti, sli¢no normalnim EC u KS
(144), (145).

Da bi se dalje razvijala saznanja o EC i KS uopéte, bilo je potrebno da se ona nekako
kultiviSe i odrzava u nekom medijumu. U pocetku su za te svrhe koriSteni obraz hrcka,
komora ze€ijeg uva, ledna vazduSna kesa, horio-alantoisna membrana pileta (embryo
chorioallantoic membrane-CAM), duzica i avaskularna kornea oka pacova.

Napravljeno je i par veitackih modela koji su omoguéavali razmnozavanje EC kao
§to su: poliesterski sunderi, diskovi od polivinil alkoholne pene, koji su bili obostrano
prekriveni sa Milipor filterima, matrigel, ekstracelularni matriks obogacen proteinima
bazalne membrane i sl.

Prva eksperimentalna metoda za ispitivanje angiogeneze, bila je providna komora,
koja je implantirana u zivotinje. Najcesc¢e se radilo o komori koja je ugradivana u uvo zeca
ili miSa. Nakon toga su u ove komore ubacivani tumori, ¢iji je rast posmatran kroz providan

zid komore (146).
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Nakon toga, istrazivanja su radena na implantima sa usporenim oslobadanjem
polimera. Polimeri su bile razli¢ite organske supstance koje su omogucavale rast tumora, u
Petrijevoj Solji ili sl. Problem sa ovom metodom je bio Sto nije bilo lako omogucditi
konstantan dotok bio-polimera i oticanje nus-produkata metabolizma tumorskih ¢elija (147).

Krac¢e vreme za istu svrhu je koriSten i pile¢i embrion i njegova horionsko-alantoisna
membrana (148).

Najnovija istrazivanja iz ove oblasti se danas rade na kloniranim kapilarnim
endotelnim ¢elijama, koje su uglavnom dobijane iz umbilikalne vene ili fetusne femoralne
arterije (75), (149), (150).

Upotrebom gore navedenih tehnika za ispitivanje angiogeneze postalo je jasno da
kapilarni rast predstavlja seriju utvrdenih dogadaja, koji su uvek isti, bez obzira na tip
angiogenog stimulusa (71).

Jos pre 100 godina, uoc¢eno je da su tumori vise vaskularizovani nego normalna tkiva.
Ovo je prvo primeceno u toku operacija, kada je uoceno da tumori vise krvare, a
pretpostavljalo se da se radi o najobicnijoj vazodilataciji postoje¢ih krvnih sudova, kao
nuspojavi zbog oslobadanja metabolita usled nekroze tumora.

1939. godine je objavljen rad u kome se navodi da je moguce da se hiperemija u
tumoru moze javiti i kao posledica umnozavanja broja krvnih sudova, i da se ne radi samo 0
vazodilataciji. U radu se navodi da je u toku ispitivanja zarastanja rane na zecijem uvu,
uoceno da se u procesu zarastanja rane povecava broj krvnih sudova. Nakon toga su u uvo
zeca ubacili tumorski implant, pri ¢emu je primecéeno da su Celije tumora takode imale
povecanu iubrzanu produkciju krvnih sudova.

U dva rada iz 1945. i 1947. godine se navodi da se u okolini tumorskog implanta
pojavljuje pojacana vaskularizacija u okolnom zdravom tkivu, postalo je ocigledno da je
nemoguce da tumor poveéava svoju zapreminu a da taj proces ne prati istovremeni sinhroni
rast krvnih sudova u njegovoj okolini, kao i u njemu samom.

Tada je postavljen koncept tumor-indukovanae neovaskularizacije. Neki istrazivaci
su navodili da bi se moglo raditi o, kao sporednom efektu tumorskog rasta, zapaljenskom
procesu u okolini tumora koji dovodi do novog rasta KS, i da neovaskularizacija mozda i nije
neophodna za sami rast tumora.

Tokom 1963. g. Folkman i Becker su ispituju¢i moguce rastvore koji bi se mogli
koristiti kao zamena za krvne transfuzije, ubacivali ¢elije melanoma u §titastu zlezdu pacova

pri ¢emu su primetili da su tumorske ¢elije prestale da rastu kada je veli¢ina nodusa dostigla
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Imm u dijametru, jer rast tumorskih ¢elija nije pratila vaskularizacija. Oni su to objasnjavali
prisustvom slobodnog hemoglobina u tkivu uz odsustvo trombocita. Nakon vrac¢anja ovih
¢elija u tkivo zdravih pacova one su naglo nastavile da proliferisu, postizu¢i zapreminu i ve¢u
od 1 cm® (151).

Od 1970 godine, uvedene su nove tehnike, da bi se preciznije mogao odrediti broj
kapilara, i da bi se lakSe i kontinuirano mogao pratiti rast novih krvnih sudova.

Tehniku formiranja mikrodzepa su ustanovili Judah Folkman i saradnici a ona
dozvoljava linearno merenje rasta pojedinacnih kapilara. Tumorski implanti veli¢ine jedan
mm?® su usadivani u dzep koji je napravljen na roznjaci zeca, na udaljenosti od 1 do 2
milimetra od ivice roznjace, u ¢ijem se uglu nalazi najblizi krvni sud. Posto je kornea
providna, lako je bilo uocljivo da su novi kapilari rasli iz predela ugla roznjace, i Sirili se
prema tumoru u proseku 0.2 mm/na dan. Ovom tehnikom je pomodéu procepne lampe
(biomikroskopa - koji se koristi za pregled oka i o¢nog dna), prvi put bilo moguée precizno
izbrojati novonastale krvne sudove (152), (153).

Folkman je 1971. godine pretpostavio da rast tumora preko 2 mm u dijametru, mora
da podrazumeva i sinhroni rast krvnih sudova (46), (154). Tada se nije znalo na koji na¢in bi
tumor mogao indukovati rast KS i kojim molekulima. Predlozeno je da se te solubilne
molekule nazovu “tumour angiogenesis factor” (TAF), koji bi mogao biti zaduzen za
stimulaciju rasta malih kapilara (71).

Tumorske c¢elije uobicajeno formiraju jednu nakupinu tumorskih ¢elija koje su
nabacane bez reda a snabdevanje kiseonikom i hranljivim materijama, kao i otklanjanje
otpadnih produkata se odvija putem proste difuzije. PoSto tumorske Celije imaju brzi rast i
razmnozavanje nego normalne ¢elije, potreba ovih ¢elija za neophodnim materijama raste sa
povecanjem same zapremine, odnosno mase tumora. Sposobnost apsorpcije, a samim tim i
difuzije, je direktno proporcionalna povrsini kroz koju ¢elije obavljaju difuziju.

Folkman je tvrdio da dok ne dosegne ova ogranienja, tumorski rast je nesmetan i
kontinuiran. Kada potrebe tumorskih c¢elija prevazidu moguénosti za dostavu kiseonika i
nutrijenata, do¢i ée do kartkotrajnog usporavanja rasta. Celije koje se nalaze najudaljenije od
najblizeg kapilara, tj. kojima je prosta difuzija iz okolnih tkiva nedovoljna, obi¢no su one
¢elije koje se nalaze u samom srediStu tumora. U tim zonama koncentracije nutrijenata i
kiseonika su najnize, ¢e dovesti prvo do usporavanja proliferacije, a nakon toga, ukoliko ne

dode do popravljanja snabdevanja, neke Celije ¢e podleci nekrozi (46), (155).
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Jaffe i saradnici 1974. g. uspevaju da po prvi put u istoriji izoluju endotelnu éeliju
(EC) iz umbilikalne vene.

Dvorak koji je ispitivao supernatant preklom od humanih i tumorskih ¢elija, 1979. g.
otkriva tzv. VPF (vascular permeability factor), koji je imao 50 000 puta jace dejstvo od
histamina, na propustljivost kapilara. Nakon aplikacije ovog faktora, javljala se veoma
izrazena propustiljivost koja je trajala oko 20 minuta, koja nije bila vezana za oStecenje
kapilara i EC (156).

U seriji pazljivo dizajniranih eksperimenata, Gullino i njegovi saradnici 1981. g. su
pokazali da je angiogena aktivnost steCena i da dolazi postepeno do njenog povecanja za
vreme prelaska normalnih ¢Eelija u neoplasticne Celije. Nakon implantacije normalnog tkiva
dojke u roznjacu misa ili zeca, nije doslo do povecanja angiogene aktivnosti, medutim, kada
su eksperimenti radeni sa ¢elijama karcinoma dojke, do povecanja ove aktivnosti doslo je
veoma brzo (157).

1984. g. prvi put je izolovan i koncentrovan fibroblast growth factor (bFGF) iz
govede hipofize od strane Bohlen-a i njegovi kolega, a 1986. g. angiogeni faktor iz humane
placente.

Napoleone Ferrara i saradnici 1989. g. otkrivaju VEGF (vascular endothelial growth
factor) ili vaskulopoetin, koji je prvi identifikovani mitogen EC, nakon aplikacije dovodi do
rapidne proliferacije EC u CAM pileta ili u kornei pacova (158). Nakon toga su uvideli da je
VEGF jednako bitan za embriogenezu kao i za angiogenezu (159).

1991. g. je otkriven placentalni faktor rasta (PLGF-placental growth factor), koji
takode spada u grupu VEGF molekula.

Weidner i sar. 1992.9. navode da je MVD u zonama najizrazenije vaskularizacije
nezavistan i visoko specifican prognosticki indikator prezivljavanja kod pacijenata sa ranim
stadijumom invazivnog karcinoma dojke (160).

U svome radu iz 1996.g. Shpitzer i sar. nalaze da je broj sitnih kapilarnin KS
(MVD), u zonama najintenzivnije vaskularizacije kod ranih karcinoma jezika, moze biti
nezavistan prediktor nastanka nodalnih metastaza. Zbog toga bi selekcija ovakvih paijenata i
agresivnija terapija u ovim sluc¢ajevima mogla biti od velike koristi (161).

Odredivanje broja novonastalih KS uz pomo¢ endoglina, predstavlja senzitivniji i

.......

navode da je ekspresija Endoglina pokazuje znacajan prognosticki znacaj, sa pozitivnom
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korelacijom u odnosu na angiolimfati¢ku invaziju, pojavu LN metastaza, kao i metastaza u
jetri (162).

Endoglin, by staining higher numbers of the proliferating vessels in colon carcinoma,
is a more specific and sensitive marker for tumor angiogenesis than the commonly used
panendothelial markers. Endoglin staining also showed prognostic significance with positive
correlation with angiolymphatic invasion and metastases to lymph nodes and liver.

Zvrko i sar., 2009.g. ispitujuc¢i skvamocelularne karcinome larinksa navode da
procena CD105 moze pomo¢i u identifikaciji pacijenata sa agresivnijim formama karcinoma
larinksa koji imaju povecan rizik od recidiva nakon tretmana (163).

Ispitujuc¢i znacaj ekspresije VEGF kod karcinoma debelog creva, Barresi i sar,
2010.9. nalaze da je pojacana ekspresija VEGF i MVD udruzena sa kra¢im prezivljavanjem
kod pacijeata sa stadijumom I KRK, stoga preporucuju razmatranje potrebe o dodatnoj
adjuvantnoj terapiji ovakvih pacijenata (164).

Mathonnet i sar, 2014.g. navode da personalizovani terapijski pristup, koji uzima u
obzir angiogene i proliferativne osobine karcinoma, moze poboljsati prazivljavnje i
eventualno iskljuciti nepotrebnu hemoterapiju (165).

U svome radu iz 2012.9., Kopczynska i sar navode da bi ekspresija Endoglina
(CD105) mogla biti korisna kao indikator progresije bolesti i od pomo¢i za utvrdivanje rizika
od recidiva karcinoma, kao i pojave metastaza nakon terapije (91).

Pyakurel i sar., 2014.g. tvrde da gustina sitnih KS — MVD (micro vascular density)
korelira sa veli¢inom tumora, metastazama u LC i Nottingham prognosti¢kim indeksom kod
karcinoma dojke (166).

Vyas 1 sar, 2016.g. navode da je celije tumorskih pupoljakau hipooksicnom
mikrookruzenju zajedno sa HTCI116 celijama KRK, poveaé¢vanju ekspresiju HIF-1a
molekula, S$to moze bitikljuéni korak =za prezivljavnje tumorskih celija, promociju
angiogeneze kao i uzrok agresivnog ponasanja ¢elija KRK sa visokim stepenom tumorskog

pupljenja (167).
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3. CILJEVI ISTRAZIVANJA

Ciljevi istrazivanja su razvrstani u nekoliko stavki:

1. Odrediti postoji li povezanost izmedu broja tumorskih pupoljaka i broja

novonastalih tumorskih krvnih sudova (Microvascular density - MVD).

2. Odrediti broj tumorskih pupljaka i broj novonastalih kapilarnih krvnih sudova
kod ovih karcinoma i utvrditi njihov odnos prema Gradusu tumora (stepen
histoloSke diferencijacije tumora), stadijumu tumora (TNM Klasifikacija

tumora), kao i njegov metastatski potencijal.

3. Uociti postoji li povezanost tumorskog pupljenja i neoangiogeneze sa drugim
klinicko-patoloskim i histomorfoloSkim osobinama tumora (veli¢ina,
lokalizacija, dubina invazije, invazija limfatika, invazija vena, perineuralna
invazija, prisustvo lokalnih i udaljenin metastaza, nekroza, limfocitna
infiltracija, prisustvo mucina u tumoru). Utvrditi sa kojom od ovih osobina

povezanost najizrazenija i zbog cega?

4. Ispitati stepen ekspresije CD 105 receptora (Endoglina) u krvnim sudovima

karcinoma debelog creva.

5. Uporediti stepen ekspresije CD 105 receptora (Endoglina) i MVD.

6. Odrediti da li se tumorsko pupljenje i neoangiogeneza, a takode i druge
karakteristike tumora mogu iskoristiti kao pomoé¢ni parametar za precizniju

procenu prognoze pacijenata obolelih od karcinoma debelog creva,

7. Postoje li odstupanja izmedu dobijenih rezultata i podataka iz literature.
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4. MATERIJAL | METODE

41. ISPITANICI

Ovom studijom obuhvaceno je 102 pacijenata sa karcinomom debelog creva koji su
odstranjeni hirurskom resekcijom na odeljenju hirurgije Klini¢ko-bolni¢kog centra u
Kosovskoj Mitrovici, Klinicko-bolni¢kog centra Pristina u Gracanici u periodu od 2010. do
2016. godine.

Radena je retrospektivna kohortna studija.

Izabrani su pacijenti sa karcinomom debelog creva, ¢iji propratni materijal je mogao
da se interpretira po svakom osnovu.

U analizu su ukljuceni i karcinomi gornjeg rektuma, koji se nalaze na kolo-rektalnoj
granici, a karcinomi koji su bili udaljeni manje od 10 cm od anusa su iskljuceni iz
istrazivanja. Karcinomi srednjeg i donjeg rektuma i analnog predela se zbog njihove posebne
histologije, problematike rasta, Sirenja i metastaziranja obi¢no odvojeno ispituju od
karcinoma kolona.

Pacijenti sa karcinomom rektuma, sa familijarnom adenomatoznom polipozom, sa
nepolipoznim kolorektalnim karcinom sindromom, sa zapaljenskim bolestima debelog creva,
sa sinhronim ili metahronim ekstrakolonalnim karcinomima su iskljuceni iz ove studije (7),
(168).

Lokalni recidivi karcinoma kolona, koji su nadeni kod jednog broja pacijenata su
takode iskljuceni iz ispitivanja.

Znaci, analizirani su samo primarni karcinomi debelog creva.

Za prikupljanje osnovnih podataka vezanih za pacijenta (generalije, pol, starost,
JMBG i sl.) smo Koristili uputnice za patohisoloski pregled. Iz istih listi smo upotrebili i
slede¢e podatke vezane za tumor: veli¢ina tumora, lokalizacija tumora, histoloski gradus,
stadijum, broj pronadenih limfnih nodusa, broj metastaski izmenjenih limfnih nodusa i
prisustvo udaljenih metastaza. Podatke o prezivljavanju smo dobili iz mati¢ne sluzbe OpStine

Gracanica.
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42. PRIJEM | OBRADA MATERIJALA

Hirurski dobijen materijal je obraden standardnim metodama pato-histoloske analize.

Hirurski materijal treba da bude svez, nakon ¢ega se raseca po duzini i boji tuSem po
liniji resekcije. Ukoliko se radi o ve¢em segmentu debelog creva, ¢iodama se pribode na
prikladnu podlogu i uroni u veéu posudu sa 10% puferovanim formalinom, ¢ija zapremina je
dva puta veca od zapremine dobijenog materijala, u kojem stoji najmanje 24h. Potom se tkivo
skida sa podloge i horizontalnim multiplim rezovima sece, pri ¢emu treba zahvatiti tkivo do
najdubljih linija resekcije, da bi se §to bolje odredila najdublja tacka invazije tumorskog tkiva
u zid debelog creva. Svi limfni ¢vorovi koji se nalaze u perikolicnom masnom tkivu moraju
biti odvojeni i takode histoloski pregledani. Ako se mogu izdvojiti vece vene, treba pregledati
da li u lumenu sadrze tumorske mase, potom ih treba ispreparisati i uzeti isecke.

Nije neophodno uzimati isecke sa distalne linije resekcije ako je ona udaljenija vise

od 2 cm od makroskopski vidljive ivice tumora (169), (170).

43. OBRADA TKIVNIH KALUPA I IZRADA PLOCICA

Isecci tkiva se stavljaju u parafinske kalupe i boje standardnom metodom bojenja H-E
(hematoxylin-eosin) na slede¢i nacin:

Isecci se nakon secenja dehidriraju u alkoholu a posle tretiraju ksilolom i utapaju u
parafinske tkivne kalupe. Nakon toga, ohladeni parafiski kalupi se rezu mikrotomom na
isecke tkiva debljine oko 4-5 mikrona (um). Ovi isecci tkiva se u vodenom kupatilu stave na
staklene plocice i nakon toga podvrgavaju deparafinizaciji ksilolom, pa onda hidrataciji posle
¢ega se boje osnovnim bojama, hematoksilinom i eozinom i nakon toga isperu (171), (172).

Na kraju, na plocicu se stavlja jedna kap kanada balzama i pokrovno stakalce. Tada je
preparat gotov i spreman za patohistolosku analizu.

U toku istrazivanja, pregledano je oko 770 ploc¢ica karcinoma debelog creva i
pripadajuéeg perikolicnog masnog tkiva, u kome su trazeni limfni nodusi i eventualne
metastaze u njima.

Najmanji broj plocica po jednom uzorku bio je 5 a najveci 27, sa prosekom od oko 8

plocica po jednom karcinomu.
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44. METODOLOGIJA ODREDIVANJA BROJA TUMORSKIH
PUPOLJAKA KOD KARCINOMA DEBELOG CREVA

Prisustvo tumorskih pupoljaka odredeno je u skladu sa kriterijumom koji je postavio
Morodomi sa saradnicima, gde su tumorski pupoljci definisani kao izolovana pojedina¢na
karcinomska c¢elija ili grupica do 5 nediferentovanih karcinomskih ¢elija koje se pojavljuju u
vidu pupoljaka tumorskog tkiva na invazivnoj ivici tumora (7), (15), (129).

Dalja “budding” kvantifikacija obavljena je pregledom svake ploCice na manjem
uvecanju objektiva 4 1 10 (40x i 100x), pri ¢emu se identifikuju regije sa najveCom gustinom
“budding” promena (“Hot spots”), (Slika 7) (7).

U svakom tumoru treba pronadi tri takve regije sa velikom gustinom promena, koje se
potom analiziraju pod veé¢im uvecanjem objektiva 20 (x200, Slika 8), pri ¢emu se ona sa
najve¢im brojem “budding” promena uzima za reprezentativan uzorak (7), (129).

Karcinomi su podeljeni u dve grupe prema broju ,,budding” fokusa. Broj od 0-9
fokusa je oznacen kao nizak nivo (“low grade”) tumorskih pupoljaka, dok se broj od 10 i vise
uzima kao visok nivo (“high grade”) tumorskih pupoljaka (Slika 6) (7), (129), (119).

Intenzitet tumorskih pupoljaka na svim plo¢icama interpretira isti patolog koji nema
uvid u pratece klinicke podatke, ostale histoloske karakteristike tumora i stadijum (“staging”)
tumora. Da bi se potvrdila ta¢nost, broj “budding” promena odreduje se i drugi put, od strane

istog patologa u nasumi¢nom uzorku od 30 karcinoma debelog creva (129).

4.5. IMUNOHISTOHEMIJSKO BOJENJE PREPARATA NA RECEPTOR EC
- ENDOGLIN (CD105) ZA ANALIZU TUMORSKE ANGIOGENEZE

Imunohistohemijsko bojenje preparata pacijenata sa karcinomom debelog creva
sprovedena je na Institutu za patologiju Medicinskog fakulteta u Beogradu. KoriSteni su
reprezentativni kalupi sa ise¢cima tumorskog tkiva koji su dobijeni putem hirurske resekcije
debelog creva na odeljenjima hirurgije Klini¢ko-bolni¢kog centra u Kosovskoj Mitrovici i
Klini¢ko-bolnickog centra Pristina u Gracanici, u periodu od 2010. do 2016. godine.

Pri prijemu materijala, svez PH materijal je fiksiran u 10% formalinu, procesuiran i
ukalupljen u parafinski blok, na prethodno gore opisani nacin, koji se inace koristi prilikom

hematoxylin-eosin (HE) bojenja (171).
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Biran je isecak tumorskog tkiva sa reprezentativnim karakteristikama, koji na preseku
ima najvise krvnih sudova u tumorskom delu isecka, koji su mogli da se jasno vizualizuju
pod mikroskopom na najmanjem uvecanju (40x). Preparati koji su ve¢ obojeni po HE metodi
su posmatrani pod mikroskopom, pri ¢emu su odredivani histo-morfoloski parametri koji se
standardno posmatraju pri analizi karcinoma debelog creva: histoloski tip, diferentovanost,
nacin rasta, dubina invazije, prisustvo metastaza u limfnim ¢vorovima, venska angioinvazija,
invazija limfatika, perineuralna invazija, limfocitna infiltracija, prisustvo nekroze, stadijum
po TNM-u i prisustvo tumorskog pupljenja.

Odabrani uzorci tumora su seceni mikrotomom iz standardnih parafinskih kalupa na
debljinu reza od 4 pm, nakon cega su deparafinisani i hidratisani (buffer-voda). Za
demaskiranje antigena na povrsini ¢elija koriS¢en je pretretman proteolitickim enzimom —
proteinaza K (DAKO; cat.no. S3020), u trajanju od 8 minuta na sobnoj temperaturi (173).

Slede¢i korak je bila aplikacija primarnog monoklonalnog misjeg antitela CD 105-
Endoglin, klon SN6h (DAKO, cat. no. M3527), u razredenju od 1:100, koje je inkubirano u
trajanju od 25 minuta. Ise¢ci su nakon toga tretirani sa Dako REAL™ EnVision" Detection
System (DAKO, Denmark) 30 minuta, nakon ¢ega je primenjeno bojenje 3,3’-diamino-
benzidin-om (DAB+ hromogen), u trajanju od 3 minuta, koji se koristi kao hromogen za
vizualizaciju primarnih antitela na povrsini ¢elija. DAB+ hromogen je koncentrovan pa je pre
upotrebe razreden sa supstratnim bufferom koji sadrzi vodonik peroksid (173).

Reagent Dako REAL™ EnVision™/HRP, za detekciju zec¢jih/misjih antitela sastoji se
od dekstranskog nosaca, sa velikim brojem molekula peroksidaze koja je uparena sa
sekundarnim antitelom. Posebnom hemijskom metodom je postignuto ovo uparivanje koje
omogucava da se na jednom dekstranskom nosacu nalazi oko 100 molekula peroksidaze i do
20 molekula sekundarnog antitela (173), (174).

Za negativnu kontrolu koriSteni su iseéci tkiva kod kojih je u toku
imunohistohemijskog tretmana umesto primarnog antitela koris¢en pufer TBS.

Za primenjeno CD105 antitelo pozitivna tkivna kontrola bila je pozitivna reakcija na
krvnim sudovima u okolnom o¢uvanom, zdravom tkivu debelog creva , i ise¢ak pupcanika na
¢ijim krvnim sudovima se jako dobro eksprimira Endoglin (174), (175).

Imunohistohemijsko bojenje je izvrSeno je manuelno.

Isecci su posmatrani na mikroskopu Leica DM LS 020-518.500 (Germany).
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46. METODOLOGIJA ODREDPIVANJA GUSTINE SITNIH KRVNIH
SUDOVA (MVD - Micro Vascular Density)

Da bi smo lakse procenili stepen angiogeneze, uradili smo bojenje antitelom CD105,
koje je marker endoglinskih receptora EC. Analiza je vriena kvantitativno, brojanjem krvnih
sudova u zoni sa njihovom najve¢om gustinom (,,vruée tacke”).

Koristili smo se preporukama koje je dao Weidner o veli¢ini vidnog polja i nacinu
brojanja (160), (176). Mesta najveée gustine krvnih sudova su odredena na malom
mikroskopskom uveli¢anju (x40). Nakon toga brojanje pojedina¢nih krvnih sudova radeno je
na srednjem mikroskopskom uvelic¢anju (x200 - objektiv x20, i okular uvecéanja x10, pri ¢emu
je posmatrano vidno polje pod mikroskopom ukupne povrsine 0.739 mm?) (105), (166).
Srednja vrednost rezultata dobijenih brojanjem u 4 vidna polja bio je konacan rezultat za
posmatranog ispitanika. U rezultate su ubrajani ne samo kompletni krvni sudovi ve¢ i traéci
endotelnih ¢elija i pojedinacne endotelne Celije (109), (177).

Prilikom brojanja KS, treba izbegavati zone u kojima se uocava nekroza, i u kojima
preovladavaju ve¢i KS. U ponovljenom prebrojavanju 25 nasumicno izabranih plocica,
postignuto je vise od 90% podudaranja sa prvobitnim rezultatima (178).

Da bi se utvrdilo prisustvo KS, nije bio potreban lumen krvnih sudova, kao ni
prisutstvo eritrocita. Nakon dobijenih podataka o broju krvnih sudova za svakog bolesnika
ponaosob, izracunata je medijana u odnosu na koju su bolesnici podeljeni u dve grupe:
bolesnici sa niskim stepenom angiogeneze (Slika 2) (broj krvnih sudova u tumorskom tkivu
manji ili jednak vrednosti medijane) i bolesnici sa visokim stepenom angiogeneze (Slika 3)
(broj krvnih sudova u tumorskom tkivu veéi od vrednosti medijane) (109), (160), (178).

4.7. ODREDIVANJE STEPENA EKSPRESIJE ENDOGLINA - CD105

Nakon ovoga odreden je nivo ekspresije endoglina koji se odreduje po intenzitetu
prebojenosti EC u krvnim sudovima.
Stepen ekspresije je kategorisan u tri grupe:
1) bez ekspresije i slaba ekspresija (Slika 4),
2) umerena ekspresija i

3) izrazena ekspresija (Slika 5).
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48. METODE ZA KLASIFIKACIJU

MATERIJALA

=

Za svaki pojedina¢ni slucaj su notirani:

Starosno doba (godine):
1) <59

2) 60-79

3) >80

Pol:
1) muski

2) zenski

Dijametar u cm:
1) 0-2
2) 2-5
3) =5

Lokalizacija:

1) Ascendentni kolon

2) Transverzalni kolon

3) Descendentni kolon

4) Rekto-sigmoidealni kolon

Histoloski gradus:

1) Gradus | (dobro diferentovani karicnomi)
2) Gradus I (umereno diferentovani karcinomi)
3) Gradus I (slabo diferentovani karcinomi)

Nacin rasta:
1) Infiltrativni

2) Ekspanzivni
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7. Invazija limfatika:
1) Ne
2) Da

8. Venska angioinvazija:
1) Ne
2) Da

9. Perineuralna invazija:
1) Ne
2) Da

10. Metastaze u limfhim ¢vorovima:
1) Ne
2) Da

11. Metastaze u udaljenim organima:
1) Ne
2) Da

12. Prisustvo nekroze u tumoru:
1) Ne (odsutna ili manji fokusi)
2) Da

13. Limfocitna infiltracija:
1) Ne (odsutna ili manji fokusi)
2) Da

14. Stadijum po TNM-u (uproSena AJCC podela na stadijume):
1) Stadijum 1 (T1NO, T2NO)
2) Stadijum 1l (T3NO, T4NO)
3) Stadijum 11 (bilo koji T, N1, N2)
4) Stadijum IV (bilo koji T, bilo koji N, M1)
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Stadijum karcinoma kolona i rektuma po ACS (American Cancer Society), i AJCC

(American Joint Committee on Cancer) 7th Edition:

1.

Primarni tumor (T)

TX Primarni tumor nije moguce potvrditi

TO Bez vidljivog primarnog tumora

Tis (Carcinoma in situ): intrepitelna invazija lamine propriae

T1 Tumor ulazi u submukozu

T2 Tumor invadira u I. muscularis propria

T3 Tumor prolazi kroz I. muscularis propria u okolno perikoli¢éno masno tkivo
T4a Tumor penetrira kroz povrSinu visceralnog peritoneuma

T4b Tumor direktno invadira okolne organe

Regional Lymph Nodes (N)4

NX Metastaze u regionalne limfne noduse nije moguce potvrditi

NO Bez metastaza u regionalnim limfnim nodusima

N1 Metastaze u 1-3 regionalna limfna nodusa

Nla Metastaza u jedan regionalni limfni nodus

N1b Metastaze u 2-3 regionalna limfna nodusa

N1lc Tumorski  depozit(i) u subserozi, mezenterijumu, ili u
neperitonealizovano perikolicno tkivo, bez metastaza u regionalnim limfnim
nodusima

N2 Metastaze u 4 ili viSe regionalnih limfnih nodusa

N2a Metastaze u 4-6 regionalna limfna nodusa

N2b Metastaze u 7 ili viSe regionalnih limfnih nodusa

Distant Metastasis (M)

MO Bez metastaza u udaljenim organima

M1 Metastaze u udaljenim organima

M1la Metastaze ograni¢ene na jedan organ (na primer, jetru, pluca, ovarijum, i
u ne regionalnim limfnim nodusima)

M1b Metastaze u viSe organa/mesta ili u peritoneum
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15. Tumorsko pupljenje:
1. <10 (nizak broj tumorskih pupoljaka - “low grade™),
2. >10 (visok broj tumorskih pupoljaka - “high grade”).

16. Broj sitnih novostvorenih KS — MVD
1) Maniji ili jednak medijani

2) Veci od medijane

49. STATISTICKA OBRADA PODATAKA

Svi podaci su pazljivo klasifikovani u odgovarajuée kategorije, tabelarno pohranjeni,
pri ¢emu se vodilo ra¢una da ne dode do neodgovarajuceg svrstavanja podataka, preklapanja
izmedu kategorija, Sto bi moglo dovesti do pogresne interpretacije rezultata.

Svi dobijeni podaci su prvo obradeni deskriptivnim statistickim metodama.

Prilikom statisticke analize dobijenih podataka koristili smo slede¢e metode:

1. Prvo su koriStene metode deskriptivne statistike, za procenu parametarskih

podataka, koji se odnose na pol, starost i sl.

2. Za testiranje razlike izmedu frekvencija analiziranih varijabli prvo je primenjen
¥2-test kojim su izdvojeni parametri sa statistickom znacajno$¢u u odnosu na
tumorsko pupljenje i u odnosu na neoangiogenezu. Ukoliko su ocekivane
frekvencije za odredene kategorije bile manje od 5, razlika je testirana Fisher-
ovim egzaktnim testom.

3. Potom je radena univarijantna regresiona analiza, kojom je analizirana svaka
pojedinac¢na varijabla u grupi podataka posebno. Ovom analizom ispituje se
obrazac reagovanja pojedinacne varijable u odnosu na posmatrani parametar (u
ovom slucaju tumorski “budding” i neoangiogenezu).

4. Parametri koji su nadeni kao signifikantni u okviru univarijantne analize potom su
analizirani u okviru multivarijantne logisticke regresije. Ona izdvaja znacajne
nezavisne prediktore koji su vezani za broj tumorskih pupljaka, kao i za stepen

neoangiogeneze.
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5. Istovremeni uticaj svih pokazatelja na prognozu prezivljavanja analizirali smo
metodom multivarijatne regresije na nepotpunim podacima tj. Cox-ovim
regresionim testom.

Nakon analize dobijeni rezultati su uredno slozeni i ilustrativno poredani u

odgovarajuce tabele i grafikone.

Statisticka obrada podataka je uradena u IBM — SPSS Statistics v. 20, softverski paket

za Windows, pri ¢emu je p < 0.05 smatrano za statisticki znac¢ajnu vrednost. Kada je vrednost

p <0,01, rezultat je smatran visoko statisti¢ki znacajnim.
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5. REZULTATI RADA

Srednja starost pacijenata je bila 67.6 godina. Najmladi je imao 38 a najstariji 92
godine. Samo dva pacijenta su bila mlada od 40 godina.

Grafikon 1. Starosna distribucija pacijenata po grupama.

Godine pacijenata

= <59 =60-79 =>80

Najveci broj pacijenta je bio iz grupe od 60-79 godina (62.7%), dok u kumulativnom

procentu vidimo da je 89.2% pacijenata dobilo karcinom do 80. godine.

Grafikon 2. Distribucija pacijenata po polovima, izrazeno u procentima.

Pol pacijenata

= Muskarci = Zene

Od ukupno 102 pacijenta operisanih od KRK, bilo je 61 (59.8%) muskaraca i 41

(40.2%) Zena, iz ¢ega se vidi da su muskarci ceS¢e obolevali od ovog karcinoma.
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Grafikon 3. Klasifikacija karcinoma po grupama na osnovu njihovog prec¢nika.

Veli¢ina tumora

1.10%

50-2cm ®#2-5¢m =>5cm

Ocigledno je da je, u momentu dijagnostifikovanja KRK, najveci broj karcinoma

(56.9%) bio u grupi sa ve¢im dijametrom izmedu 2 i 5 centimetara.

Grafikon 4. Lokalizacija karcinoma debelog creva.

Lokalizacija tumora

v

® Ascendens = Transverzum = Descendens » Rektosigma

Skoro polovina KRK je bila lokalizovana u rekto-sigmoidnom delu debelog creva,

nakon ¢ega je najcesce bio zahvacen ascendenti deo debelog creva 24.5%.
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Grafikon 5. Dubina invazije tumora u okolino tkivo.

Dubina invazije

0%

6.90% 3.9

» Lamina Musklularis = Perikoli¢cno Tkivo

» Visceralni Peritoneum » Okolni organi

Najvec¢i broj KRK je imao dubinu invazije tumorskog tkiva do u perikoli¢no masno
tkivo 69.6%.

Grafikon 6. Distribucija pacijenata po TNM Klasifikaciji stadijuma karcinoma
debelog creva.

Stadijum tumora

» Stadijum I = Stadijum II = Stadijum III » Stadijum IV

U | stadijumu je bilo 13.7% karcinoma, u Il stadijumu 30.4%, 111 stadijumu 39.2%, i
IV 16.7%.
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Grafikon 7. Distribucija karcinoma debelog creva na osnovu histoloSkog gradusa

karcinoma.

Histoloski gradus tumora

# GradusI = GradusII = Gradus [1I

Na osnovu grafikona se moze zakljuciti da je najzastupljeniji histoloski gradus
karcinoma bio Gradus Il (63.7%).

Grafikon 8. Prikaz nacina rasta karcinoma debelog creva.

Nacin Rasta

» Ekspanzivan = Infiltrativan

Na osnovu grafikona uocava se da je vecina karcinoma imala infiltrativni rast

(78.4%), dok je veoma mali broj karcinoma imao ekspanzivan nacin rasta.
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Grafikon 9. Prikaz zastupljenosti invazije limfatika kod karcinoma debelog creva.

Invazija limfatika

mNe sDa

Na osnovu grafikona 10 moze se zakljuciti da je invazija limfatika bila zastupljena u

46.1% kolorektalinh karcinoma.

Grafikon 10. Zastupljenost invazije krvnih sudova u karcinomima debelog creva.

Invazija krvnih sudova

mNe sDa

Invazija vena, koja se javlja kod agresivnijih formi karcinoma i u uznapredovalom

stadijumu, je nadena kod 12 (11.8%) pacijenata.
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Grafikon 11. Zastupljenost perineuralne invazije kod kolorektalinh karcinoma.

Perineuralna invazija

mNe sDa

Iz grafikona br. 11 se vidi da je perineuralna invazija je nadena u 23 karcinoma
(22,5%) debelog creva.

Grafikon 12. Zastupljenost metastaza u limfnim ¢vorovima kod pacijenata sa

karcinomom debelog creva.

Invazija limfnih ¢vorova

sNe #1-3LC =>4 LC

Iz gornjeg grafikona se vidi da je priblizno jednak broj pacijenata koji su imali

metastaze u limfnim ¢vorovima kao i onih bez njih.
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Grafikon 13. Zastupljenost metastaza u udaljenim organima kod KRK.

Prisustvo udaljenih metastaza

mNe sDa

Na osnovu grafikona se uocava da je relativno veliki procenat (15.7%) pacijenata u

momentu operativnog tretmana ve¢ imao metastaze u udaljenim organima.

Grafikon 14. Prisustvo nekroze kod KRK.

Nekroza

mNe sDa

Nekroza u tumoru je bila prisutna kod 34 pacijenata, odnosno u 33.3% slucajeva

karcinoma debelog creva.
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Grafikon 15. Zastupljenost limfocitne infiltracije kod karcinoma debelog creva.

Limfocitna mfiltracija

mNe sDa

Limfocitna infitracija je bila izrazena u 78 (76.5%) slu¢ajeva.

Grafikon 16. Prisustvo mucina u tumoru kod karcinoma debelog creva.

Prisustvo mucina u tumoru

mNe sDa

Mucinska komponenta u tumoru je nadena u 16.7% slucajeva.
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Grafikon 17. Intenzitet ekspresije Endoglina kod kolorektalnih karcinoma.

Intenzitet ekspresije Endoglina (CD105)

e Slabo ili odsutno ® Umereno = Intenzivno

Intenzitet ekspresije Endoglina je bio odsutan ili veoma slab u 41.2% slucajeva,

umeren u 41.2%, dok je ekspresija bila intenzivna u 17.6% slucajeva.

Grafikon 18. Angiogeneza u tumoru

Angiogeneza

= Manja od medijane = Veca od medijane

Nizak i visok stepen angiogeneze su bili priblizno podjednako zastupljeni, u tkivu
tumora kod KRK.
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Slika 2. Bojenje krvnih sudova endoglinom u karcinomu debelog creva - mala gustina
krvnih sudova (x40).

Slika 3. Bojenje krvnih sudova endoglinom u karcinomu debelog creva - velika
gustina krvnih sudova (x40).
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Slika 4. Niska ekspresija CD105 (Endoglina), slaba prebojenost u endotelnim

¢elijama karcinoma debelog creva (x200)

Slika 5. Visoka ekspresija CD105 (Endoglina) u endotelnim delijama karcinoma
debelog creva (x100).
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Grafikon 19. Intenzitet tumorskog pupljenja kod karcinoma debelog creva.

Tumorsko pupljenje

® <10 pupoljaka = >10 pupoljaka

“Low grade” tumorsko pupljenje (<10 pupoljaka) bilo zastupljeno 45.1% dok je
“High grade” tumorsko pupljenje (>10 pupoljaka) nadeno 54.9% slucajeva.

S T N
Slika 6. Visok stepen (“High grade™) tumorskog pupljenja (vise od 10 pupoljaka koji

su gradeni od 1-5 nediferentovanih karcinomskih ¢elija) na invazivnoj liniji karcinoma.
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Slika 7. Na manjim uvecanjima (x40), jasno se vidi kakav je izgled i raspored

tumorskih pupoljaka na invazivnoj liniji karicnoma debelog creva.

Slika 8. Karcinom kolona sa visokim stepenom tumorskog pupoljenja (x200).
Tumorski pupoljci su u ovom slucaju bojeni pancitokeratin antitelima, radi bolje uocljivosti.
Upotrebom ove imunohistohemijske metode pupoljci se mogu lako uociti i na manjim

uvecéanjima.
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Grafikon 20. Duzina prezivljavanja pacijenata sa KRK.
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Duzina prezivljavanja pacijenata sa KRK za period pracenja od 7 godina, od momenta
dijagnoze do smrtnog ishoda.
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5.1. TABELARNI PRIKAZ SVIH POSMATRANIH VARIJABLI U

ODNOSU NA TUMORSKO PUPLJENJE | NEOANGIOGENEZU

Tabela 1. 2 - test: tumorsko pupljenje / godine pacijenata

TUMORSKO PUPLJENJE

GODINE 0-9 pupoljaka >10 pupoljaka Ukupno
n % n % n %
<59 11 23.9 12 214 23 225
60-79 28 60.9 36 64.3 64 62.7
>80 7 15.2 8 14.3 15 14.7
Ukupno 46 100 56 100 102 100

Na osnovu Hi-kvadrat testa se moze videti da ne postoji statisticki znac¢ajna razlika u

ucestalosti tumorskog pupljenja u odnosu na godine pacijenata (Hi-kvadrat=0.131, p=0.937).

Tabela 2. y2 - test: tumorska angiogeneza / godine pacijenata

NEOANGIOGENEZA

GODINE <medijane >medijane Ukupno
n % n % n %
<59 13 23.6 10 21.3 23 225
60-79 32 58.2 32 68.1 64 62.7
>80 10 18.2 5 10.6 15 14.7
Ukupno 55 100 47 100 102 100

Iz tabele 2. se moze videti da ne postoji statisticki znacajna razlika u ucestalosti

visokog stepena angiogeneze u odnosu na godine pacijenata (Hi-kvadrat=1.439, p=0.487).
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Tabela 3. %2 - test: tumorsko pupljenje / pol ispitanika

TUMORSKO PUPLJENJE

POL 0-9 pupoljaka >10 pupoljaka Ukupno
n % n % n %
Muski 27 58.7 34 60.7 61 59.8
Zenski 19 41.3 22 39.3 41 40.2
Ukupno 46 100 56 100 102 100

Na osnovu Hi-kvadrat testa se moze videti da ne postoji statisticki znacajna razlika u

ucestalosti tumorskog pupljenja u odnosu na pol pacijenata (Hi-kvadrat=0.043, p=0.836).

Tabela 4. Tabela: y2 - test: Tumorska angiogeneza / pol ispitanika

NEOANGIOGENEZA

POL <medijane >medijane Ukupno
n % n % n %
Muski 33 60.0 28 59.6 61 59.8
Zenski 22 40.0 19 40.4 41 40.2
Ukupno 55 100 47 100 102 100

Ne postoji statisticki znaCajna povezanost izmedu ucestalosti visokog stepena

angiogeneze u odnosu na pol pacijenata (Hi-kvadrat=0.002, p=0.965).
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Tabela 5. y2 - test: tumorsko pupljenje / veli¢ina tumora

TUMORSKO PUPLJENJE

VELICINA Tu 0-9 pupoljaka >10 pupoljaka Ukupno
n % n % n %
0-2cm 1 2.2 0 0.0 1 1.0
2-5¢cm 29 63.0 29 51.8% 58 56.9
>5cm 16 34.8 27 48.2 43 42.2
Ukupno 46 100 56 100 102 100

Zbog ogranic¢enja koje se pojavljuje usled veceg broja grupa za ovu varijablu, za dati
uzorak, izvodenje Hi kvadrat testa nije bilo moguce. U ovakvim slucajevima smo radili
Fiserov test tacne verovatnoc¢e (Fisher's Exact Test). Na osnovu ovog testa zaklju¢ujemo da
ne postoji statisticka povezanost izmedu veli¢ine tumora sa jedne strane i tumorskog

pupljenja sa druge strane (p=0.193).

Tabela 6. y2 - test: Tumorska angiogeneza / veli¢ina tumora

NEOANGIOGENEZA

VELICINA Tu <medijane >medijane Ukupno
n % n % n %
0-2cm 1 1.8 0 0.0 1 1.0
2-5cm 35 63.6 23 48.9 58 56.9
>5cm 19 34.5 24 51.1 43 42.2
Ukupno 55 100 47 100 102 100

Ne postoji statistiCki znaCajna povezanost izmedju velicine tumora i stepena

neoangiogeneze prema FiSerovom testu tacne verovatnoce (p=0.134).
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Tabela 7. x2 - test: tumorsko pupljenje / lokalizacija tumora

TUMORSKO PUPLJENJE

LOKALIZACIJA 0-9 pupoljaka >10 pupoljaka Ukupno
n % n % n %
Ascendens 13 28.3 12 21.4 25 24.5
Transverzum ) 10.9 8 14.3 13 12.7
Descendens 6 13.0 9 16.1 15 14.7
Rekto-sigma 22 47.8 27 48.2 49 48.0
Ukupno 46 100 56 100 102 100
Ne postoji statisticka povezanost izmedu tumorskog pupljenja i lokalizacije tumora
(Hi-kvadrat=0.870, p=0.833).
Tabela 8. 2 - test: Tumorska angiogeneza / lokalizacija tumora
NEOANGIOGENEZA
LOKALIZACIJA <medijane >medijane Ukupno
n % n % n %
Ascendens 13 23.6 12 255 25 24.5
Transverzum 7 12.7 6 12.8 13 12.7
Descendens 4 7.3 11 234 15 14.7
Rekto-sigma 31 56.4 18 38.3 49 48.0
Ukupno 55 100 47 100 102 100

Iz tabele 8. su uocava da je 48% tumora bilo u zoni rekto-sigme. Ne postoji statistiCka

povezanost izmedu visokog stepena angiogeneze i lokalizacije tumora (Hi-kvadrat=6.244,

p=0.100).
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Tabela 9. y2 - test: tumorsko pupljenje / dubina invazije tumora

DUBINA TUMORSKO PUPLJENJE
INVAZIJE 0-9 pupoljaka >10 pupoljaka Ukupno
n % n % n %

Lamina muskularis 13 28.3 7 125 20 19.6
Perikol. masno tkivo 31 67.4 40 71.4 71 69.6
Visceralni peritoneum 1 2.2 6 10.7 7 6.9
Okolni organi 1 2.2 3 5.4 4 3.9

Ukupno 46 100 56 100 102 100

Prema Fisher-ovom testu ta¢ne verovatnoe ne postoji povezanost izmedu dubine

invazije tumora i angiogeneze (p=0.088)

Tabela 10. 2 - test: Tumorska angiogeneza / dubina invazije tumora

DUBINA NEOANGIOGENEZA
INVAZIJE <medijane >medijane Ukupno
n % n % n %

Lamina muskularis 8 145 12 255 20 19.6
Perikol. masno tkivo 41 745 30 63.8 71 69.6
Visceralni peritoneum 5 9.1 2 4.3 7 6.9
Okolni organi 1 1.8 3 6.4 4 3.9

Ukupno 55 100 47 100 102 100

Ne postoji povezanost izmedu dubine invazije tumora sa jedne, i stepena angiogeneze

sa druge strane, prema FiSerovom testu tacne verovatnoce (p=0.256).
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Tabela 11. 2 - test: tumorsko pupljenje / stadijum tumora

TUMORSKO PUPLJENJE

STADIJUM Tu 0-9 pupoljaka >10 pupoljaka Ukupno
n % n % n %
Stadijum 1 10 21.7 4 7.2 14 13.7
Stadijum 2 19 41.3 12 21.4 31 30.4
Stadijum 3 12 26.0 28 50.0 40 39.2
Stadijum 4 5 10.9 12 21.4 17 16.7
Ukupno 46 100 56 100 102 100
Na osnovu uradenog Hi-kvadrat testa nalazimo da postoji statisticki znacajna
povezanost izmedu “High grade” tumorskog pupljenja stadijuma tumora (Hi-
kvadrat=12.575, p=0.006).
Tabela 12. y2 - test: tumorska angiogeneza / stadijum tumora
NEOANGIOGENEZA
STADIJUM Tu <medijane >medijane Ukupno
n % n % n %
Stadijum 1 6 10.9 8 17.0 14 13.7
Stadijum 2 20 36.4 11 234 31 30.4
Stadijum 3 17 30.9 23 48.9 40 39.2
Stadijum 4 12 21.8 5 10.7 17 16.7
Ukupno 55 100 47 100 102 100

Ne postoji statisticki znaCajna povezanost izmedu angiogeneze i stadijuma tumora

(Hi- kvadrat=6.091, p=0.107).
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Tabela 13. 2 - test: tumorsko pupljenje / histoloski gradus tumora

TUMORSKO PUPLJENJE

GRADUS 0-9 pupoljaka >10 pupoljaka Ukupno
n % n % n %
Gradus | 13 28.3 5 8.9 18 17.6
Gradus Il 29 63.0 36 64.3 65 63.7
Gradus 11 4 8.7 15 26.8 19 18.6
Ukupno 46 100 56 100 102 100

Ucestalost “High grade” tumorskog pupljenja (>10 pupoljaka) je statisti¢ki znacajno

veca kod tumora sa ve¢im gradusom (Hi-kvadrat=9.792, p=0.007).

Tabela 14. 2 - test: Tumorska angiogeneza / histoloski gradus tumora

NEOANGIOGENEZA

GRADUS Tu <medijane >medijane Ukupno
n % n % n %
Gradus | 13 23.6 5 10.6 18 17.6
Gradus 11 35 63.6 30 63.8 65 63.7
Gradus 111 7 12.7 12 15.5 19 18.6
Ukupno 55 100 47 100 102 100

Ne postoji razlika u ucestalosti visokog stepena angiogeneze prema gradusu tumora
(Hi-kvadrat=4.657, p=0.097).
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Tabela 15. 2 - test: tumorsko pupljenje / tip rasta tumora

TUMORSKO PUPLJENJE

TIP RASTA 0-9 pupoljaka >10 pupoljaka Ukupno
n % n % n %
Ekspanzivan 5 10.9 2 3.6 7 6.9
Infiltrativan 41 89.1 54 96.4 95 931
Ukupno 46 100 56 100 102 100

Na osnovu uradenog Hi-kvadrat testa da se zakljuciti da ne postoji statisticki znac¢ajna
povezanost izmedu “High grade” tumorskog pupljenja i tipa rasta tumora (Hi-kvadrat=2.104,
p=0.147)

Tabela 16. 2 - test: Tumorska angiogeneza / na¢in rasta tumora

NEOANGIOGENEZA

NACIN RASTA <medijane >medijane Ukupno
n % n % n %
Ekspanzivan 4 7.3 3 6.4 7 6.9
Infiltrativan 51 92.7 44 93.6 95 931
Ukupno 55 100 47 100 102 100

Ne postoji statisticki znacajna razlika u ucestalosti izrazene angiogeneze u odnosu na

nacin rasta tumora (Hi-kvadrat=0.031, p=0.859).
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Tabela 17. 2 - test: tumorsko pupljenje / invazija limfatika

TUMORSKO PUPLJENJE

INVAZLIA 0-9 ljak 10 ljaki Uk
-9 pupoljaka >10 pupoljaka upno
LIMFATIKA PupeY puped P
n % n % n %
Ne 32 69.6 23 41.1 55 53.9
Da 14 304 33 58.9 47 46.1
Ukupno 46 100 56 100 102 100

Ucestalost “High grade” tumorskog pupljenja (=10 pupoljaka) je statisticki znacajno
veca kod tumora sa prisutnom invazijom limfnih sudova u tumoru (Hi-kvadrat=8.253,

p=0.004).

Tabela 18. 2 - test: Tumorska angiogeneza / invazija limfatika

NEOANGIOGENEZA

INVAZIJA .
<medijane >medijane Ukupno
LIMFATIKA
n % n % n %
Ne 35 63.6 20 42.6 55 53.9
Da 20 36.4 27 57.4 47 46.1
Ukupno 55 100 47 100 102 100

Postoji statisticka povezanost izmedju visokog stepena neoangiogeneze i invazije
limfatika (Hi-kvadrat=4.534, p=0.033). Izrazena angiogeneza je ucestalija kod tumora kod
kojih je prisutna invazija limfatika (57.4%).
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Tabela 19. 2 - test: tumorsko pupljenje / invazija vena

TUMORSKO PUPLJENJE

INVAZLIA 0-9 ljak 10 ljak: Uk
-9 pupoljaka > upoljaka upno
VENA pupol] pupolj p
n % n % n %
Ne 45 97.8 45 80.4 90 88.2
Da 1 2.2 11 19.6 12 11.8
Ukupno 46 100 56 100 102 100

Ucestalost tumorskog pupljenja sa 10 i visSe od 10 pupoljaka je statisticki znacajno

veca (19.6%) kod ispitanika koji su imali invaziju venskih krvnih sudova (Hi-kvadrat=7.424,

p=0.006).

Tabela 20. 2 - test: Tumorska angiogeneza / invazija krvnih sudova

NEOANGIOGENEZA

INVAZIJA .
<medijane >medijane Ukupno
VENA
% n % n %
Ne 51 92.7 39 83.0 90 88.2
Da 7.3 8 17.0 12 11.8
Ukupno 55 100 47 100 102 100

Ne postoji povezanost izmedu visokog stepena angiogeneze i invazije venskih krvnih
sudova (Hi-kvadrat=2.320, p=0.128).
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Tabela 21. 2 - test: tumorsko pupljenje/ perineuralna invazija

TUMORSKO PUPLJENJE

PERINEURALNA

0-9 pupoljaka >10 pupoljaka Ukupno
INVAZIJA PUPOY pupey P
n % n % n %
Ne 42 91.3 37 66.1 79 77.5
Da 4 8.7 19 33.9 23 22.5
Ukupno 46 100 56 100 102 100

Ucestalost “High grade” tumorskog pupljenja (=10 pupoljaka) je statisticki znacajno

veca kod tumora sa prisutnom perineuralnom invazijom (33.9%) (Hi-kvadrat=9.207,

p=0.002).

Tabela 22. 2 - test: Tumorska angiogeneza / perineuralna invazija

NEOANGIOGENEZA

PERINEURALNA

<medijane >medijane Ukupno
INVAZIJA
n % n % n %
Ne 44 80.0 35 745 79 775
Da 11 20.0 12 255 23 22.5
Ukupno 55 100 47 100 102 100

Ne postoji statisticki znacajna povezanost izmedju angiogeneze i perineuralne
invazije (Hi- kvadrat=0.444, p=0.505).



Tabela 25. 2 - test: tumorsko pupljenje / metastaze u limfnim ¢vorovima

TUMORSKO PUPLJENJE

META U LC 0-9 pupoljaka >10 pupoljaka Ukupno
n % n % n %
Bez meta u LC 32 69.6 24 429 56 54.9
Metau 1-3 LC 8 17.4 14 25.0 22 21.6
Metau >4 LC 6 13 18 321 24 235
Ukupno 46 100 56 100 102 100

Na osnovu uradenog Hi-kvadrat testa izmedu broja tumorskih pupoljaka i prisustva

metastaza u limfnim ¢vorovima zakljuéujemo da postoji statistiCki znacajna povezanost

izmedu “High grade” tumorskog pupljenja i prisustva metastaza u limfnim nodusima

(32.1%), (Hi-kvadrat=7.875, p=0.020).

Tabela 26. 2 - test: Tumorska angiogeneza / metastaze u limfnim ¢vorovima.

NEOANGIOGENEZA

META U LC <medijane >medijane Ukupno
n % n % n %
Bez meta u LC 33 60.0 23 48.9 56 54.9
Metau 1-3 LC 11 20.0 11 23.4 22 21.6
Metau >4 LC 11 20.0 13 27.7 24 23.5
Ukupno 55 100 47 100 102 100

Ne postoji statisticki zn€ajna povezanost izmedu visokog stepena angiogeneze i

invazije limfnih ¢vorova kod karcinoma debelog creva (Hi-kvadrat=1.333, p=0.513).



Tabela 25. 2 - test: tumorsko pupljenje / metastaze u udaljenim organima

METASTAZE TUMORSKO PUPLJENJE
U UDALJENIM 0.9 liak 0 ok Uk
-9 pupoljaka > upoljaka upno
ORGANIMA PAPOY puped P
n % n % n %
Ne 41 89.1 45 80.3 86 84.3
Da 5 10.9 11 19.7 16 15.7
Ukupno 46 100 56 100 102 100

Na osnovu uradenog Hi-kvadrat testa nalazimo da ne postoji statisticki znacajna

povezanost izmedu “High grade” tumorskog pupljenja i prisustva metastaza u udaljenim

organima, (Hi-kvadrat=1.470, p=0.225).

Tabela 26. 2 - test: Tumorska angiogeneza / metastaze u udaljenim organima

METASTAZE NEOANGIOGENEZA
U UDALJENIM <medijane >medijane Ukupno
ORGANIMA
n % n % n %
Ne 44 80.0 42 89.4 86 84.3
Da 11 20.0 5 10.6 16 15.7
Ukupno 55 100 47 100 102 100

Ne postoji statisticki zncajna povezanost izmedu visokog stepena angiogeneze i

nastanka metastaza u udaljnim organima kod KRK (Hi-kvadrat=1.679, p=0.195).
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Tabela 27. 2 - test: tumorsko pupljenje / prisustvo nekroze u tumoru

TUMORSKO PUPLJENJE

NEKROZAU 0-9 ljak 10 ljak: Uk
-9 pupoljaka > upoljaka upno
TUMORU pupol] pupolj p
n % n % n %
Ne 32 69.6 36 64.3 68 66.7
Da 14 30.4 20 35.7 34 33.3
Ukupno 46 100 56 100 102 100

Ne postoji povezanost izmedju izrazenog tumorskog pupljenja i prisustva nekroze u
tumoru (Hi-kvadrat=0.317 p=0.574).

Tabela 28. 2 - test: Tumorska angiogeneza / prisustvo nekroze u tumoru

NEOANGIOGENEZA

NEKROZA U .
<medijane >medijane Ukupno
TUMORU
n % n % n %
Ne 37 67.3 31 66.0 68 66.7
Da 18 32.7 16 34.0 34 33.3
Ukupno 55 100 47 100 102 100

Ne postoji statisticki znaCajna povezanost izmedju visokog stepena angiogeneze i

prisustva nekroze u tumoru (Hi- kvadrat=0.020, p=0.888).
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Tabela 29. 2 - test: tumorsko pupljenje / limfocitna infiltracija

LIMFOCITNA TUMORSKO PUPLJENJE
INFILTRACIJA 0-9 pupoljaka >10 pupoljaka Ukupno
n % n % n %
Ne 11 23.9 13 23.2 24 23.5
Da 35 76.1 43 76.8 78 76.5
Ukupno 46 100 56 100 102 100

Ne postoji statisticka povezanost izmedju tumorskog pupljenja i limfocitne infiltracije
peritumorskog i tumorskog tkiva (Hi-kvadrat=0.007 p=0.934).

Tabela 30. 2 - test: Tumorska angiogeneza / limfocitna infiltracija

LIMFOCITNA NEOANGIOGENEZA
INFILTRACIJA <medijane >medijane Ukupno
n % n % n %
Ne 16 29.1 8 17.0 24 235
Da 39 70.9 39 83.0 78 76.5
Ukupno 55 100 47 100 102 100

Ne postoji statisticki znacajna povezanost izmedju visokog stepena angiogeneze i

prisustva limfocita u tumoru (Hi- kvadrat=2.052, p=0.152).
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Tabela 31. 2 - test: tumorsko pupljenje / prisustvo mucina u tumoru

TUMORSKO PUPLJENJE

MUCIN U Tu 0-9 pupoljaka >10 pupoljaka Ukupno
n % n % n %
Ne 42 91.3 43 76.8 85 83.3
Da 4 8.7 13 23.2 17 16.7
Ukupno 46 100 56 100 102 100

Ucestalost “High grade” tumorskog pupljenja (=10 pupoljaka) je statisticki znacajno

¢esc¢a kod tumora sa prisutnim mucinom u tumoru (23.2%) (hi-kvadrat=3.833, p=0.050).

Tabela 32. 2 - test: Tumorska angiogeneza / prisustvo mucina u tumoru

NEOANGIOGENEZA

MUCIN U Tu <medijane >medijane Ukupno
n % n % n %
Ne 45 81.8 40 85.1 85 83.3
Da 10 18.2 7 14.9 17 16.7
Ukupno 55 100 47 100 102 100

Ne postoji statisticki znacajna povezanost izmedju angiogeneze i prisustva mucina u

tumoru (Hi- kvadrat=0.197, p=0.657).
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Tabela 33. 2 - test: tumorsko pupljenje / stepen ekspresije CD105 u KS Tu

TUMORSKO PUPLJENJE

EKSPRESIJA 0.9 liak 10 ke Uk
-9 pupoljaka > upoljaka upno
CD 105 pupol] pupol p
n % n % n %
Negativna 18 39.1 24 42.9 42 41.2
Umerena 21 457 21 37.5 42 41.2
Izrazena 7 15.2 11 19.6 24 17.6
Ukupno 46 100 56 100 102 100

Ne postoji statisticki znacajna povezanost izmedu intenziteta tumorskog pupljenja i

ekspresije CD 105 na endotelnim ¢elijama krvnih sudova (Hi-kvadrat=0.773, p=0.679).

Tabela 34. %2 - test: Tumorska angiogeneza / stepen ekspresije receptora CD105

u KS tumora
NEOANGIOGENEZA
EKSPRESIJA B
<medijane >medijane Ukupno
CD 105
n % n % n %
Negativna 26 47.3 16 34.0 42 41.2
Umerena 25 455 17 36.2 42 41.2
Izrazena 4 7.3 14 29.8 18 17.6
Ukupno 55 100 47 100 102 100

Postoji statisticka povezanost izmedu visokog stepena angiogeneze i ekspresije

Endoglina CD105 na povrsini EC (Hi-kvadrat=8.888, p=0.012). Ekspresija endoglina je veéa

kod KRK koji imaju visoki stepen angiogeneze (29.8%).
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Tabela 35. 2 - test: tumorsko pupljenje / stepen angiogeneze u tumoru

TUMORSKO PUPLJENJE

ANGIOGENEZA

0-9 pupoljaka >10 pupoljaka Ukupno
U TUMORU PupeY puped P
n % n % n %
Manja od medijane 32 69.6 23 41.1 55 53.9
Vec¢a od medijane 14 30.4 33 58.9 47 46.1
Ukupno 46 100 56 100 102 100

Ucestalost “High grade” tumorskog pupljenja (>10 pupoljaka) je statisti¢ki znacajno
veca kod izrazene angiogeneze, gde je broj KS veci od medijane (58.9%) (Hi-kvadrat=8.253,
p=0.004).
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Tabela 36. Tabelarni prikaz dobijenih p vrednosti na osnovu uradenog x2 - testa i
Fiserovog testa tacne verovatnoce (F), za Sve posmatrane parametre u odnosu na broj

tumorskih pupoljaka kod KRK.

Posmatrani parametar p vrednost
Starost 0.937
Pol 0.836
Veli¢ina (F) 0.193
Lokalizacija 0.833
Dubina invazije (F) 0.088
Stadijum tumora 0.006
Histoloski gradus 0.007
Nacin rasta 0.353
Invazija limfatika 0.004
Invazija vena 0.006
Perineuralna invazija 0.002
Metastaze u limfnim nodusima 0.020
Metastaze u udaljenim organima (F) 0.225
Nekroza 0.574
Limfocitna infiltracija 0.934
Prisustvo mucina u tumoru 0.050
Ekspresija CD 105 0.679
Angiogeneza u tumoru 0.004

Iz tabele se vidi da je na osnovu %2 - testa nadeno da postoji statisticki znacajna
povezanost izmedu “High grade” tumorskog pupljenja sa jedne strane i histoloskog gradusa,
invazije limfatika, invazije vena, perineuralne invazije, metastaza u regionalnim limfnim

nodusima, prisustva mucina i stepena angiogeneze u tumoru sa druge strane.
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Tabela 37. Tabelarni prikaz dobijenih p vrednosti na osnovu uradenog x2 - testa i
Fiserovog testa tacne verovatnoce (F), za sve posmatrane parametre u odnosu na intenzitet

angiogeneze kod karcinoma debelog creva.

Posmatrani parametar p vrednost
Starost 0.487
Pol 0.965
Veli¢ina (F) 0.134
Lokalizacija 0.100
Dubina invazije (F) 0.256
Stadijum 0.107
Histoloski gradus 0.097
Nacin rasta 0.368
Invazija limfatika 0.033
Invazija vena 0.128
Perineuralna invazija 0.505
Metastaze u limfnim nodusima 0.513
Metastaze u udaljenim organima (F) 0.195
Nekroza 0.888
Limfocitna infiltracija 0.152
Prisustvo mucina u tumoru 0.657
Ekspresija CD 105 0.012
Tumorsko pupljenje u tumoru 0.004

Iz tabele se vidi da je na osnovu %2 - testa nadeno da postoji statisticki znacajna
povezanost izmedu visokog stepena angiogeneze sa jedne strane i invazije limfatika,
stepena ekspresije CD 105 , kao i “High grade” tumorskog pupljenja u tumoru sa druge

strane.
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ANALIZA PREZIVLIAVANJA

Vreme pracenja ispitanika iznosilo je 7 godina. Od ukupno 102 ispitanika, 35 (34.3%)
ispitanika je period pracenja zavrsilo smrtnim ishodom, dok je 62 (60.8%) bilo cenzorisano.
Za 5 (4.9%) ispitanika nedostaju podaci o njihovom statusu na kraju pracenja, koji su
posledica nemoguénosti pracenja, verovatno usled odlaska u drugu zemlju.

Prose¢no vreme od momenta utvrdivanja dijagnoze do nastanka smrti iznosilo je 4.9

godina sa 95% intervalom poverenja od 4.3 do 5.4 godine.

Dijagram 1. Funkcija nastanka smrti kod ispitanika
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Dijagram 2. Funkcija hazarda (relativnog rizika) za ishod od interesa (smrt)
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Tabela 38. Univarijantni i multivarijantni Koksov regresioni model

Univarijantni Koksov regresioni Multivarijantni Koksov regresioni

model model
HR 95%ClI p HR 95%ClI p
Metastaze 4.249 2.125-8.493 <0.001 3.831 1.841-7.970 <0.001

Br.tumorskih pupoljaka  1.066  1.015-1.119 0.010 1.047 0.999-1.098 0.056

Na osnovu modela ispitivanja prediktora nastanka smrti u univarijantnoj regeresionoj
analizi, statisti¢ki znacajni prediktori su metastaze u udaljene organe, tumorsko pupljenje,
i invazija tumora u okolne organe.
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Multivarijantnom regresionom analizom dobijeno je da su nezavisni prediktori
nastanka smrti kod pacijenata sa karcinomom debelog creva metastaze u udaljene organe i
tumorsko pupljenje. Pacijenti sa metastazama imaju 3.831 puta veéu Sansu za nastanak

smrti u odnosu na pacijente bez metastaza.
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6. DISKUSIJA

Tumorsko pupljenje je jedan nezavisan faktor prognoze kod karcinoma debelog creva
(6), (168), (179). U mnogim radovima se navodi da uz druge parametre predstavlja faktor
koji ukazuje na agresivnost kolorektalnih karcinoma (KRK) (6), (179). U nekim radovima ga
izdvajaju kao najvazniji, a nekada i jedini (6), (117), (127), prediktor za procenu ishoda
pacijenata sa karcinomom debelog creva.

Vecina novijih radova koji ispituju tumorski “budding” uglavnom se bave njegovom
korelacijom sa faktorima koji upuéuju na agresivnu prirodu karcinoma (invazija limfatika,
invazija vena, perineuralna invazija itd.) i njegovim uticajem na prezivljavanje (127).

Tumorsko pupljenje (“budding”) je aktulelna tema koja se naSla kao predmet
istrazivanja u 16 940 radova koji su objavljeni na PubMed — U.S. National Library of
Medicine. Ovaj broj je neosporan dokaz da je pupljenje kod razliitih vrsta tumora u zizi
interesovanja brojnih istrazivaca.

Tumorska angiogeneza (neoangiogeneza) predstavlja proces nastanka novih KS u
samom tumoru i njegovoj blizoj okolini, koji je sinhron i neodvojiv od same tumorogeneze.
Angiogeneza u tumoru je postala veoma aktuelna tema brojnih istrazivackih radova, jer je ve¢
nekoliko istraZivaca postavilo hipotezu da ukoliko bude moguce delovati na KS u tumoru i
izazvati njihovu regresiju, to bi moglo dovesti do regresije i eventualnog nestanka tumora. U
najmanju ruku, moglo bi do¢i do usporavanja rasta tumora, smanjenja simptoma i tegoba
neoplasti¢nog sindroma, poboljSanja kvaliteta zivota pacijenata. Takode se imunska terapija
na receptore KS moze iskoristiti za unistavanje preostalih ¢elija tumora nakon operacije ¢ime
bi se mogle poboljsati Sanse za dugoroc¢no prezivljavanje onkoloskih pacijenata.

Sama cCinjenica da i ove oblasti postoji veliki broj radova na internetu (81 173
objavljenih radova na PubMed — U.S. National Library of Medicine), govori da je ova tema
jako aktuelna.

lako je glavni cilj ovog rada bio pre svega ispitati povezanost (korelaciju) izmedu
broja tumorskih pupoljaka i stepena neoangiogeneze, kao i njihov moguci prediktorni uticaj
na ishod pacijenata sa karcinomom debelog creva, takode su analizirani svi pojedinacni
parametri koji se rutinski beleze kod KRK i za svaki od njih je ispitana statisticka znacajnost

u odnosu na broj tumorskih pupoljaka i tumorsku angiogenezu.
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6.1. STAROSNA DISTRIBUCIJA KARCINOMA DEBELOG CREVA | NJEN
ODNOS PREMA BROJU TUMORSKIH PUPOLJAKA | NEOANGIOGENEZI

Kolorektalni karcinomi (KRK) se javljaju uglavnom iza 40. godine zivota. Broj naglo
pocinje da raste iza 50. godine, dok se najveéi broj pacijenata nalazi u grupi izmedu 60 i 80
godina zivota (180), (181). Stopa ucestalosti ovih karcinoma je 50 puta veca kod pacijenata
izmedu 60 i 80 godina nego kod mladih od 40 godina zivota (180). U ekonomski razvijenim
zemljama, karcinom debelog creva je najucestaliji oko 65. godine starosti. Osim toga,
incidenca progresivno raste sa porastom godina Zivota (2). Samo oko 8% (182) do 20% (4)
karcinoma pojavljuje se kod mladih od 50 godina, i to u zemljama sa visokim rizikom (183).

Iz Grafikona 1. se vidi da je 22,5% pacijenata bilo u grupi do 60 godina starosti. U
grupi od 60-79 godina je bilo 62.7%, dok je u grupi preko 80 godina bilo oko 15% pacijenata.

Karcinomi debelog creva, koji se nekada mogu naéi i kod mladih ljudi, obi¢no su
povezani sa nekim karcinomskim sindromom kao $to su: porodi¢ni adenomatozni polipozni
sindrom (FAP), juvenilna polipoza sindrom, nasledni nepolipozni kolorektalni karcinom
sindrom (HNPCC) i drugi, medutim 0vO istrazivanje je vrSeno samo na klasi¢nim
karcinomima debelog creva, dok su sli¢ni sindromi 1 stanja, koji mogu dovesti do karcinoma
debelog creva kod mladih iskljuceni iz istrazivanja (3).

Najmladi pacijent sa karcinomom debelog creva imao je 38 a najstariji 92 godine
starosti. ProseCna starost pacijenata za ispitanu grupu (aritmeticka sredina) bila je 67.6
godina, medijana 68.00, a standardna devijacija 10.925, Sto ukazuje da je starosna distribucija
prili¢no ujednacena.

U ovom istrazivanju samo su dva pacijenta bila mlada od 40 godina zivota, medutim,
u skora$njim istrazivanjima se uoc¢ava da se karcinom debelog creva pojavljuje sve cesce i
kod mladih osoba (184), (185). U USA karcinom debelog creva je medu prvih 10 maligniteta
koji se pojavljuju kod mladih osoba, starosti izmedu 20 i 49 godina (186).

Olewniczak i sar. tvrde da se stepen angiogeneze povecava sa staroS¢u pacijenata
(187).

U radovima koji su objavljeni na ovu tematiku nema puno podataka da godine,
odnosno starosna dob pacijenata, uti¢u na tumorsko pupljenje i angiogenezu, kao ni da su na
primer karcinomi kod starijih ili mladih ljudi agresivniji.

U ovom radu ispitana je zastupljenost ,,High grade* i ,,Low grade“ tumorskog

pupljenja karcinoma debelog creva u okviru razli¢itih starosnih grupa (Tabela br. 1.), pri
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cemu se doslo zakljucka da ne postoji statistiCka znaCajna povezanost izmedu starosti
pacijenata i intenziteta tumorskog pupljenja (p=0.937).
Stepen tumorske angiogeneze takode statisticki nije povezan sa staroS¢u pacijenata,

pri ¢emu je nivo znacajnosti za ovu varijablu p=0.487.

6.2. POLNA DISTRIBUCIJA KARCINOMA DEBELOG CREVA | NJEN
ODNOS PREMA BROJU TUMORSKIH PUPOLJAKA | NEOANGIOGENEZI

Ispituju¢i polnu distribuciju ispitanika dolazi se do zaklju¢ka da je incidencija
karcinoma debelog creva bila za oko 20% veéa kod muskaraca (59.8%) nego kod zena
(40.2%) (Grafikon 2), Sto se podudara sa podacima iz literature gde se navodi da muskarci za
20% ¢esce dobijaju karcinom kolona od Zena (4), (117), (129).

Interesantno je navesti da se u jednom radu japanskih istraziva¢a multivarijantnom
analizom zenski pol, uz “high grade” tumorski “budding”, navodi kao bitan prediktor za
nastanak limfonodalnih metastaza (188).

Manjula i sar. u svome radu tvrde da je muski pol ¢eS¢e udruzen sa nastankom
metastaza u regionalim limfnim nodusima kod KRK (189).

U literaturi o angiogenezi nema mnogo podataka o uticaju pola na stepen angiogeneze
kod malignih tumora.

U naSem radu, na osnovu Tabele 4, i rezultata y2 — testa, se vidi da ne postoji
statisticka znacajnost u distribuciji tumorskog pupljenja u odnosu na pol pacijenata
(p=0.836), kao ni prema stepenu angiogeneze u odnosu na pol, kod karcinoma debelog creva
(p=0.965).

6.3. DISTRIBUCIJA KARCINOMA NA OSNOVU NAJVECEG DIJAMETRA
KARCINOMA | NJEN ODNOS PREMA BROJU TUMORSKIH PUPOLJAKA |
STEPENU NEOANGIOGENEZE

Obzirom da se u ovom istrazivanju ne nalaze karcinomi koji su dijagnostikovani
ranom kolonoskopskom dijagnostikom i odstranjeni polipektomijom, nego su svi odstranjeni
operativnim putem, oni su relativno velikih dimenzija.

U radovima stranih autora najces¢e se dijametar karcinoma razvrstava na <5cmi >5

cm (117), medutim, posto smo primetili da se najveci broj karcinoma nalazi u zoni dijametra

97



do 5 cm, odluceno je da se dijametar karcinoma razvrsta na nekoliko grupa sa slede¢im
intervalimaod: <2,2-51>5 cm.

Karcinomi debelog creva u odnosu na dijametar (precnik) ravrstani su u sledece

grupe:
1. <2 cm 0.9 %
2. 2-5 cm 56.9 %
3. >5 cm 42,2 %

Iz rezultata ovog rada (Grafikon 3) moze se videti da je naveci broj karcinoma bio
dijametra izmedu 2 i 5 cm (56.9%), i > 5 cm (42.2%), pa se da zakljuciti da su karcinomi u
momentu operativnog tretmana bili uglavnom veéih dimenzija. Samo 1.1% karcinoma je bilo
manje od 2 cm. U radovima koji opisuju ta¢nu dimenziju tumora navodi se da je prosecna
dimenzija karcinoma bila 2,28 cm (131), 2,5 cm (6), 5,2 cm (127), 6,0 cm (168).

U ovom radu prosecna veli¢ina karcinoma je bila 4.8 cm pri ¢emu je meren
makroskopski jasno uoc€ljiv najveéi dijametar tumora.

Neki autori veli¢inu tumora odreduju po dubini invazije tumora u zid debelog creva u
skladu sa TNM Kklasifikacijom, dele¢i veli¢inu tumora na sledeé¢e grupe: T1, T2 i T3. T1 je
invazija tumora u submukozu, bez zhvatanja I. muscluaris mucosae, T2 pretstavlja Sirenje
tumora u laminu muscularis, dok T3 podrazumeva ulazak u okolno masno tkivo. U naSem
radu smo veli¢inu tumora (veéi dijametar) merili u centimetrima, dok smo dubinu invazije
odvojeno ispitivali, a dobijene rezultate smo prikazali u Grafikonu 14. i Tabelama br 9. i 10.
(190), (191).

Gasparini 1 sar. u svom radu tvrde da veli¢ina tumora, uz MVD, invaziju limfatika,
p53 i c-erbB-2 ekspresiju, uti¢u na duzinu perioda bez pojave recidiva nakon operacije, kao i
na prezivljavanje (190).

Takebayashi sa saradnicima nalazi da je tumorska angiogeneza viSe izrazena kod
tumora veéeg dijametra, i tumora koji prodiru u dublje slojeve zida debelog creva. On je
grupisao veli¢inu tumora u sledece kategorije: 1-3 cm, 3-5 cm, 5-7 cm i viSe od 7 cm, pri
¢emu su dosli do zakljucka da je sa porastom dijametra doslo i do prilicno srazmernog
povecanja broja novonastalih tumorskih KS, pri ¢emu su detekciju EC vriili bojenjem
polikonalnim antitelom na antifaktor VIII (192). Univarijantnom analizom takode dokazuju
da je velicina tumora, histoloski tip, invazija limfatika, venska angioinvaziju, stadijum

tumora po Dukes-u, MVD uti¢u na prezivljavanje pacijenata, dok multivarijantnom analizom
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se visok stepen angiogeneze odvaja od ostalih kao samostalan i nezavistan prediktor
prezivljavanja pacijenata (192).

Xiangming i sar. navode da veli¢ina tumora korelira Sa brojem novonastalih sitnih
tumorskih krvnih sudova (MVD-micro vascular density) (193). Sli¢no tvrde i Mohammed i
Olewniczak ali za invazivne karcinome dojke (187), (194).

Iz Tabele 4. se da zakljuciti da se u uzorku uglavnom nalaze maligni tumori debelog
creva, koji su veci od 2 cm (99.1%). Od toga 42.2% su veci od 5 cm, u vecem dijametru.
Distribucija veli¢ine tumora u odnosu na tumorsko pupljenje je slicna u grupama 0-9
pupoljaka i >10 pupoljaka.

Sto se ti¢e tumorske angiogeneze, tumori iz grupe 2-5 cm, imaju niZi stepen
neoangiogeneze, dok oni iz grupe preko 5 cm, imaju nesto veéi stepen angiogeneze u tumoru.

Zbog ogranicenja koje se pojavljuje usled veéeg broja grupa i nedovoljnog broja
pacijenata za posmatranu varijablu, statisticka analiza Hi-kvadrat testom nije mogla da se
odradi, pa je raden Fisher-ov test egzaktne verovatnoce.

Ne postoji povezanost izmedu veli¢ine tumora i tumorskog pupljenja prema
Fisherovom testu ta¢ne verovatnoce (p=0.193).

Prema Fisher-ovom testu ta¢ne verovatnoce ne postoji povezanost izmedu veli¢ine

tumora i angiogeneze (p=0.134).

6.4. DISTRIBUCIJA KARCINOMA PO SEGMENTIMA DEBELOG CREVA
(LOKALIZACIJI1) | NJEN ODNOS PREMA BROJU TUMORSKIH PUPOLJAKA 1|
NEOANGIOGENEZI

U ovom istrazivanju je nadeno da je distribucija karcinoma po segmentima debelog
crijeva sledeca:

1. Cekum i ascendentni kolon su zahvaceni u 24.5% slucajeva (14.3% (131), oko
25% slucajeva (2), (4));

2. Transverzum 12.7% (12.5% (131), 25% (4));

3. Descendens 14.7% (5.4% (131));

4. Rektosigmoideum 48.0% (67,9% (131)).

U vecini radova iz anglo-saksonske literature se karcinomi kolona dele na karcinome
levog i desnog hemikolona, (168), (129). Pri tome Cesto se ne navode podaci za transverzum,

koji se deli izmedu karcinoma desnog i levog hemikolona, a rekto-Sigmu svrstavaju u

99



karcinome levog hemikolona. Takode se u levi hemikolon ubrajaju i karcinomi gornjeg
rektuma pa se i u literaturi i referencama ¢esto pojavljuje termin - kolorektalni karcinomi (3),
(129), (168), (182). 1z tog razloga je u nasem radu nepotpun komentar o distribuciji
karcinoma na osnovu lokalizacije, jer se pravi statisti¢ki podaci o zastupljenosti karcinoma po
segmentima debelog creva, na nac¢in kojim smo ih mi razvrstali, ne navodi.

U literaturi se navode podaci da se karcinomi levog kolona ¢esce javljaju kod starijih
muskaraca (40% levi kolon, 30% desni kolon i 30% rektum), dok se karcinomi desnog
kolona ¢esce pojavljuju kod Zena (40% desni kolon, 30% levi kolon, 30% rektum) (182).

Machado i sar. navode da je kod ranih T1 karcinoma rektalna lokalizacija, prediktor
za nastanak regionalnih limfonodalnih metasaza kod KRK (195).

¥2 - testom testom ne nalazi statisticCka znacajnost u distribuciji “High grade”
tumorskog pupljenja (p=0.833) i visokog stepena neoangiogeneze (p=0.100) u odnosu na
lokalizaciju KRK. 1z Tabele br. 8. se vidi da je visi stepen angiogeneze nesto veci kod

karcinoma descendentnog dela debelog creva.

6.5. DISTRIBUCIJA KARCINOMA NA OSNOVU DUBINE INVAZIJE U ZID
DEBELOG CREVA I NJEN ODNOS PREMA BROJU TUMORSKIH PUPOLJAKA |
NEOANGIOGENEZI

Kategorizacija karcinoma na osnovu dubine invazije se u sustini poklapa sa
kategorizacijom stadijuma KRK po TNM Kilasifikaciji. Na osnovu ove Klasifikacije, dubina

invazije tumora u okolno tkivo se deli na Cetiri grupe:

1. T1 - kada tumor invadira submukozu a ne ulazi u laminu muskularis propriju;
2. T2 - kada tumorsko tkivo ulazi u misi¢ni sloj tj. laminu muscularis;
3. T3 - oznaCava da tumor probija laminu muskularis, ulazi u subserozu i ne

peritonealiovano okolno masno tkivo;
4. T4 - kada tumor invadira slobodnu serozu i okolne organe.

Dubina invazije se u radu Nakasakija i sar. pominje kao statisticki povezana sa
stepenom angiogeneze (196). Almangush i sar. navode da su dubina invazije (>4 mm) i
tumorsko pupljenje (>5 pupoljaka) udruzeni sa lo§ijom prognozom kod skvamocelularnih

karcinoma jezika (197). Dubina submukozne invazije koja je veéa od 1000 um, kod KRK se
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navodi kao nezavisan prediktor za nastanak metastaza u regionalnim limfnim nodusima
(198). U istom radu se navodi da je i tumorsko pupljenje takode nezavisan prediktor za
pojavu metastaza u limfnim ¢vorovima.

Yoshaida tvrdi da dubina invazije, dublje od spoljasnje ivice lamine muscularis
proprije, kod karcinoma rektuma i sigme, predstavlja znacajniji prognosticki faktor od
histoloske grade, invazije limfatika, invazije KS, metastaza u LC i tumorskog pupljenja
(199).

Sa druge strane Gulluoglu tvrdi da veli¢ina tumora i dubina invazije u submukozu
nisu statistiCki povezani sa nastankom metastaza u regionalnim limfnim ¢vorvima, dok
tumorsko pupljenje jeste (200).

Koreanski istrazivac¢i Jung i sar. tvrde da broj mikro KS u tumoru korelira sa
aspolutnom dubinom invazije KRK (201).

U naSem istrazivanju nismo imali ni jedan tumor iz grupe T1, tj. svi tumori su u
momentu dijagnostike ve¢ dospeli do lamine muscularis proprije. U grupi T2 je bilo 69.6%
tumora, u grupi T3 6.9%, dok je u grupi T4 bilo 3.9% KRK (Tabela br.9.). Na osnovu
opisanog se donosi zakljucak da nije bilo adekvatnog ranog skrininga karcinoma debelog
creva, i da je vec¢ina karcinoma otkrivana u uznapredovalim stadijumima, kada je tumor ve¢i i
invazija tumora u dubinu vise izrazena.

Iz Tabele br. 9. se da zakljuciti da je ve¢ina tumora imala dubinu invazije do u
perikoli¢no masno tkivo (69.6%).

Ne postoji povezanost izmedu dubine invazije tumora i angiogeneze prema FiSerovom
testu tane verovatnoée (p=0.088)

Prema FiSerovom testu tacne verovatnoce Ne postoji povezanost izmedu dubine

invazije tumora i angiogeneze (p=0.256).

6.6. DISTRIBUCIJA KOLOREKTALNIH KARCINOMA NA OSNOVU
STADIJUMA KARCINOMA DEBELOG CREVA | NJEN ODNOS PREMA BROJU
TUMORSKIH PUPOLJAKA

Odredivanje stadijuma, odnosno faze razvoja tumora, odnosi se na klini¢ki stepen

tumorskog rasta i stepen njegovog Sirenja. Precizno odredivanje stadijuma je jako bitno za

razumevanje bioloSkog ponasanja tumora, i to za svaki tumor specificno. Takode, stadijum je
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bitan i za odredivanje adekvatne terapije, koja se moze dosta razlikovati od stadijuma do
stadijuma.

"grading"-a. Jedino kombinacija "gradinga™ i "staging"-a obezbeduje zadovoljavajuéi stepen
tacnosti predvidanja klinickog toka nekog malignog procesa.

Treba napomenuti da klinicko odredivanje stadijuma nije precizna mera stepena
Sirenja maligniteta, jer male metastatske depozite u limfnim ¢vorovima ili organima nije
moguce uvek otkriti.

Odredivanje stadijuma malignih tumora se zasniva na proceni veli¢ine primarne lezije

(dubine invazije), zahvaéenosti regionalnih limfnih nodusa i prisustvu ili odsustvu metastaza.

TNM klasifikacija stadijuma karcinoma debelog creva

Danas je opsteprihvac¢ena TNM klasifikacija koju je prvi usvojio UICC (Uninon
Internacionale Contre le Cancer), nakon ¢ega su je prihvatili i American Joint Committee on
Cancer (AJCC) i International Federation of Gynecology and Obstetrics (FIGO) (202).

U okviru TNM Kilasifikacije (sedma revizija iz 2010. g.): T - oznacava lokalno Sirenje
primarnog tumora, N - ukazuje na stepen Sirenja tumora u regionalne limfne noduse, a M -
ukazuje na prisustvo udaljenih metastaza (202). Po svom prognostickom potencijalu ona je
superiornija od 6. revizije TNM Klasifikacije stadijuma tumora (203).

Vecina tumora ima svoju posebnu, prilagodenu TNM klasifikaciju stadijuma tumora.
Neki tumori nemaju TNM Kklasifikaciju, kao npr. maligni tumori centralnog nervnog sistema.

Tumor (T) - ovaj parametar se procenjuje i kodira TNM sistemom Klasifikacije na
slede¢i nacin:

TX - oznac¢ava da materijal nije adekvatan;

TO - oznacava da tumor u materijalu nije evidentan;

Tis- oznacava tumor “in situ”— tumor se nalazi u okviru epitela, tj. nema proboja
bazalne membrane (prema novijim shvatanjima termin “in situ” bi trebalo izbaciti);

T1- kada tumor invadira submukozu a ne ulazi u laminu muskularis propriju;

T2 - kada tumorsko tkivo prolazi kroz laminu muskularis propriju u mukozu i misi¢ni
sloj;

T3 - ozacava da probija laminu muskularis, ulazi u subserozu ili u ne
peritonealizovano okolno masno tkivo;

T4a - kada invadira slobodnu serozu tj visceralni peritoneum,
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T4b - tumor ulazi u okolne organe.

Nodus (N) - zahvacenost limfnih ¢vorova je po nekima najvazniji pojedinaéni
indikator prognoze. Verovatnoca izleCenja se smanjuje sa povecanjem broja invadiranih
limfnih nodusa. U TNM sistemu klasifikacije za noduse se primjenjuju sledece oznake:

NX - oznaCava da u dobijenom materijalu nema limfnih ¢vorova ili da je dobijeno
neodgovarajuce tkivo;

NO - oznacava da nisu nadene metstaze u izdvojenim limfnim ¢vorovima;

N1 - prisutne metastaze u 1-3 limfna ¢vora;

. Nla metastaze u 1 ragionalnom limfnom ¢voru
. N1b metastaze u 2-3 regionalna limfna ¢vora

N2 - prisutne metastaze u 4 i viSe limfnih ¢vorova

o NZ2a metastaze u 4-6 ragionalnih limfnih ¢vorova
. N2b metastaze u viSe od 7 ragionalnih limfnih ¢vorova

Metastaza (M) - predstavlja pojavljivanje sekundarnih karcinomskih depozita u
udaljenim organima.

MO - oznacava da nisu evidentne metastaze,

M1 - prisutne udaljene metastaze.

. M1la metastaze koje su ograni¢ene na jedan organ
. M1b metastaze koje se nalaze na dva razlicita organa ili/i na peritoneumu

Posto je klasifikacija karcinoma u prate¢oj dokumentaciji naSeg materijala bila
uradena na osnovu TNM sistema klasifikacije po stadijumima, mi smo je prihvatili i u naSem
istrazivanju.

Danas se u radovima i istrazivanjima koji se bave prognozom KRK koristi podela

tumora na Cetiri stadijuma.
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Tabela 39. Uprostena TNM klasifikacija

TNM Kiasifikacija (American Joint Committee on Cancer (AJCC))
TNM stadijum T N M
tumora
Stadijum | T1 NO MO
T2 NO MO
Stadijum Il T3 NO MO
T4 NO MO
Stadijum I T1, T2 N1 ili N2 MO
T3, T4 N1 ili N2 MO
Stadijum IV Bilo koji T Bilo koji N M1

U nasem istrazivanju, koje ima ograniceni uzorak, smo takode koristili ovu uprostenu
TNM podelu, jer bi teSko bilo izvesti statistiCke analize na klasicnoj TNM podeli stadijuma,
koja ima mnogo odvojenih podgrupa.

Najveci broj karcinoma debelog creva bio je u III stadijumu (39.2%) i II stadijumu
(30.4%). Takode, veliki broj pacijenata je bio sa udaljenim metastazama (IV stadijum)
16.7%. U | stadijumu je bilo 13.7% karcinoma, Sto implicira da je rana dijagnostika i skrining
karcinoma debelog creva bila nedovoljno zastupljena.

Danas postoje i delimi¢no se koriste i druge klasifikacije stadijuma tumora, od kojih
su najpoznatije Dukes-ova Klasifikacija i Astler-Coller klasifikacija.

Posto je stadijum tumora po nekim autorima najpreciznija metoda za odredivanje
prognoze malignih tumora, ispitivali Smo povezanost izmedu intenziteta tumorskog pupljenja
i stadijuma karcinoma debelog creva. Ocigledno je logicno bilo naci ve¢i broj tumorskih

pupoljaka u uznapredovalim stadijumima karcinoma debelog creva.
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Pojedini autori navode takve rezultate. U svome istrazivanju Park i sar. dolaze do
zakljucka da postoji statistiCki znaCajna povezanost izmedu povecanja broja tumorskih
pupoljaka i rastuceg stadijuma po TNM ili Dukes-u (5).

Hase i sar. u svome radu dokazuju da incidenca “high grade” tumorskog pupljenja
raste sa povecanjem stadijuma po Dukes-u (119).

Ueno i Lugli u svojim radovima opisuju tumorsko pupljenje kao obecavajuci
parametar kod karcinoma debelog creva i rektuma, koji bi trebalo dodati aktuelnom sistemu
odredivanja gradusa u vidu prognostickog skora (kao npr. Gleason skor kod karcinoma
prostate), koji bi uz stadijum tumora, za koji navode da nije dovoljno snazan kao pojedinacni
prediktor, pomogao boljem odredivanju moguceg ishoda ovakvih pacijenata (41), (204),
(205).

Takode, Choi i sar. na osnovu istrazivanja u svom radu tvrde da tumorsko pupljenje
uz odredivanje tumorskog stadijuma moze bolje predvideti petogodisnje prezivljavanje nego
samo odredivanje tumorskog stadijuma (130).

Hase i sar. misle sli¢no, navode¢i da je tumorsko pupljenje ceS¢e u uznapredovalijim
stadijumima po TNM (119).

Neki autori se ne slazu sa uvodenjem dodatnih parametara u sistem odredivanja
stadijuma po TNM, smatraju da je on najvazniji za odredivanje terapije i u Savremenoj
proceni prognoze, te da se treba boriti za njegov integritet (206).

U nekim radovima, analiza tumorskog pupljenja svodi se na odredivanje prisustva ili
odsustva tumorskih pupoljaka (130). Medutim, veliki broj radova zasniva se na podeli broja
tumorskih pupoljaka koju je ustanovio Ueno i sar. (7), (204), (205), na tzv. BD1 (odsustvo ili
nizak nivo pupoljaka, <10) i BD2 grupu (srednji i visok nivo, tj. >10 pupoljaka), koja se
smatra za statisticki znacajnu grupu (7), (117).

“High grade”, odnosno visok nivo tumorskog pupljenja, u ovoj studiji, naden je kod
54.9% karcinoma debelog creva. U stranim radovima, “high grade” tumorsko pupljenje
nalazi se u 20% (117), 25.6% (119), 30.1% (7), 40.4% (129), ispitanih karcinoma debelog
creva.

Visok stepen “high grade” tumorskog pupljenja delimi¢no bi mogao da se objasni i
paralelnim prisustvom visokog procenta invazije limfatika, venske angio-invazije i
perineuralne invazije, §to upucuje da je u obradenom materijalu ovog rada, iz nekih razloga,

bio veci broj agresivnijih karcinoma debelog creva.

105



Takode, karcinomi u momentu postavljanja dijagnoze bili su uglavnom vecih
dimenzija, sa relativno visokim procentom lokalnih i udaljenih metastaza, Sto ostavlja prostor
za kalkulaciju da je karcinom u toku svoje geneze imao vise vremena da razvije agresivnije
klonove tumorskih éelija.

Znaju¢i da je za genezu karcinoma debelog creva potrebno nekoliko godina, moze se
reci da je jednim delom za nastanak karcinoma debelog creva odgovoran stres, na¢in ishrane i
mozda zraCenje kojem su pacijenti bili izloZeni u prethodnom periodu, tokom rata i
bombardovanja u Bosni i Hercegovini i na Kosovu i Metohiji.

U naSem radu, na osnovu uradenog Hi-kvadrat testa nalazimo da postoji statisticki
znacajna povezanost izmedu “High grade” tumorskog pupljenja i TNM stadijuma tumora
(p=0.006).

Ne postoji statistiCki znacajna povezanost izmedu angiogeneze i stadijuma tumora

(Hi- kvadrat=6.091, p=0.107).

6.7. DISTRIBUCIJA KARCINOMA NA OSNOVU HISTOLOSKOG
GRADUSA TUMORA (STEPENA DIFERENTOVANOSTI) I NJEN ODNOS PREMA
BROJU TUMORSKIH PUPOLJAKA | NEOANGIOGENEZI

"Grading" predstavlja odredivanje histoloSkog gradusa (stepena diferentovanosti)
karcinoma debelog creva.

Diferentovanost podrazumeva stepen slicnosti (morfoloske 1 funkcionalne)
parenhimskih ¢elija tumora i tkiva od koga tumor potice. Dobra diferentovanost podrazumeva
izrazenu slicnost sa normalnim tkivom, a slaba, malu slicnost - do nivoa nemoguénosti
odredivanja porekla tumora.

"Grading" adenokarcinoma kolona prema stepenu diferencijacije na osnovu American
Joint Committee on Cancer (AJCC) (2):

1. Dobro diferentovani - G I ili nizak gradus (“Low grade”) (20%) - koji su gradeni od
zlezda sa pravilnim, ujednac¢enim i bazalno postavljenim jedrima, kada postoji jasna slicnost
sa tubularnim polipima debelog creva;

2. Srednje diferentovani - G 11 ili umereni/srednji gradus (“Moderate grade”) (60%) -
koji imaju donekle nepravilne Zlezde, koje se jasno raspoznaju. Jedra su velika i nisu sva

bazalno postavljena.
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3. Slabo diferentovani - G Il ili visoki gradus (“High grade”) (20%) - Zlezde su
izrazito nepravilne i nekada neprepoznatljive. Ukoliko se u jednom karcinomu nalaze dve
zone koje su razli¢itog stepena diferentovanosti, onda se u obzir uzima onaj losije
diferentovani deo tumora. Neorganizovane Zlezde, koje se mogu videti na frontu invazivne
linije tumora, su pokazatelj loSe / slabe diferencijacije.

4. Nediferentovani G IV - kada se na osnovu histoloskog pregleda ne moze reci da li
se uopste radi o karcinomu ili nekom drugom tumoru debelog creva.

Neki autori koriste uprostenu ACS (American Cancer Society) Klasifikaciju, koja je
zvanicna i aktuelna, na osnovu koje su karcinomi debelog creva razvrstani na “low grade”
(G1 i G2) i “high grade” (G3 i G4) karcinome (7), (207), (208), (209), (210). Ova
klasifikacija viSe se primenjuje za odredivanje gradusa, ne samo kod karcinoma debelog
creva ve¢ 1 kod karcinoma koze, grlica materice itd.

Evaluacija gradusa (“grading”) zasniva se na subjektivnoj proceni i iskustvu patologa,
ali se ipak postize potreban nivo reproducibiliteta. Gradus je usko povezan sa prognozom,
medutim nije dovoljno ¢vrst kao nezavistan faktor prognoze i od drugostepenog je znacaja u
odnosu na stadijum (*staging”).

Yamauchi i sar. u svome radu tvrde da slaba histoloSka diferencijacija izdvojena kao
statisti¢ki znacajno povezana sa nastankom metastaza u limfnim nodusima (211). Betge i sar.
tvrde da je histoloski gradus i invazija limfatika statisticki povezana sa High grade tumorskim
pupljenjem (212).

U naSem radu 17.6% karcinoma debelog creva su imali histoloski gradus G1, 63.7%
G2,118.7% G3, sto se donekle poklapa sa podacima iz literature (2), (207).

Newland i sar. u svome radu iz 1981. g. koji je uraden na uzorku od 503 KRK, nalaze
da je G1 bio zastupljen 11.3%, G2 — 60.1% i G3 — 28.6%, $to se prili¢no podudara sa nasim
rezultatima. Oni takode navode da “High grade” histoloski gradus (G3) ima znacajnije loSiju
prognozu i kraée prezZivljavanje, nego G1 i G2. Takode ukazuju da je TNM Kklasifikacija
stadijuma tumora moc¢nija metoda za procenu prezivljavanja od Dukes-ove klasifikacije
(213).

Kim i sar. u svome radu primenjuju metodu odredivanja gradusa po broju loSe
diferentovanih klastera (PDC - “Poorly differentiated clusters™), ¢ija je metodologija procene
donekle razli¢ita u odnosu na procenu klasicnog histoloskog gradusa. Oni navode da je
zastupljenost G1 gradusa u njihovom uzorku bila 42.3%, G2 28.9% i G3 28.9%. Ukazuju da

postoji povezanost izmedu PDC histoloskog gradusa i TNM stadijuma, limfovaskularne
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invazije, standardnog gradusa i tumorskog pupljenja. Takode tvrde da je ovako odreden
gradus nezavistan prognosticki faktor za duzinu prezivljavanja (214).

Slicano ovome tvrdi i Barresi sa sar. da tumorski gradus koji se odreduje po broju lose
diferentovanih klastera (regiona) je reproducibilniji, daje bolju prognosticku stratifikaciju
prezivljavanja pacijenata sa KRK u pTNM stadijumu I, nego odredivanje konvencionalnog
gradusa (215).

Raggiani i sar. ukazuju da je veliki broj lose diferentovanih klastera statisti¢ki
povezan sa invazijom limfatika, invazijom vena i nastankom metastaza (216).

Sto se tiGe tumorske neoangiogeneze nema mnogo radova koji dovode u vezu
histoloski gradus i angiogenezu. U svome radu Ingaleshwar i sar. navode da medijana MVD
(micro vascular density), odnosno srednji broj sitnih KS, nije statisticki povezana sa
gradusom kod skvamoznih karcinoma usne duplje (217).

Medina i sar. ispitujuci uzroke nastanka perforacije kod karcinoma debelog creva
dolaze do saznanja da Sto je viSi stepen histoloSke diferencijacije tumora to je manje izrazena
angiogeneza u tumoru. Ovo posledi¢no dovodi do manje vaskularizacije i nastanka ishemije a
kasnije i nekroze tumora a i zida debelog creva, Sto izaziva perforaciju (218).

Gois i sar. tvrde da slabo diferentovani karcinomi imaju viSe izrazenu angiogenezu,
nego dobro ili umereno diferentovani karcinomi edometrijuma (219).

U naSem istrazivanju, na osnovu x2 - testa, dobijamo da je ucestalost “High grade”
tumorskog pupljenja (>10 pupoljaka) statisticki znacajno veéa kod tumora sa vecéim
gradusom (p=0.007).

Sto se ti¢e neoangiogeneze, ne postoji razlika u udestalosti stepena angiogeneze

prema histoloskom gradusu tumora kod KRK (p=0.097).

6.8. DISTRIBUCIJA KARCINOMA PO NACINU RASTA I NJEN ODNOS
PREMA BROJU TUMORSKIH PUPOLJAKA

Nacin $irenja tumora u okolno tkivo moze biti (2):

1. Ekspanzivan - kada tumor potiskuje okolno zdravo tkivo, pri ¢emu se jasno odvaja
od njega i nema nepravilne ivice (kao da ima pseudokapsulu);

2. Infiltrativan - kada tumor Siroko, nepravilno urasta u okolno zdravo tkivo,

razdvajajuci ga trakama malignih Celija i zZlezda, praveci nazubljenu ivicu.
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Ekspanzivan rast karcinoma ima povoljniju prognozu, ali ga nalazimo retko u odnosu
na infiltrativan rast (2).

U naSim rezultatima nalazimo da je 93.1 % (93.4% (24), 91% (179), 75.7% (117))
karcinoma imalo infiltrativni naéin rasta u okolno tkivo, Sto se poklapa sa podacima iz
literature.

Wang i sar. tvrde da je infitrativan nacin rasta ¢es¢i kod tumora koji imaju ujedno i
izrazeno tumorsko pupljenje (220).

Infiltrativan nacin rasta, po Losiju i sar., je statistiCki znacajan prediktor za krace
prezivljavanje (221).

Japanski istraziva¢ Masuda navodi da infitrativan patern rasta smanjuje vreme
prezivljavanja pacijenata a Cesto je udruzen sa tumorskim pupljenjem (222).

Manjula i sar. u svome radu navode da infiltrativan nacin tumorskog rasta ¢esce
dovodi do nastanka metastaza u regionalne limfne noduse a time i do kraceg prezivljavanja
pacijenata sa karcinomima debelog creva (189).

Che i sar. navode da naCin tumorskog rasta korelira sa brojem MVD kod ranih
karcinoma zeluca (223).

U svome radu iz 1998. g. Tjalma i sar. nalaze da je broj sitnih KS (MVD) vec¢i, $to je
invazivni rast tumora viSe izrazen (224).

Na osnovu uradenog Hi-kvadrat testa da se zakljuciti da ne postoji statisticki znacajna
povezanost izmedu “High grade” tumorskog pupljenja i tipa rasta tumora (p=0.147).

Takode ne postoji statisticki znaCajna razlika u ucestalosti visokog stepena

angiogeneze u odnosu na nacin rasta tumora (p=0.859).

6.9. DISTRIBUCIJA KOLOREKTALNIH KARCINOMA NA OSNOVU
PRISUSTVA INVAZIJE LIMFATIKA |1 NJEN ODNOS PREMA BROJU
TUMORSKIH PUPOLJAKA

Invazija limfnih sudova je uz limfonodalne metastaze najcesce ispitivan parametar U
vezi sa tumorskim pupljenjem. U mnogim radovima je potvrdeno da visok nivo (*high
grade”) tumorskog pupljenja prethodi i ukazuje na skoro pojavljivanje invazije limfatika (5),
(6), (7), (119), (130), a time i loSiju prognozu jer je invazija limfatika preteca lokalnih a

kasnije i udaljenih metastaza.
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Invazija limfatika se u radovima Koji ispituju ovu tematiku nalazi u 12.5% (131),
17.8% (128), 33% (129), 38% (168), 47.8% (115), 67.9% (127), slucajeva. U nasem radu je
invazija limfatika nadena u 46.1% slucajeva.

Pojedini autori navode da tumorski “budding” ima ja¢i uticaj na nastanak
limfonodalnih metastaza nego invazija limfatika (131), a zajedno imaju vecu specifi¢nost i
pokazuju jacu prediktornu vrednost (6), (131).

U svome radu Kaneko i sar. navode invaziju limfatika kao najjaci prediktor za
nastanak nodalnih metastaza, kod ranih karcinoma debelog creva (225).

Masuda i sar. tvrde da je tumorsko pupljenje kod skvamocelularnih karcinoma pluc¢a
povezano sa invazijom limfatika i nastankom metastaza (222).

Japanci Ogawa i sar. ukazuju da je izrazeno tumorsko pupljenje povezano sa
invazijom limfatika, nastankom metastaza, i da je viSe izrazeno kod nepolipoidnih KRK
(226).

U svome radu Takebayashi i sar. nalaze da visok stepen anigiogeneze korelira sa
pojavom invazije limfatika u tumoru (192).

Tjalma i sar. u svome istrazivanju nalaze da visok stepen angiogeneze kod pacijenata,
sa karcinomom grli¢a materice, ukazuje na krace prezivljavanje. Oni navode da angiogeneza
nije povezana sa invazijom limfatika i invazijom KS, ali ova dva parametra takode, kada su
prisutni, uti¢u na krace prezivljavanje (224).

Ispitujuéi rane karcinome zeluca, Xiangming i sar. dolaze do zakljucka da invazija
limfatika korelira sa MVD (microvascular density) (193).

Mohammed i sar. su 2013. g. ispitivali karcinome dojke i dosli do zakljucka da
limfovaskularna invazija jeste, a MVD nije samostalan prediktor za duZzinu prezivljavanja
kod ovih karcinoma (194).

U naSem radu postoji statisticka povezanost izmedu visokog stepena tumorskog
pupljenja i invazije limfatika (p=0.004). “High grade” tumorsko puljenje je ucestalije kod
tumora kod kojih je prisutna invazija limfatika (58.9%).

Postoji statisticka povezanost izmedju visokog stepena neoangiogeneze i invazije
limfatika (p=0.033). Izrazena angiogeneza je ucestalija kod tumora kod kojih je prisutna

invazija limfatika (57.4%).
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6.10. DISTRIBUCIJA KOLOREKTALNIH KARCINOMA NA OSNOVU
PRISUSTVA VENSKE INVAZIJE | NJEN ODNOS PREMA BROJU TUMORSKIH
PUPOLJAKA | NEOANGIOGENEZI

Zastupljenost venske angioinvazije u razli¢itim radovima jako varira, a u nasem
istrazivanju je bila zastupljena u 11.8% slucajeva, §to se slaze sa podacima koje smo nalazili
u literaturi (12.4% (119), 18.4% (127), 42.2% (7), 45.1% (168), 54.1% (227), 55.4% (131)).

Invazija vena je jedan od parametara koji ukazuje na bioloSku agresivnost tumora
(227), (228). U svome istrazivanju Park i sar. navode da je invazija vena, pored tumorskog
pupljenja statisticki znacajan prediktor za kracée prezivljavanje (5).

Ispituju¢i karcinome debelog creva Takebayashi i sar. navode da visok stepen
anigiogeneze korelira sa invazijom vena u tumoru (192).

Muhammadnejad i sar. navode da visok broj MVD korelira sa vaskularnom invazijom
kod karcinoma dojke i prostate (229).

Nekoliko autora navodi da postoji statisticka korelacija izmedu distribucije tumorskog
pupljenja i venske angioinvazije (7), (129), (130), (168), koja je na osnovu x2 — testa
potvrdena i u naSem radu (p=0.006).

Medutim, u ovom radu nije nadena statistiCka povezanost izmedu visokog stepena

angiogeneze i invazije venskih krvnih sudova (p=0.128).

6.11. DISTRIBUCIJA KOLOREKTALNIH KARCINOMA NA OSNOVU
PRISUSTVA PERINEURALNE INVAZIJE | NJEN ODNOS PREMA BROJU
TUMORSKIH PUPOLJAKA | NEOANGIOGENEZI

Perineuralna invazija u stvari predstavlja invaziju perineuralnih limfnih sudova
karcinomskim ¢elijama. Nema dovoljno radova koji navode podatke koji se odnose na
povezanost tumorskog pupljenja ili angiogeneze, sa jedne strane i perineuralne invazije sa
druge strane.

Betge i sar. navode da TNM stadijum samostalno najpreciznije odreduje prognozu
KRK, medutim, dodatni histopatoloski parametri su potrebni za dobijanje Sire slike 0 tumoru
radi preciznije terapije i boljeg pracenja pacijenata. Drugi prognosti¢ki parametri koji uti¢u
na prognozu ovih karcinoma, naro€ito u ranim stadijumima tumora su invazija limfatika,

invazija KS, perineuralna invazija i tumorsko pupljenje (230).
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U svome radu Zhou i sar. navode da ukoliko je prisutna perineuralna invazija,
prognoza prezivljavanja pacijenata je loSija. Stadijum tumora ima osvedocen prognosticki
potencijal ali navode da PNI moze pomo¢i u prognostickoj stratifikaciji izmedu karcinoma
koji su u Il'i 11l stadijumu (231).

Xu i sar. u svojoj studiji ispituju faktore koji uticu na prognozu karcinoma debelog
creva, pri ¢emu zakljuCuju da dubina Sirenja tumora, invazija vena, perineuralna invazija,
tumorsko pupljenje, odsustvo infiltracije limfocita, regionalne i udaljene metastaze, TNM
stadijum imaju prognosticki znacaj i upucuju na kraée prezivljavanje (232).

Choi i sar. tvrde da perineuralna invazija takode ukazuje na loSiju prognozu jer se
nakon nje ¢esce i brze pojavljuju metastaze.

Ispituju¢i tumorsko pupljenje i njegovu povezanost sa ostalim morfoloSkim
parametrima tumora, Ha i sar. nalaze da je tumorsko pupljenje bilo prisutno u oko 99%
slucajeva, sa medijanom od 7.5+/-5.3. Nivo pupljenja je bio veci kod pacijenata sa invazijom
limfatika, invaijom KS, perineuralnom invazijom, visSim TNM tumorskim stadijumom i
prisustvom metastaza u LC. Multivarijantnom analizom su na$li da najveéi agresivni
potencijal imaju KRK sa viSim nodalnim stadijumom po TNM i izrazenim tumorskim
pupljenjem, sto indirektno upuéuje na losiju prognozu (233).

Choi navodi da postoji statisticka znacajnost izmedu tumorskog pupljenja i
perineuralne invazije (130).

Nismo uspeli da nademo radove na internetu koji dovode u vezu tumorsku
angiogenezu i perineuralnu invaziju.

Perineuralnu invaziju smo nasli u 22.5% slucajeva, dok se u literaturi navode sledec¢i
rezultati: 9.4% (117), 32.4% (119), 32% (231).

Na osnovu y2 - testa nalazimo da je ucestalost “High grade” tumorskog pupljenja
(>10 pupoljaka) statisti¢ki znacajno veca kod tumora sa prisutnom perineuralnom invazijom
(33.9%) (p=0.002).

Sa druge strane, u naSem radu ne postoji statistiCki znacajna povezanost izmedju

stepena neoangiogeneze i perineuralne invazije (p=0.505).
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6.12. DISTRIBUCIJA KOLOREKTALNIH KARCINOMA NA OSNOVU
PRISUSTVA LOKALNIH LIMFONODALNIH METASTAZA | NJEN ODNOS
PREMA BROJU TUMORSKIH PUPOLJAKA | NEOANGIOGENEZI

Limfni nodusi su jedno od najces¢ih mesta za nastanak metastaza. Limfonodalne
metastaze nastaju kao posledica Sirenja tumora putem limfnih sudova.

Prisustvo ili odsustvo limfonodalnih metastaza, kao i njihov broj u perikolicnom
masnom tkivu ili u lokalnim limfnim ¢vorovima, koristi se za odredivanje tumorskog
stadijuma i procenu prognoze prezivljavanja.

Pri analizi limfnih nodusa treba notirati mesto, broj nadenih / broj zahva¢enih limfnih
nodusa, veli¢inu i ekstrakapsularno Sirenje. Prosean broj nadenih limfnih ¢vorova oko
jednog karcinoma varira zavisno od anatomskih karakteristika pacijenta, mesta i obima
resekcije i1 preoperativne adjuvantne terapije. Ako su zahvaceni spoljasnji ili zajednicki
ilija¢ni, gornji mezenteri¢ni arterijski limfni nodusi, onda se to smatra za udaljene
limfonodalne metastaze (207).

Mnogo radova isti¢u limfonodalne metastaze kao jedan od najvaznijih prognostickih
prediktora kod karcinoma debelog creva.

U brojnim studijama “high grade” tumorsko pupljenje se navodi kao jedan od
najbitnijih faktora za nastanak limfonodalnih metastaza (6), (7), (15), (26), (31), (119), (124),
(128), (129), (168), (222), a Kazama i sar. tvrde da je bitniji prediktor od invazije limfatika
(131).

U naSem radu, metastaze u limfnim ¢vorovima su u momentu dijagnostike bile
prisutne kod 45.1% karcinoma debelog creva (16% (6), 33,9% (117), 41,8% (127), 48,5%
(129), 54,8% (168)).

Arapandoni i sar. navode da su angiogene sposobnosti tumorskih ¢elija u primarnom
tumoru i metastatskim ¢elijama u limfonodalnoj metstazi sli¢ne (234).

Ukoliko je neovaskularizacija viSe izrazena u metastatskom limfnom nodusu nego u
primarnom tumoru, onda je vreme prezivljavanja pacijenata krace (235).

Xiangming u svome radu na karcinomima Zeluca i Nakasaki u radu na KRK, navode
da MVD (microvascular density) korelira sa pojavom metastaza u regionalnim limfnim
¢vorovima (193), (196).
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Ispitujuci karcinome dojke, Mohammed i sar. dolaze do zakljucka da metastaze u
limfnim ¢vorovima, limfovaskularna invazija, MVD i veli¢ina tumora jesu prediktori duzine
prezivljavanja (194).

Che i sar. navode da metastaze u regionalnim LC koreliraju sa brojem MVD kod
ranih karcinoma Zeluca (223).

Broj MVD je mali u sitnim metastazama u regionalnim LC kod invazivnog duktalnog
karcinoma dojke, dok sa povecanjem veli¢ine metastaze, raste i broj MVD. To ukazuje da bi
terapijska inhibicija neoangiogeneze mogla spregiti nastanak mikrometastatskih fokusa u LC
(236).

U svome radu Takebayashi i sar. nalaze da visok stepen anigiogeneze korelira sa
pojavom metastaza u regionalnim LC (192).

Na osnovu uradenog Hi-kvadrat testa izmedu broja tumorskih pupoljaka i prisustva
metastaza u limfnim ¢vorovima zaklju¢ujemo da postoji statisticki znaCajna povezanost
izmedu “High grade” tumorskog pupljenja i prisustva metastaza u limfnim nodusima
(32.1%), (p=0.020).

Medutim, nismo nasli statisticku korelaciju izmedu visokog stepena angiogeneze i

prisustva limfonodalnih metastaza kod KRK (p=0.513).

6.13. DISTRIBUCIJA KOLOREKTALNIH KARCINOMA NA OSNOVU
PRISUSTVA METASTAZA U UDALJENIM ORGANIMA I NJEN ODNOS PREMA
BROJU TUMORSKIH PUPOLJAKA | NEOANGIOGENEZI

Prisustvo metastaza u udaljenim oragnima je sastavni deo sistema odredivanja
stadijuma po TNM, i samostalni uticaj ovog parametra na prognozu je veliki. Ukupno
petogodisnje prezivljavanje kod pacijenata sa KRK po AJCC
(American Joint Committee on Cancer) je 65.2%. Petogodisnje prezivljavanje za stadijum | je
93.2%, stadijum Il - 82.5%, stadijum IIl - 59.5%, i za stadijum IV - 8.1%. Na osnovu
navedenog vidimo da pojava udaljenih metastaza dramati¢no skrac¢uje prezivljavanje
pacijenata sa KRK (208).

Udaljene metastaze se retko dovode u vezu sa prisustvom tumorskog pupljenja.
Medutim, Okuyama i sar. u zakljuc¢ku svoga rada (168) ipak navode da postoji statistiCka

znacajnost izmedu broja tumorskih pupoljaka i prisustva metastaza u udaljenim organima (6).
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Nakamura i sar. navode da je tumorsko pupljenje jednostavan i praktican prediktorni
parametar za nastanak metastaza u plu¢ima, dok su invazija kroz laminu muskularis i
metastaze u regionalne LC prediktori za nastanak metastaza u jetri (237).

Nastanak metastaza u jetri je ¢eS¢i kod karcinoma koji imaju visok stepen MVD
(microvascular density) (196).

U nasem istrazivanju udaljene metastaze su nadene kod 15.7% pacijenata sa
karcinomom debelog creva (10,6% (129), 11% (238), 14.9% (239), 34.4% (240)). Od toga su
metastaze bile prisutne samo u jetri 5.9%, samo u plu¢ima 0.9%, u jetri i plu¢ima
istovremeno 5.9%, samo trbusni zid 0.9%, samo peritoneum 0.9%.

Na osnovu uradenog Hi-kvadrat testa nije uocena statisticka znacajnost izmedu
distribucije tumorskog pupljenja i prisustva metastaza u udaljenim organima (p=0.225).

Ne postoji statisticki znaCajna povezanost izmedu visokog stepena angiogeneze i

prisustva udaljenih metastaza kod KRK (p=0.152).

6.14. DISTRIBUCIJA KOLOREKTALNIH KARCINOMA NA OSNOVU
PRISUSTVA NEKROZE U TUMORU | NJEN ODNOS PREMA BROJU
TUMORSKIH PUPOLJAKA | NEOANGIOGENEZI

Opsteprihvacena je Cinjenica da je nekroza pratilac brojnih solidnih tumora, kao §to su
KRK, karcinomi bubrega, dojke, plu¢a i pankreasa. Veliki broj istrazivaca tvrdi da je nekroza
indikator loSe prognoze kod ovih tumora (241). Takode je poznato da ona nije izolovan nalaz
i da je vrlo Cesto udruzena sa drugim agresivnim osobinama tumora (242), (243), (244),
(245).

Komori i sar. su ispitivali uticaj stepena nekroze na prezivljavanje pacijenata kod
stadijum IV pacijenata sa KRK. Stepene nekroze su podelili u slede¢e grupe: nekroza
odsutna, umerena (<30% povrSine tumora), izrazena (>30% povrsSine tumora) na svakom
preseku. Utvrdili su da je izrazena nekroza u tumoru povezana sa kra¢im prezivljavanjem
ovih pacijenata (246).

Nekroza je uzrokovana ishemijom, $to upucuje na zakljucak da je stepen tumorske
nekroze proporcionalan stepenu intratumorske hipoksije (241).

Vayrynen i sar. nalaze da je procenat nekroze (>10%) u tumoru relevantan
histomorfoloski prognostic¢ki indikator za KRK. Oni u svome radu nisu nasli povezanost
izmedu stepena nekroze i stepena Celijske proliferacije, MVD, KRAS i BRAF mutacije.
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Medutim nasli su da stepen nekroze korelira sa stadijumom tumora, narocito sa velicinom
tumora (T) (247).

Leek i sar. navode da stepen nekroze kod karcinoma dojke Kkorelira sa invazijom
makrofaga u tumor, kao i sa angiogenezom. Takode pominju da je nekroza osobina koja je
udruzena sa agresivnim fenotipom tumora (visoki tumorski gradus, vec¢e dimenzije tumora,
nizak nivo ekspresije estrogena), tako da agresivniji tumori brzo prerastaju svoj potencijal za
vaskularno snabdevanje krvlju u nekim zonama, Sto dovodi do prolongirane hipoksije u
tumoru, koja izaziva nekrozu. Ona moze dovesti do privlatenja makrofaga u tumor, koji
promovisu angiogenezu, Sto dovodi do udruzivanje angiogeneze i ekstenzivne nekroze (248).

Intrigantno, u nekim studijama je nadeno da su zone intenzivne nekroze ¢esto pracene
visokim stepenom angiogeneze i pove¢anim MVD (248), (249).

U naSem radu ne postoji povezanost izmedju izrazenog tumorskog pupljenja i
prisustva nekroze u tumoru (p=0.574).

Ne postoji statisticki znacajna povezanost izmedju visokog stepena angiogeneze i

prisustva nekroze u tumoru (p=0.888).

6.15. DISTRIBUCIJA KOLOREKTALNIH KARCINOMA NA OSNOVU
PRISUSTVA LIMFOCITNE INFILTRACIJE | NJEN ODNOS PREMA BROJU
TUMORSKIH PUPOLJAKA | NEOANGIOGENEZI

Limfocitna infiltracija se uzima za povoljan faktor prognoze, bilo da se radi o
intenzivnom nagomilavanju limfocita na propagirajucoj strani karcinoma ili da su u pitanju
diskretni limfocitni agregati u serozi creva (250). Vecina autora dijeli limfocitnu infiltraciju
na dve kategorije: odsutnu ili/i neznatnu (fokalna); i izrazenu (207).

Imuni odgovor domacina je vazan za prevenciju tumorske progresije kod karcinoma u
solidnim organima. Izrazena infiltracija tumorskim infiltriSu¢im limfocitima (TILs) je
udruzena sa boljim prezivljavanjem. Infiltracija T Ly je obicno udruzena sa ranim
stadijumom tumora, ekspanizivnim na¢inom rasta tumora i nizim stepenom invazije vena
(250).

Inflamatorni odgovor domacina kod pacijenata sa KRK, moze biti razlog za losiju
prognozu ako su ovi karcinomi udruzeni sa izrazenom nekrozom (243).

Istrazivaci Losi i sar. tvrde da je odsustvo ili slaba peritumorska limfocitna infiltracija

statistiCki znacajan prediktor za krace prezivljavanje (228).
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U ovom radu limfocitna infiltracija je bila izrazena u 76.5% slucajeva (48,8% (7)), ali
na osnovu y2 - testa nije utvrdena statisticka povezanost izmedu broja tumorskih pupoljaka i
limfocitne infiltracije (p=0.934).

Ne postoji statisticki znacajna povezanost izmedju visokog stepena angiogeneze i

prisustva limfocita u tumoru (p=0.152).

6.16. PRISUSTVO MUCINA U KARCINOMIMA DEBELOG CREVA |
NJEGOV ODNOS PREMA BROJU TUMORSKIH PUPOLJAKA |
NEOANGIOGENEZI

Podaci iz literature navode da 80 - 90% karcinoma kolona ¢ine adenokarcinomi sa
tubularnom diferencijacijom, koja se relativno lako raspoznaje. Neretko se u Zlezdama mogu
naci rastrkane Panetove i endokrine ¢éelije, $to nema bitan prognostic¢ki znacaj (2), (207).

U ovom radu nismo delili tumore na histoloSke tipove, jer su skoro svi bili klasi¢ni
adenokarcinomi debelog creva. Opredelili samo se na odredivanje stepena produkcije mucina
u KRK.

Smatra se da mucinozni karcinomi ¢ine 10-20% (japanska literatura 16%) karcinoma
debelog creva (168), (207). Mucinozni adenokarcinom se dijagnostikuje ako vise od 50%
povrsine jednog preseka adenokarcinoma ¢ine ¢éelije koje sekretuju mukus (168), (251).

Oko 1% primarnih karcinoma debelog creva su “signet ring - cell” karcinomi, Kkoji
imaju jako loSu prognozu. To je tumor kod koga dominantnu komponentu (vise od 50%) ¢ine
izolovane ¢elije koje sadrze intra-citoplazmatske depozite mucina, pri cemu je
hiperhromati¢no jedro pomjereno na periferiju, pa lie na pecatni prsten - otuda potice i
njihov naziv (“signet ring cell”, odnosno Ccelije izgleda pecatnog prstena). Ukoliko ovi
karcinomi pokazuju egzofiticni rast, onda to poboljSava njihovu prognozu (2). U naSem
uzorku nismo imali ni jedan Signet ring cell karcinom debelog creva.

Takode, skvamozni, adenoskvamozni i sitno-celijski (“oat cell”) karcinomi debelog
creva, koji su izuzetno retki, nisu evidentirani u ovom istrazivanju.

U ovom istrazivanju medu karcinomima debelog creva nadeno je 16.7% mucinoznih
karcinoma (Tabela 29.), Sto se poklapa sa podacima iz literature (7), (119).

Vecina studija upuéuje na losiju prognozu kod pacijenata sa mucinoznim tipom KRK,

koja ne zavisi mnogo od stadijuma (168), (252).
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Statistickom analizom, uz upotrebu y2 — testa, dolazi se do zakljucka da postoji
statisticki znacajna povezanost (p=0,050) izmedu ,High grade* tumorskog pupljenja i
prisustva mucina u tumoru. Ova povezanost nije nadena u odnosu na tumorsku angiogenezu

(p=0.657).

6.17. EKSPRESIJA ENDOGLINA (CD105) U KARCINOMIMA DEBELOG
CREVA | NJEN ODNOS PREMA BROJU TUMORSKIH PUPOLJAKA I
NEOANGIOGENEZI

Endotelni markeri koji se koriste za bojenje KS u tkivima imaju razli¢itu ekspresiju u
normalnim tkivima, benignim tumorima i malignim promenama. Na primer, molekul CD31
je eksprimiran u skoro identicnom procentu (80-95%) u KS normalne sluznice, u adenomu
kolona, karcinomu koji raste u adenomu, kao i u karcinomu kolona, bez statisticke
znacajnosti izmedu ekspresije u navedenim grupama (90).

Nasuprot njemu, KS u karcinomu kolona eksprimiraju CD105 u visokom procentu
(80%), dok KS sluznice i benignih promena eksprimiraju CD105 u <20%, i to u razli¢itim
procentima.

Novonastali krvni sudovi KRK i malignih tumora uopSte, najviSe eksprimiraju CD105
molekul na povrsini EC, pri éemu je njegova ekspresija na EC u KS okolnog normalnog tkiva
slaba, Sto se moze iskoristiti za procenu iskljucivo broja novonastalih KS u karcinomu (90).

Skoro potpuno smanjenje ili nedostatak ekspresije endoglina i pove¢anje njegovog
rastvorljivog oblika u plazmi, kod karicnoma dojke, koreliraju sa povecanim rizikom od
metastaziranja ¢elija ovog karcinoma (94).

Endoglin je veoma eksprimiran na EC krvnih sudova nekoliko &vrstih tumora kod
ljudi kao Sto su: glioblastom (253), oralni i orofaringealni karcinom (CA) (254), laringealni
CA (255), CA pluca (256), CA dojke (257), CA jajnika (258), cervikalni CA (259),
endometrijalni CA (260), (261), CA prostate (262), kolorektalni CA (162), CA Zzeluca (263),
hepatocelularni CA (264).

Ekspresija Endoglina je bolji prognosticki marker nego ostali tradicionalni markeri
KS, kao Sto su CD31 i CD34 (253), (256), (162), (265). Kod nekih tumora preterana
ekspresija Endoglina (CD105) je udruzena sa kra¢im prezivljavanjem pacijenata, prisustvom

metastaza u regionalnim LC i udaljenim organima (253), (256), (264).
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Takode, Endoglin je ispitivan i kao potencijalni marker za antiangiogenezu i
antitumorsku terapiju (266), (266).

Kod nekih solidnih tumora utvrden je povecan nivo serumskog Endoglina u krvnoj
plazmi (serumu): CA prostate (267), (268), dojke (94), (269), kolona (269), jetre (270).
Serumski nivo Endoglina je takode poviSen i kod pacijentata sa metastatskim karcinomima
(94), (269).

Sa druge strane, hemoterapija dovodi do pada serumskog nivoa Endoglina kod
onkoloskih pacijenata (269).

Na osnovu navedenih studija se da zakljuciti da koncentracija cirkuliSu¢eg Endoglina
moze biti korisna u predvidanju nastanka metastaza i utvrdivanja terapijskih efekata (91).

Dalje, Wikstrom i sar. su pokazali da ukoliko je veliki broj EC koje su obojene
Endoglinom, onda je to negativan prognosticki faktor prezivaljavanja pacijenata sa Gleason
skorom 5-7, kod karcinoma prostate (271).

U TI stadijumu skvamoznih karcinoma usne duplje je uocCen nizi intetnzitet
obojenosti EC sa Endoglinom (CD105), nego kod visih stadijuma po TNM klasifikaciji (T2,
T3i1T4) (272).

Ne postoji statisticki znacajna povezanost izmedu intenziteta tumorskog pupljenja i
stepena ekspresije molekula CD 105 na endotelnim celijama krvnih sudova (Hi-
kvadrat=0.773, p=0.679).

Sa druge strane, postoji statisticka povezanost izmedu visokog stepena angiogeneze i
ekspresije Endoglina CD105 na povriini EC (Hi-kvadrat=8.888, p=0.012). Ekspresija

endoglina je ve¢a kod KRK koji imaju visoki stepen angiogeneze (29.8%).

6.18. STEPEN ANGIOGENEZE (BROJ KRVNIH SUDOVA ILI
MICROVASCULAR DENSITY - MVD) | NJEN ODNOS PREMA BROJU
TUMORSKIH PUPOLJAKA U KARCINOMIMA DEBELOG CREVA

Pretrazuju¢i radove na ovu tematiku nismo uspeli da nademo ni jedan rad na
PubMedu (US National Library of Medicine) u kome su istovremeno ispitivani tumorsko
pupljenje i angiogeneza. lako postoji mnogo radova koji se odvojeno bave ovim temama i
njihovom vezom sa ostalim morfoloskim parametrima koji ukazuju na agresivnije ponasanje

tumora, kao i prognozu, oni ni u jednom radu nisu dovedeni u vezu.
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Iz oblasti angiogeneze postoji veliki broj objavljenih radova (81 173) na PubMed-u
(U.S. National Library of Medicine), Sto ukazuje na veliku aktuelnost ove teme i njen
potencijal u medicinskim istrazivanjima.

Na temu tumorskog pupljenja (“Tumor budding”) objavljeno je 16 940 radova, na
PubMed-u (U.S. National Library of Medicine), §to ukazuje na znacaj tumorskog pupljenja
kao parametra invazivnosti i prognoze kod razli¢itih vrsta tumora.

U svome radu o angiogenezi Weidner i sar. navode da postoji izrazena udruzenost
visokog stepena angiogeneze (MVD - Microvascular Density), prezivljavanja i duZzine
perioda bez relapsa bolesti, kod pacijenata sa karcinomom dojke, bilo da su sa metastazama u
LC ili bez njih. Svi pacijenti kod kojih je MVD bila vecéa, tj. vise od 100 sitnih KS, na polju
uvecanja mikroskopa x200, imali su ponovni povratak bolesti u okviru 33 meseca od
momenta dijagnoze tumora. Sa druge strane, pacijenti koji su imali manje od 33 sitnih KS na
polju x200, imali su manje od 5% relaps bolesti. Oni tvrde da bi pacijenti koji su imali
stadijum bolesti I ili 11, a pri tome istovremeno i intenzivniju vaskularizaciju, trebali da budu
pod prismotrom, i dodatnom adjuvantom hemoterapijom, jer bi kod njih lakSe moglo do¢i do
pojave recidiva i kraceg prezivljavanja (97).

Tjalma i sar. u svome istrazivanju kod zena sa karcinomom grli¢a materice, navode da
angiogeneza nije povezana sa histopatoloskim parametrima invazivnosti, kao Sto su invazija
limfatika, histoloski tip tumora, FIGO stadijum tumora, invazija KS i sl. Medutim, invazija
KS i MVD veca od medijane, pretstavljaju najvaznije prognosticke parametre koji upucéuju na
kraée prezivljavanje. Oni preporu¢uju da bi u buducnosti ovakvi pacijenti trebali biti
kandidati za antiangiogenu terapiju (224).

Od ranije je poznato da udaljene metastaze, lokalne metastaze u LC, kao i recidivi
karcinoma debelog creva najvise uticu na prezivljavanje pacijenata sa KRK. Takebayshi i sar.
takode navode da se angiogeneza u istrazivanjima najce$¢e dovodi u korelaciju sa
metastazama, relapsom i prognozom kod razli¢itih malignih tumora. Oni su ispitivali
korelaciju stepena angiogeneze (MVD) sa klinicko-patoloskim faktorima i prognozom kod
KRK. Pri tome su nasli da visok broj sitnih KS korelira sa veli¢inom tumora, metastazama u
LC, invazijom limfatika, invazijom vena i relapsom bolesti. U istom radu navode da je
izrazena angiogeneza nezavisan prognosticki parametar, a da od njega vecu statisticku
znacajnost (multvarijantna Cox-ova analiza rizika) ima samo stadijum tumora po Dukes-u
(192).
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Ispitujucéi gustinu KS u primarnim karcinomima debelog creva, Acikalin i sar. nalaze
da bi MVD mogao biti vazan i nezavistan prediktor tumorskog recidiva. Statisticki znacajna
poveznost izmedu broja mastocita u tumoru i MVD, upucuje da mastociti takode mogu igrati
bitnu ulogu u tumorskoj progresiji putem promovisanja angiogeneze (273).

U svome istrazivanju na KRK, Oh-e i sar. su dobili srednju vrednost broja KS
(prebrojavanjem 4 vidna polja) — 40, na uvecanju x400, dok je u nasem radu prosecan broj
(prebrojavanjem 3 vidna polja) bio 86, na uvecanju x200, Sto se prilicno podudara sa
njihovim nalazom (274).

Kod karcinoma dojke, pod uveéanjem x100, Wu i sar. su nasli prosecan broj MVD -
93.8, §to bi na uvecanju x200 bilo oko 47 sitnih KS (MVD) u vidnom polju (236).

Sa druge strane, tumorski “budding” ukazuje na snaznu bioloSku aktivnost i
agresivnost karcinoma debelog creva. Shodno tome, prisustvo tumorskog pupljenja moze biti
udruzeno sa tumorskom invazijom, metastazama i loSom prognozom. Takode, tumorsko
pupljenje moze dati korisne informacije na osnovu kojih se donosi procena o prognozi i
odluka o strategiji hirurSkog lecenja kao i eventualnoj adjuvantnoj terapiji.

Lugli i sar. navode da je tumorsko pupljenje nezavistan i snazan prognosticki
parametar koji moze doprineti boljoj prognostickoj stratifikaciji pacijenata, naroCito u
kombinaciji sa ostalim prognosti¢kim varijablama kao Sto su histoloski gradus i tip tumora,
perineuralna invazija, metastaze u limfnim ¢vorovima i sl. (205).

Kazama i sar. su ispitivali tumorsko pupljenje na donjoj granici tumora u submukozi,
bojeci pupoljke citokeratinom a zidove limfnih sudova antitelom D2-40, tumorsko pupljenje
je nadeno u 75.0% slucajeva, 1 pacijenti sa pozitivnim tumorskim pupljenjem su statisticki
imali veéi broj metastaza u LC. Oni tvrde da tumorsko pupljenje preciznije moze predvideti
nastanak metastaza u LC nego invazija limfatika. Takode navode da bi se uz pomoé ovog
prognostickog faktora mogla izbeci prekomerna hirurska intervencija pacijenata sa KRK u
buducénosti (131).

Ucestalost “High grade” tumorskog pupljenja (=10 pupoljaka) je statisticki znacajno
veca kod izrazene angiogeneze, gde je broj KS veci od medijane (58.9%) (p=0.004).
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6.19. DUZINA PREZIVLJAVANJA PACIJENATA SA KOLOREKTALNIM
KARCINOMIMA (KRK) I PROGNOSTICKI UTICAJ POJEDINACNIH
POSMATRANIH VARIJABLI NA PREZIVLIJAVANJE

U radovima koji se bave ispitivanjem uticaja osobina karcinoma debelog creva na
prognozu i prezivljavanje, pominju se sledeci parametri kao signifikantni.

U veéini radova se navodi da je tumorski stadijum pojedina¢no najznacajnija varijabla
koja utiCe na prognozu i prezivljavanje ovih pacijenata (130), (206), gradus (213), (214),
infiltrativan nacin rasta (189), (221), (222), invazija limfatika (6), (7), (119), (130), (194),
(230), invazija vena (5), (227), (228), (230), (232), perineuralna invazija (230), (231), (232),
regionalne LN metastaze (232), (235), udaljene metastaze (168), (232), angiogeneza (194),
nekroza (242), (243), (244), veliC¢ina tumora (190), (192), (194), dubina invazije (199),
(232) i sl.

Prisustvo metastaza u udaljenim organima je sastavni deo sistema odredivanja
stadijuma po TNM, i samostalni uticaj ovog parametra na prognozu je veliki. Ukupno
petogodisnje prezivljavanje kod pacijenata sa KRK po AJCC
(American Joint Committee on Cancer) je 65.2%. Petogodisnje prezivljavanje za stadijum | je
93.2%, stadijum Il - 82.5%, stadijum IIl - 59.5%, i za stadijum IV - 8.1%. Na osnovu
navedenog vidimo da pojava udaljenih metastaza dramati¢no skracuje prezivljavanje
pacijenata sa KRK (208).

Tumorsko pupljenje je jedan nezavisan faktor prognoze kod karcinoma debelog creva
(6), (168), (179). U mnogim radovima se navodi da uz druge parametre predstavlja faktor
koji ukazuje na agresivnost kolorektalnih karcinoma (KRK) (6), (179). U nekim radovima ga
izdvajaju kao najvazniji, a nekada i jedini (6), (117), (127), prediktor za procenu ishoda
pacijenata sa karcinomom debelog creva. (188), (230). (232). (233).

U nasem radu vreme pracenja ispitanika iznosilo je 7 godina. Od ukupno 102
ispitanika, 35 (34.3%) ispitanika je period pracenja zavrSilo smrtnim ishodom, dok je 62
(60.8%) bilo cenzorisano. Za 5 (4.9%) ispitanika nedostaju podaci o njihovom statusu na
kraju pracenja, koji su posledica nemogucnosti pracenja, verovatno usled odlaska u drugu
zemlju.

Prose¢no vreme od momenta utvrdivanja dijagnoze do nastanka smrti iznosilo je 4.9

godina sa 95% intervalom poverenja od 4.3 do 5.4 godine.
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Na osnovu modela ispitivanja prediktora nastanka smrti u univarijantnoj regeresionoj
analizi izdvojili su se slede¢i statisti¢ki znacajni prediktori kra¢eg prezivljavanja pacijenata sa
KRK: metastaze u udaljene organe, tumorsko pupljenje i invazija tumora u okolne organe.

Posto su udaljene metastaze i invazija karcinoma u okolne organe sastavni deo TNM
sistema odredivanja stadijuma, moglo se ocekivati da ¢e i stadijum tumora mozda biti
statisticki znacajan prediktor, medutim, u naSem radu to nije nadeno. U radovima koji se bave
ovom temom, stadijum tumora po TNM-u se pojavljuje Cesto kao jedini ili najznacajniji
prediktor prezivljavanja pacijenata.

Multivarijantnom regresionom analizom dobijeno je da su nezavisni prediktori
nastanka smrti kod pacijenata sa karcinomom debelog creva metastaze u udaljene organe i
broj tumorskih pupoljaka. Pacijenti sa metastazama imaju 3.831 puta vecu $ansu za nastanak
smrti u odnosu na pacijente bez metastaza. Sa povecanjem broja tumorskih pupoljaka takode
dolazi i do skracenja vremena prezivljavanja pacijenata sa KRK.

Ostale varijable koje smo ispitivali nisu pokazale znacajan prediktorni potencijal.
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7. ZAKLJUCCI

1. Visok stepen tumorskog pupoljenja je statistiCki povezan sa visokim stepenom

tumorske neoangiogeneze (MVD) (p=0.004);

2. “High grade” tumorsko pupljenje se povecava sa povecanjem stadijuma po TNM-
u i tumorskim gradusom, dok tumorska angiogeneza nije povezana sa stadijumom i gradusom

karcionoma debelog creva.

3. “High grade” tumorsko pupljenje statisticki znaCajno korelira sa stepenom
angiogeneze u tumoru, histoloskim gradusom, stadijumom tumora, invazijom limfatika,
invazijom vena, perineuralnom invazijom, metastazama u regionalnim limfnim nodusima i

prisustvom mucina u tumoru;
4. Postoji statistiCki znacajna povezanost izmedu visokog stepena angiogeneze sa
jedne strane i invazije limfatika, stepena ekspresije CD 105 , kao i “High grade” tumorskog

pupljenja u tumoru sa druge strane;

5. Dobijeni rezultati ukazuju da tumorsko pupljenje korelira sa ve¢inom parametara

koji ukazuju na vecu agresivnost tumora.

6. Statisticki znacajni prediktori za krace prezivljavanje pacijenata sa karcinomom

debelog creva u nasem radu su metastaze u udaljene organe i tumorsko pupljenje.

7. “High grade budding” (>10 pupoljaka) naden je u visokom procentu (54.9%

slucajeva).
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9. PRILOZI

9.1. LISTA SKRACENICA KORISCENIH U RADU

TNM - Medunarodna klasifikacija stadijuma tumora (Tumor Nodus Metastasis)
KRK - Kolorektalni karcinom

EC - Endotelna éelija

BM - bazalna membrana

MMP - matriksne metaloproteaze

ECM - extra cellular matrix

PA - Plazmin aktivatori

KS - Krvni sud

LC - limfni &vor

HE - hematoksilin-eozin tehnika bojenja tkiva
IHH - imunohistohemija

BD - Budding

MDYV - microvasvcular density

HPF - high power field

CB - core biopsy

T-Ly - T limfociti

B-Ly - B limfociti

NK ¢elije - natural killers cells

VEGF - vascular endothelial growth factor
PLGF - placental growth factor

FGF - fibroblast growth factor

TGF - transforming growth factor

TNF - tumor necrosis factor

EGF - epidermal growth factor

PDGF - platelet derived growth factor
PECAM - platelet endothelial cell adhesion molecule
IL - interleukin

TAF - tumour angiogenesis factor

EPC - endothelial progenitor cells (angioblasti)
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HIF - hypoxia-inducible factor

VPF - vascular permeability factor

TKR - tyrosine kinase receptor

CAM - chorioallantoic membrane of embryo
TIMP - tkivni inhibitori metaloproteaza
FVIII - 8. faktor koagulacije

VWEF - von Willebrand faktor

RCC - renal cell carcinoma

NSCLC - nesitnocelijski karcinom pluc¢a

X2 test - Hi kvadrat test
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Ipuaor 1.

H3zjaBa o ayTopeTBY

[Motnucann:  Bpanucaas Heprosuh

bpoj unnexca: ////

HsjaBbyjem

/a je IOKTOpCKa UCEPTaLNja Mo/ HACIOBOM:

» TYMOPCKO Iy lUbe:€ U HeOAHTHOTeHe3a Ka0 NPOrHOCTHYKA GaKTOPH KapuuHoMa
aebeqor npesa®

®  pe3ynTar CONMCTBEHOT MCTPaXHBAvYKOTI pana,

* Ja NpeiniokeHa AMcepTalyuja y LelMHM HU y JenoBHMa HHje Guia mpeanoskeHa sa
JoOujare Ouno  Koje OMMIOME TpeMa  CTYAMjCKHM MpOrpamMuMa  ApyTHX
BHCOKOLLIKOJNCKIUX YCTAHOBA,

® Jla Cy pe3yNTaTi KOPEKTHO HABEIEHH 1

* [a HWCaM KpIIMO/1a ayTopcKa MpaBa M KOPHCTHO MHTENEKTYaliHy CBOJUHY APYIHX
nHLa,

7

&

¥ Komnckuj MuTpoBHIIH, Hotnnc AOKTOpaHJA: 3
/ '.-/I - / J ; N
07.03.2018.¢. W,{,»ﬁﬁ/ 7 r//j{,*@/&&s' %
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[Mpunor 2.

H3jaBa 0 NCTOBETHOCTH MITAMIIAHE U €JeKTPOHCKE Bep3uje
JOKTOPCKOT pajaa

Hme u npesnme ayropa: bpanucaas HBeprosuh

bpoj uHmexca: i

Crynujcxu nporpam: M

Hacnos paga: » [YMOPCKO nym/beme H HeoAHrHOTeHe3a KAO MPOrHOCTHYKH

thaxkropn kapunHoMa xebenor upeBa*
MeHTtop: Ipod. n1p Muaan Knexesuh

[oTtnucann: bpanncnas HBeprosuh

Wzjasbyjem na je mrammana Bepsuja MOr ZOKTOPCKOr paa HCTOBETHA €IEKTPOHCKO] BEp3Hjn
KOjy cam npenao 3a o0jaB/bHBabe Ha nopraily JUrHTAIHOr Peno3HTopHjyMa YHHBEpP3HTETA
y IpHwTHHY, ca npuBpemenum ceanmrem y KocoBekoj MuTpoeuun.

Ho3eospasam aa ce oGjaBe MOjH JTHYHH MOJALH BE3aHH 32 100Hjare aKaJeMCKOT 38atba 10KTOpa
HayKa, Kao WTO Cy UME ¥ MPe3uMe, roIMHa U MecTo polera 1 JaTyM ondpane paja.

OBy M4HM mojatm Mory ce 0GjaBUTH Ha MPEKHMM CTPaHHL@AMA QUruTanHe GHOIHOTEKE, Y
€JIEKTPOHCKOM Karanory u y nyOiaukaudjama YHuBepsuteTa y [IpHIITHHHU, ca MPHBpEMEHUM
cenuiurem y KocoBekoj Murposuum.

Y Kocosekoj Mutposuun, [Mornuc 1oxkTOpanna: K’
C iy Teprcsl, (@

07.03.2018.g. ol 7 /Md«/ W



[Ipuor 3.

N3jaBa o kopunitheny

Ognawhyjem Vuupepsurercky 6ubanoreky na y JUrHTaIHH PenosuTOpHjyM YHUBEpPIUTETA Y
Mpuwrunn, ca npuepemennM cemumreM y KocoBekoj MuUTpoBHUM yHECE MOjy AOKTOPCKY
JMCEPTALK]Y MOJL HACTOBOM:

» [YMOPCKO MyN/beibe H HEOAHTHOTeHEe3a KA0 HPOTrHOCTHYKH (PAKTOPH KAPUHHOMA
Aebenor ypepa®

kOja j& Moje ayTOpCKO JIEO.

Jucepranujy ca CBAM MPUJIO3MMA TPENAo/ia caM ¥ eleKTPOHCKOM (POpPMATY MOrOTHOM 3a
TPajHO ApXHUBUPARSE.

Mojy mnoxktopcky aucepraijy noxpameHy Y JIMrMTanH{ pemosHTOpUjyM YHUBEpP3WUTeTa Y
[Iprwruan ca npuspemennm cenumteM y KocoBekoj MUTpoBHLIM MOTy fa KOPHCTE CBH KOjH
nowTyjy oxpenfe campkane y omabpanom Tumy juueHue Kpeatnswe sajennuue (Creative
Commons) 3a Kojy cam ce omIyuno/ma.

1. AyTopcTBO

2. AYTOpCTBO - HEKOMEPLHjATHO

L]

. AyTOpCTBO — HexoMepLHjanHo — 6e3 npepaze

i

. AYTOPCTBO — HEKOMEPLIM]jaHO — AeIUTH MO UCTUM YCIOBUMa

n

. AyTopeTeo — Gea npepane
6. AyTOPCTBO — NEUTH MOJ HCTHM YCIOBHMA

(Mommmo J1a 330KpYKHTE CaMo jefiHy O LIECT MOHYHEeHUuX JMLEHIH, KpaTak OMHC THLEHLH JaT
J& Ha monieuHu THcTa).

¥ Kocosekoj Murposuum, HoTnuc goxTopanaa:

e '?”/ j

07.03.2018.g. b



I. AyTopcTBo - Jlozpomasare ymHOMaRakbe, AHCTPHDYLM]y W jaBHO caoniuTaBame JAena, M
fpepane, ako ce Haseae ume ayTopa Ha HauumH oapehen ox crpade ayropa waM nasaoua
AHMLCHUE, HaKk 1 Y KoMepumjanne cepxe. OBO je HajcroG0nHuja 0/1 CBUX AHIEHIIH.

2. AyropctBo — HekoMepumjamHo. J|03BOJbaBare YMHOMKABame, OUCTPHOYLH)Y U jaBHO
Caolilirasatbe Ae1a, U [pepajie, ako ce HaBesle MMe ayTopa Ha HauuH oxpeljen oz cTpane ayTopa
W1 laBaoua juuente. OBa MLeHIa He 103B0/EaBa KOMEpLUjAIHy ynoTpedy nena.

3. AYTOPCTBO - HeKOMepLMjanHo — Ges npepane. Jo3Bomapate yMHOKABAILE, AUCTPHOYLIN]Y ¢
JABHO caonTasare nena, 6e3 npomena, NpeotIHKOBAbA HiTH ynorpebe aena y cBOM Jeny, ako
Ce HaBene ume aytopa Ha HaumH oapehien ox crpame aytopa wnu aaBaoua nuuenie. Osa
JMUEHLA He 103BObABa KOMepunjaany ynorpedy nema. Y oqHocy Ha cRe ocTane JHLEHLE, OBOM
MHUEHIOM ce orpaHruasa Hajsehu o6nm npaea koprifiewa gena.

4. AYTOPCTBO - HEKOMEPIIM]aIIHO — JIeNMTH MO HCTHM yenoruma. Jl03BobaaTe yMuoKaBame,
AMCTPUOYLM]Y # jABHO caomluTaBarke Jena,  Npepajie, ako ce HABEJAC HME ayTopa Ha HadiH
oapeljen o cTpare ayropa Wik 4aBAOLA NULEHLE U aKo ce Npepaja ANCTPUOYHPA 1101 HCTOM
WM CIHYHOM JjiHuenuoM. Osa JMUeHUa He I03BOJbaBa KoMepumjaimy yrorpeby aema u
[pepana.

5. AyTOpCTBO ~ €3 npepaje. JI03B0/baBATE YMHOKABAKLE, AMCTPHBYLIH]Y 1 jABHO CAONLLTABAILE
nena. 6es npomena, npeobaukoBama win ynotpebe jena y cBom OCNy, AKO C& HaBeAE MMe
ayTopa Ha HauuH oapelien oA cTpaHe ayropa WM Aasaolia nuueHue. OBa AMIEHLA T03R0bARA
KoMepuHjaaHy ynoTpeby nena.

6. AYTOpCTBO - feanTH 1Mo MCTHM Yeiosnma. J03BObaRaTe YMHOKABAE, TUCTPHOYLH]Y H
JaBHO caomuITaBare Aeia, U Npepajie, aKo Ce HaBeAe HMe ayTopa Ha HauwH onpehen on cTpaue
ayTopa nin JaBaolla JIMUCHIE W @Ko ce rpepajga AHCTPHOYMpa NOL WUCTOM HIM CITHYHOM
muuentom. OBa jMueHIa 103BO/baBa KOMEpLUHMjanHy ynoTpeby aenma i npepana. Ciaudna je
COMTBEPCKUM THIICHIAMA, OAHOCHO HMLIEHIAMA OTBOPEHOT KOJIA.



