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1. UVOD



1.1. EPIDEMIOLOGIJA KARCINOM DEBELOG CRIJEVA 

Karcinom debelog crijeva (KDC) je tre�i naj�eb�i karcinom u ~ena i mubkaraca te �ini 

8% novih slu�ajeva karcinoma u Sjedinjenim Ameri�kim Dr~avama (SAD), a odgovoran je za 

8 % do 9% procijenjene stope smrtnosti od karcinoma u SAD-u u 2022. godini (1). Za vrijeme 

trajanja ~ivota vjerojatnost razvoja karcinoma debelog crijeva u SAD-u je 5% u mubkaraca (1 

od 20) i 4,6% u ~ena (1 od 22), a prosje�na dob u vrijeme dijagnoze je oko 70 godina. Diljem 

svijeta stope incidencije karcinoma debelog crijeva variraju. Stopa incidencije je 10 puta ve�a 

u SAD-u i Europi nego u afri�kim i azijskim zemljama (2).

U Hrvatskoj je rak debelog crijeva drugo naj�eb�e sijelo raka u ~ena (iza karcinoma 

dojke) i u mubkaraca (iza karcinoma plu�a) te u ukupnoj pojavnosti raka sudjeluje s 15% kod 

mubkaraca i 12% kod ~ena. I pojavnost i smrtnost su u porastu, iako smrtnost raste sporije od 

pojavnosti (3). 

Do naglog porasta karcinoma debelog crijeva dolazi kod osoba starijih od 60 godina 

(78,3%), a svega 7,9% oboljelih je u dobi ispod 50 godina (4). 

Zapadni stil ~ivota, sa svojim poznatim �imbenicima rizika, konzumacija crvenog mesa 

(govedina i svinjetina) i alkohola te pretilost, povezan je s ve�im rizikom. Bolesnici s 

idiopatskom upalnom bolesti crijeva (ulcerozni kolitis i Crohnova bolest) također imaju ve�i 

rizik od karcinoma (5). Nasljedni sindromi za koje se zna da su povezani s razvojem karcinoma 

debelog crijeva, kao bto je (FAP) obiteljska adenomatozna polipoza i sindrom nepolipoznog 

karcinoma debelog crijeva (HNPCC), zaslu~ni su za 5% slu�ajeva karcinoma debelog crijeva. 

Obiteljska povezanost pretpostavlja se za job 20% slu�ajeva. Sporadi�ni slu�ajevi karcinoma 

�ine veliku ve�inu (oko 75%) (6).

1.2. KLINIKA SLIKA 

Naj�eb�i prvi znakovi bolesti su hipokromna mikrocitna anemija, koja nastaje kao 

rezultat okultnog krvarenja. Kada se hipokromna mikrocitna anemija nađe kod osobe starije od 

40 godina, a posebno kod mubkaraca, to je ozbiljan znak upozorenja da bi mogao biti prisutan 

karcinom. Simptomi karcinoma debelog crijeva variraju ovisno o mjestu gdje se tumor nalazi 

unutar debelog crijeva. Lokalizacija karcinoma u proksimalnom kolonu obi�no uzrokuje kasnu 

pojavu simptoma, budu�i da teku�a stolica prolazi tim dijelom crijeva, a cekum i ascendentni 



kolon su biri, pa se simptomi rijetko pojavljuju. U slu�aju opstrukcije ileocekalne valvule, dolazi 

do dilatacije distalnog dijela tankog crijeva (7). 

Karcinom smjebten du~ lijevog dijela kolona, posebno u podru�ju sigmoidnog kolona, 

�esto br~e uzrokuje opstrukciju jer je lumen tog dijela crijeva u~i, a stolica je u tom podru�ju 

obi�no tvrđa. Tumor �esto zahva�a stijenku u obliku prstena i su~ava lumen. Zbog nakupljanja 

plinova, posebno nakon obroka, javlja se bol uzrokovana birenjem crijeva proksimalno od 

mjesta gdje se tumor nalazi. Ritam stolice postaje neredovit, pa se zatvor izmjenjuje s 

proljevom, a zaostala stolica mo~e izazvati opstrukciju. Pojava svje~e krvi koja obla~e stolicu 

(hematokezija) također mo~e ukazivati na tumor u distalnom dijelu crijeva, osobito u 

sigmoidnom kolonu i rektumu (8).

1.3. LIJEENJE KARCINOMA DEBELOG CRIJEVA 

1.3.1. Kirurbko lije�enje 

Preoperativna procjena je klju�na za optimizaciju ishoda kirurbkog lije�enja. Ova 
procjena uklju�uje: 

1. Kompletna dijagnostika:

• Kolonoskopija s biopsijom kako bi se potvrdila dijagnoza i odredila

lokalizacija tumora.

• Radiolobke pretrage, uklju�uju�i CT abdomena i zdjelice te MRI za rektalne
tumore, kako bi se procijenila probirenost bolesti.

• PET-CT mo~e biti koristan u odabranim slu�ajevima za otkrivanje udaljenih
metastaza.

2. Procjena op�eg stanja pacijenta:

• Procjena funkcionalnog statusa i komorbiditeta pacijenta.

• Laboratorijske pretrage, uklju�uju�i kompletne krvne pretrage, funkciju jetre i
bubrega.

3. Multidisciplinarni pristup:

• Odluka o optimalnom kirurbkom pristupu �esto se donosi u okviru
multidisciplinarnog tima koji uklju�uje kirurge, onkologe, radiologe, patologa i
druge specijaliste.

Kirurbki pristupi 

Kirurbki pristupi za lije�enje karcinoma debelog crijeva variraju ovisno o lokalizaciji 

tumora (kolon vs. rektum), stadiju bolesti i drugim faktorima. 



Kolektomija 

1. Segmentna kolektomija:

• Indikacije: Rana faza karcinoma (stadij I i II).

• Kirurbki postupak uklju�uje resekciju dijela debelog crijeva koji sadr~i tumor,
zajedno s odgovaraju�im limfnim �vorovima.

• Primjeri: Desna hemikolektomija, lijeva hemikolektomija, sigmoidna

kolektomija.

2. Totalna kolektomija:

• Indikacije: Difuzna bolest, kao kod FAP (familijarna adenomatna polipoza).

• Uklanjanje cijelog debelog crijeva i, u nekim slu�ajevima, anastomoza ileuma s
rektumom.

Rektalna kirurgija 

1. Niska prednja resekcija:

• Indikacije: Tumori u gornjem i srednjem rektumu.

• Uklanjanje dijela rektuma s anastomozom između kolona i preostalog rektuma,
s ciljem o�uvanja kontinuiteta crijeva i analne funkcije.

2. Abdominoperinealna resekcija:

• Indikacije: Tumori donjeg rektuma, posebno oni blizu analnog sfinktera.

• Uklanjanje rektuma i analnog kanala, s trajnom kolostomijom.

Minimalno invazivne tehnike 

Minimalno invazivne tehnike postaju sve popularnije zbog svojih prednosti u odnosu na 

tradicionalne otvorene operacije. 

1. Laparoskopska kolektomija:

• Prednosti: Manji postoperativni bolovi, br~i oporavak, kra�i boravak u bolnici.
• Indikacije: Pogodne za ve�inu pacijenata s kolorektalnim karcinomom stadija

I-III.

2. Robotska kirurgija:

• Prednosti: Poboljbana preciznost, posebno u tebko dostupnim podru�jima
zdjelice.

• Indikacije: Posebno korisna za kompleksne rektalne operacije (9).

Perioperativna skrb 

Perioperativna skrb uklju�uje sve mjere koje se poduzimaju prije, tijekom i nakon 
operacije kako bi se poboljbali ishodi i smanjile komplikacije. 

1. Preoperativna priprema:

• ib�enje crijeva i antibiotska profilaksa.
• Edukacija pacijenta o kirurbkom postupku i postoperativnom oporavku.



2. Intraoperativna skrb:

• Aseptibki uvjeti i pa~ljivo rukovanje tkivom kako bi se smanjila kontaminacija
i obte�enje.

3. Postoperativna skrb:

• Rana mobilizacija pacijenta kako bi se sprije�ile komplikacije kao bto su
duboka venska tromboza i postoperativna pneumonija.

• Upravljanje bolovima, prehrana i rehabilitacija.

Postoperativno pra�enje 

Postoperativno pra�enje je klju�no za rano otkrivanje recidiva i upravljanje dugoro�nim 
posljedicama operacije. 

1. Redoviti pregledi:

• Klini�ki pregledi, laboratorijske pretrage (CEA marker) i slikovne pretrage

(CT, MRI) u redovitim intervalima.

2. Kolonoskopija:

• Prva kolonoskopija obi�no se preporu�uje 1 godina nakon operacije, a zatim
svakih 3-5 godina, ovisno o rezultatima i riziku recidiva.

3. Upravljanje komplikacijama:

• Pra�enje i lije�enje postoperativnih komplikacija kao bto su anastomotska
curenja, strikture i problemi stome.

Specifi�ne smjernice za kirurbko lije�enje prema stadiju 

Stadij I (T1-T2, N0) 

• Kirurbki pristup:

• Segmentna kolektomija s odgovaraju�om limfadenektomijom.
• Laparoskopska ili robotska kirurgija mo~e biti opcija.

• Postoperativno pra�enje:

• Niska stopa recidiva, redoviti pregledi i kolonoskopije.

Stadij II (T3-T4, N0) 

• Kirurbki pristup:

• Segmentna kolektomija s birokom resekcijom i limfadenektomijom.
• Neoadjuvantna kemoradioterapija mo~e se razmotriti kod visoko rizi�nih

tumora (npr. perforacija, invazija limfnih ~ila).
• Postoperativno pra�enje:

• Adjuvantna kemoterapija kod visoko rizi�nih pacijenata.
• Redoviti pregledi i kolonoskopije.



Stadij III (bilo koji T, N1-N2) 

• Kirurbki pristup:

• Kolektomija s opse~nom limfadenektomijom.
• Laparoskopska kirurgija mo~e biti opcija za odabrane pacijente.

• Postoperativno pra�enje:

• Adjuvantna kemoterapija je standard.

• Intenzivno pra�enje uklju�uju�i klini�ke preglede, CEA markere, slikovne
pretrage i kolonoskopije.

Stadij IV (metastatski tumor) 

• Kirurbki pristup:

• Resekcija primarnog tumora ako je simptomatski ili u slu�aju ograni�enih
metastaza koje su kirurbki resekabilne.

• Multidisciplinarni pristup za kombiniranje kirurbkih i ne-kirurbkih tretmana
(kemoterapija, ciljane terapije).

• Postoperativno pra�enje:

• Intenzivno pra�enje zbog visokog rizika recidiva.
• Upravljanje simptomima i poboljbanje kvalitete ~ivota pacijenata.

Kirurbko lije�enje karcinoma debelog crijeva klju�ni je dio upravljanja ovom boleb�u. 
Pristupi variraju ovisno o stadiju bolesti, lokalizaciji tumora i op�em stanju pacijenta. 
Multidisciplinarni tim igra klju�nu ulogu u donobenju optimalnih odluka za svakog pacijenta. 

Napredak u minimalno invazivnim tehnikama, poput laparoskopske i robotske kirurgije, 

zna�ajno je poboljbao ishode i kvalitetu ~ivota pacijenata. Perioperativna i postoperativna skrb, 
uklju�uju�i redovito pra�enje, klju�ni su za rano otkrivanje recidiva i upravljanje dugoro�nim 
komplikacijama (10, 11). 

1.3.2.  Onkolobko lije�enje kolorektalnog karcinoma 

Karcinom debelog crijeva je kompleksna bolest koja zahtijeva raznolike terapijske 

pristupe ovisno o stadiju bolesti. Smjernice za lije�enje uklju�uju neoadjuvantnu i adjuvantnu 
terapiju za nemetastatske oblike, kao i specijalizirane protokole za metastatske oblike bolesti. 

Neoadjuvantna terapija 

Neoadjuvantna terapija podrazumijeva primjenu terapijskih mjera prije glavnog 

kirurbkog zahvata, a naj�eb�e se koristi za lije�enje lokalno uznapredovalog rektalnog 
karcinoma. Cilj ove terapije je smanjenje veli�ine tumora, bto omogu�ava lakbe izvođenje 
operacije i smanjenje stope lokalnog recidiva. 



1. Indikacije:

- Preporu�uje se za pacijente s stadijem II (T3-T4, N0) i stadijem III (bilo koji T, N1-N2)

rektalnog karcinoma. 

- Primjena kod pacijenata s lokalno uznapredovalim rektalnim karcinomom, posebice onih s

visokim rizikom za pozitivne kirurbke rubove 

2. Terapijski protokoli:

- Kemoradioterapija: Standardni pristup uklju�uje kombinaciju radioterapije i kemoterapije s
fluorouracilom (5-FU) ili kapecitabinom. Radioterapija se obi�no provodi u dozi od 45-50 Gy, 

podijeljena u frakcije tijekom pet tjedana. 

- Totalna neoadjuvantna terapija (TNT): Kombinira preoperativnu kemoradioterapiju s

dodatnom kemoterapijom nakon radioterapije, ali prije operacije. Cilj je smanjiti udaljene 

metastaze i poboljbati ukupno pre~ivljenje 

3. Prednosti:

- Smanjuje veli�inu tumora i pove�ava banse za potpuni kirurbki resekciju,

- Pove�ava stopu o�uvanja analnog sfinktera kod rektalnog karcinoma,

- Smanjuje stope lokalnog recidiva i poboljbava dugoro�ne onkolobke ishode (12).

Adjuvantna terapija 

Adjuvantna terapija primjenjuje se nakon kirurbkog zahvata s ciljem eliminacije 
preostalih mikroskopskih malignih stanica koje bi mogle uzrokovati recidiv bolesti. 

1. Indikacije:

- Preporu�uje se za pacijente sa stadijem III kolorektalnog karcinoma (bilo koji T, N1-N2) i

odabrane pacijente s visokorizi�nim stadijem II (npr. prisutnost perforacije, invazija limfnih 
~ila, nedovoljna limfadenektomija). 

- Kod stadija II, adjuvantna kemoterapija se razmatra na temelju rizika recidiva.

2. Terapijski protokoli:

- FOLFOX  (5-FU, leucovorin, oksaliplatin) je naj�eb�e koribten re~im za stadij III.

- CAPOX (kapecitabin i oksaliplatin) je također u�inkovit i jednostavniji za primjenu kod

nekih pacijenata. 

- 5-FU/leucovorin: Alternativa za pacijente koji ne mogu tolerirati oksaliplatin.



3. Trajanje terapije:

- Standardna adjuvantna kemoterapija traje oko best mjeseci.

4. Prednosti:

- Smanjuje rizik recidiva bolesti.

- Poboljbava dugoro�no pre~ivljenje, posebno kod stadija III (13).

Lije�enje metastatskog karcinoma debelog crijeva 

Metastatki karcinom 

Metastatski karcinom debelog crijeva zahtijeva kompleksan terapijski pristup koji 

uklju�uje kemoterapiju, ciljane terapije i, kada je mogu�e, kirurbke zahvate. 

1. Pristup lije�enju:

- Pristup ovisi o broju, lokalizaciji i resektabilnosti metastaza, te op�em stanju pacijenta.

2. Kemoterapijski protokoli:

- Prva linija terapije: Kombinacije re~ima poput FOLFOX, CAPOX, FOLFIRI (5-FU,

leucovorin, irinotekan) ili mjebavine ovih re~ima. 

- Dodaci ciljanih terapija: Cetuksimab ili panitumumab za tumore s divljim tipom RAS

gena, bevacizumab (anti-VEGF) za tumore bez obzira na RAS status. 

3. Ciljane terapije:

- Anti-EGFR terapije: Cetuksimab i panitumumab su u�inkoviti kod pacijenata s RAS divljim
tipom, blokiraju�i signalne puteve koji poti�u rast tumora. 

- Anti-VEGF terapije: Bevacizumab inhibira angiogenezu, smanjuju�i opskrbu tumora
krvlju i hranjivim tvarima. 

4. Imunoterapija:

- MSI-H/dMMR tumori: Pembrolizumab i nivolumab su odobreni za lije�enje metastatskih
karcinoma debelog crijeva s visokom mikrosatelitskom nestabilnob�u (MSI-H) ili nedostatkom 

popravka nesparenih baza (dMMR). 

5. Kirurbke opcije:

- Resekcija metastaza: Kada su metastaze ograni�ene (npr. jetrene ili plu�ne metastaze),
kirurbka resekcija mo~e biti kurativna. 



6. Paliativna skrb:

- Kod neoperabilnih metastaza ili terminalnog stadija bolesti, paliativna skrb je klju�na za
upravljanje simptomima i poboljbanje kvalitete ~ivota pacijenata. 

Lije�enje karcinoma debelog crijeva zahtijeva pa~ljivo planiranje i individualizirani 

pristup temeljen na stadiju bolesti, molekularnim karakteristikama tumora i op�em stanju 

pacijenta. Neoadjuvantna terapija omogu�ava smanjenje tumora i poboljbava kirurbke ishode 

kod lokalno uznapredovalih oblika, dok adjuvantna terapija smanjuje rizik od recidiva nakon 

kirurbkog zahvata. Kod metastatskog kolorektalnog karcinoma, kombinacija kemoterapije, 

ciljane terapije, imunoterapije i kirurbkih intervencija pru~a najbolju bansu za produ~enje 

pre~ivljenja i poboljbanje kvalitete ~ivota. Multidisciplinarni pristup ostaje klju�an u svim 

fazama lije�enja, osiguravaju�i optimalnu skrb za svakog pacijenta (14, 15). 

1.4. HISTOPATOLOaKA DIJAGNOZA KARCINOMA DEBELOG CRIJEVA 

Vibe od 90% karcinoma debelog crijeva su adenokarcinomi podrijetlom iz epitelnih 

stanica sluznice debelog crijeva. Podtipovi adenokarcinoma  debelog crijeva su serirani 

adenokarcinom, adenokarcinom poput adenoma, mikropapilarni adenokarcinom, mucinozni 

adenokarcinom, slabo kohezivni adenokarcinom, karcinom tipa prstena pe�atnjaka, medularni 

adenokarcinom, adenoskvamozni adenokarcinom, nediferencirani karcinom, karcinom sa 

sarkomatoidnom komponentom (16). Konvencionalni adenokarcinom karakterizira stvaranje 

~lijezda koje su temelj za određivanje histolobkog gradusa tumora. U dobro diferenciranih 

adenokarcinoma > 95% tumora �ine ~lijezde. Umjereno diferencirani adenokarcinomi sa�injeni 

su od 50% do 95% ~lijezda. Slabo diferencirani adenokarcinomi su uglavnom solidne građe s 

<50% stvaranja ~lijezda. U praksi, ve�ina  adenokarcinoma debelog crijeva (oko 70%) se 

dijagnosticiraju kao umjereno diferencirani (17). 

O�ito je da je određivanje gradusa tumora subjektivno. Mnoge studije su pokazale da je 

dvostupanjski sustav gradiranja, koji kombinira dobro i umjereno diferencirani stupanj (>50% 

staranja ~lijezda) i definira slabo diferencirane tumore kao one s <50% ~ljezdanih tvorbi, 

smanjuje interobserviraju�e razlike i poboljbava prognosti�ki zna�aj. Iako sporno, tumorski 

gradus se op�enito smatra kao neovisan prognosti�ki �imbenik te su visoki stupanj ili slabo 

diferencirani gradus povezani s lobijim pre~ivljavanjem. Gradiranje karcinoma debelog crijeva 



temelji se na formiranju ~lijezdane komponente: tumori niskog stupnja (prije dobro do 

umjereno diferencirani) i visokog stupnja (prije slabo diferencirani). Gradiranje se temelji na 

najmanje diferenciranoj komponenti. Invazivna fronta tumora, gdje je izra~eno pupanja tumora 

i te slabo diferencirana komponenta i javlja se kao znak epitelno-mezenhimalne tranzicije, ne 

treba se uzeti u obzir pri ocjenjivanju tumora, ve� se treba prijaviti zasebno (18).  

Velika ve�ina karcinoma debelog crijeva u po�etku se dijagnosticira endoskopskom 

biopsijom ili polipektomijom (19). Klju�ni aspekt mikroskopskog pregleda je potraga za 

sigurnim znakovima invazije. Međutim, to mo~e biti tebko kada je biopsija  povrbna ili je uzorak 

dobiven biopsijom lobe orijentiran. Ako se mibi�nica sluznice mo~e odrediti, va~no je odrediti 

je li invadirana neoplasti�nim stanicama. Invazivni karcinomi obi�no invadiraju kroz mibi�nicu 

sluznice u podsluznicu, a ponekad se invazivne tumorske stanice vide u blizini podsluzni�nih 

krvnih ~ila. Job jedna va~na zna�ajka invazije je prisutnost dezmoplasti�ne reakcije okolne 

vezivne strome. Invazivni karcinom debelog crijeva �esto pokazuje karakteristi�ni nekroti�ni 

materijal u lumenu neoplasti�nih ~lijezda, tzv. „prljave nekroze“. Ova jedinstvena zna�ajka 

mo~e biti vrlo korisna kada se naiđe na metastazu karcinoma nepoznatog primarnog podrijetla 

(20).  

Treba napomenuti da se dijagnoza invazivnog karcinoma postavlja kada je prisutna 

najmanje invazija podsluznice. Ovo se razlikuje od pojma invazije u drugim dijelovima 

gastrointestinalnog trakta (jednjak, ~eludac i tanko crijevo) gdje je prisutnost invazije lamine 

proprije dovoljna za dijagnozu invazivnog karcinoma (pT1). U debelom crijevu je potrebna 

invazija podsluznice za dijagnozu pT1 tumora. Iz razloga koji nisu posve jasni, ali op�enito se 

smatra da se s obzirom na relativno pomanjkanje limfih ~ila, invazija ograni�ena na laminu 

propriju nema opasnost metastaziranja u limfne �vorove ili udaljene organe. Dakle, 

intramukozalni karcinom je po~eljno nazvati visoki stupanj displazije kako bi se izbjegli 

nepotrebni kirurbki zahvati. U Priru�niku ameri�kog zajedni�kog odbora za rak (AJCC) (21), 

invazije sluznice je klasificirana kao karcinom in situ (Tis). Ipak, patolozi i dalje mogu koristiti 

pojam intramukozalni karcinom. Bez obzira na termin koji se koristi, identifikacija visokog 

stupnja displazije ili intramukozalnog karcinoma u biopti�kom materijalu je jedan od �imbenika 

koji utje�e na odluku o lije�enju pacijenta. Odluku o kirurbkoj resekciji na kraju treba donijeti 

uva~avaju�i i makroskopski izgled tumorske promjene, endoskopski ultrazvu�ni nalaz i 

mogu�nost endoskopske resekcije (22). 



1.5. HISTOLOaKI PODTIPOVI KARCINOMA DEBELOG CRIJEVA 

U klasifikacije Svjetske zdravstvene organizacije (WHO) (23) navedeni su razli�iti 

histolobki podtipovi karcinoma debelog crijeva kao bto su mucinozni, karcinom stanica prstena 

pe�atnjaka, medularni, mikropapilarni, seratni (nazubljeni), kribriformno-komedo tip, 

adenosarkom, adenoskvamozni karcinom, karcinom vretenastih stanica i nedirencirani 

karcinom. Od posebne prognosti�ke va~nosti su mucinozni adenokaricnom, karcinom tipa 

prstena pe�atnjaka i medularni adenokarcinom. 

Slika 1. Adenokarcinom debelog crijeva niskog (A) i visokog gradusa (B) (Olympus BX41, 

uve�anje x400). 

1.5.1. Mucinozni adenokarcinom 

Ova posebna vrsta karcinoma debelog crijeva je definirana kao tumor koji se sastoji od 

izvanstani�ne sluzi koja �ini > 50% volumena. Tumori sa zna�ajnom mucinoznom 

komponentom (> 10%), ali <50%, obi�no se nazivaju kao adenokarcinomi s mucinoznim 

zna�ajkama ili mucinoznom diferencijacijom. Mucinozni adenokarcinomi obi�no su građeni od  

velikih, nepravilnih ~lijezda s bazenima izvanstani�ne sluzi. Varijabilan broj pojedina�nih 

tumorskih stanica, uklju�uju�i stanice prstena pe�atnjaka, mogu se vidjeti. Prognoza 

mucinoznog adenokarcinoma u usporedbi s konvencionalnim adenokarcinom je sporna među 



razli�itim istra~ivanjima. Mnogi mucinozni adenokarcinomi se javljaju u bolesnika s 

nasljednom nepolipozom debelog crijeva (HNPCC, Lynch-ov sindrom). Ovi tumori su MSI-H 

te se ponabaju kao tumori niskog gradusa. Nasuprot tome, mucinozni adenokarcinomi koji su 

mikrosatelitski stabilni (MSS) o�ekivano se ponabaju agresivnije, pogotovo kada se otkriju u 

uznapredovaloj fazi (24).  

1.5.2. Adenokarcinom stanica prstena pe�atnjaka 

Za razliku od sli�nog karcinoma ~eluca, adenokarcinom stanica prstena pe�atnjaka je 

rijetkost u debelom crijevu, predstavljaju�i <1% svih karcinoma debelog crijeva. Sli�no 

mucinoznom karcinomu, karcinom stanica prstena pe�atnjaka definiran je prisutnob�u > 50% 

tumorskih stanica koje pokazuju zna�ajke stanica prstena pe�atnjaka. Tumorske stanice  mogu 

pokazati infiltrativni uzorak rasta ili su prisutne u bazenima izvanstani�ne sluzi. Po definiciji, 

karcinom stanica prstena pe�atnjak je slabo diferenciran (visoki stupanj) i ima lobiji ishod od 

konvencionalnog adenokarcinoma. Međutim, neke stanice karcinoma prstena pe�atnjaka mogu 

biti mikrosatelitski nestabilne (MSI) te se stoga opisani karcinom mo~e ponabati kao tumor 

niskog stupnja (23). 

1.5.3. Medularni karcinom 

Medularni karcinom je vrlo rijedak i predstavlja oko 5-8 slu�ajeva na svakih 10000 

karcinoma debelog crijeva. Ovaj tumor je karakteriziran nakupinama epitelnih neoplasti�nih 

stanica s velikim vezikularnim jezgrama, istaknutih jezgrica i obilne citoplazme. Obi�no ima 

guraju�i rub i karakteristi�no je povezana s obilnim infiltratom limfocita. Medularni karcinom 

je prepoznatljiv histolobki podtip koji je sna~no povezan s mikrosatelitskom nestabilnob�u 

(MSI) i obi�no ima povoljnu prognozu unato� slabo diferenciranom ili nediferenciranom 

histolobkom izgledu (25). 

1.6. IMUNOHISTOKEMIJSKI PROFIL 

Najkoribteniji imunohistokemijski biljezi za karcinom debelog crijeva su citokeratin 

(CK) 20, CK7 i CDX2. Naj�eb�i imunofenotip karcinoma je CK20 pozitivnost i CK7 



negativnost, bto je relativno specifi�an imunohistokemijski obrazac karcinoma porijekla 

debelog crijeva. Međutim, do 20% karcinoma mo~e pokazivati CK7-pozitivan/CK20-negativan 

ili CK7-negativni/CK20-negativan imunohistokemijski obrazac. Sugerira se da je smanjena ili 

je odsutna ekspresija CK20 u karcinomu debelog crijeva povezana s MSI-H (26). CDX2 je 

biljeg intestinalne diferencijacije i pozitivan je u > 90% adenokarcinoma. Međutim, CDX2 

mo~e biti pozitivan u svakom karcinomu koji pokazuje intestinalnu diferencijaciju te time nije 

specifi�an za karcinom debelog crijeva. Zanimljivo, medularni karcinomi debelog crijeva su 

�esto CK20 i CDX2-negativni, u skladu s konceptom mikrosatelitske nestabilnosti (27).  

1.7. PATOLOaKI STADIJ 

Tumorski stadij je daleko najva~niji prognosti�ki prediktor klini�kog ishoda bolesnika 

s karcinomom debelog crijeva. Histolobki pregled kirurbki reseciranih uzoraka ima 

nezamjenjivu ulogu u određivanju dubine invazije tumora (T) i opsegu metastaza u regionalne 

limfne �vorove (N). Histolobko određivanje T1 (tumor invadira submukozu), T2 (tumor 

invadira mibi�ni sloj stijenke debelog crijeva) i T3 stadija (tumor prodire u podle~e�e masno 

tkivo) obi�no je jednostavno kad se koristiti AJCC TNM sustav (21). Međutim, određivanje 

T4a (tumor invadira kroz visceralni peritoneum) i T4b (tumor direktno invadira ili prijanja na 

druge organe ili strukture) ponekad mo~e biti problemati�no. Prvo, zahva�enost serozne 

povrbine (visceralni peritoneum) se mo~e propustili utvrditi ako uzorak nije adekvatno 

pregledan. Drugo, serozna povrbina se mo~e zamijeniti s radijalnim ili mezenterijalnim rubom. 

Tre�e, kirurbka perforacija na mjestu tumora mo~e se zamijeniti sa stvarnom tumorskom 

perforacijom, bto zahtijeva objabnjenje od strane kirurga. etvrto, makroskopsko prianjanje 

drugih organa ili struktura na mjestu tumora ne mora se nu~no klasificirati kao stadij T4b. 

Histolobki, mjesto prijanjanja mo~e biti samo upalna promjena, apsces i/ili fibroza, ali bez 

izravne invazije tumorskim tkivom. Jasno, tuma�enje stadija T4a mo~e biti jednozna�no, ako 

su (1) tumorske stanice prisutne na seroznoj povrbini s upalnom reakcijom, hiperplazijom 

mezotela i/ili erozijom; ili (2) slobodne tumorske stanice se vide na seroznoj povrbini udru~ene 

s ulceracijom visceralnog peritoneuma. Prema nekim istra~ivanjima, identifikacija tumorskih 

stanica u blizini, ali ne i na seroznoj povrbini, smatrat �e se stadijem T4a ako se nalazi 

mezotelijalna upalna i/ili hiperplasti�na reakcija (28).  



Obveza je patologa izolirati bto vibe regionalnih limfnih �vorova iz primljenog kirurbkog 

uzorka. Velika ve�ina patologa slijedi smjernice od najmanje 12 izoliranih limfnih �vorova. 

Treba napomenuti da ukupan broj izoliranih �vorova ne ovisi samo o patologu, ve� je i pod 

utjecajem veli�ine uzorka i �imbenika kod pacijenta (29). Studije su pokazale pozitivnu 

korelaciju s du~inom uzorka, birinom perikoli�ne masti, ~enskim spolom i veli�inom tumora, a 

negativnu korelaciju s dobi pacijenta i smjebtajem tumora u rektosigmoidnom crijevu. Nije 

iznenađuju�e i da se manje od 12 izoliranih limfnih �vorova mo~e o�ekivati u pacijenata koji 

su primili preoperativnu neoadjuvantnu terapiju (30). 

Jedno od zanimljivih pitanja u određivanju TNM stadija bolest je tuma�enje tumorskih 

depozita u perikoli�noj masti. Posljednje 8. izdanje AJCC (31) prepoznaje �injenicu da 

tumorski depozit predstavlja diskontinuirano birenje tumorskog tkiva, vensku invaziju s 

ekstravaskularnim birenjem ili potpuno pro~imanje limfnog �vora tumorskim tkivom. S 

obzirom na njihovu povezanost sa smanjenim periodom bez povrata bolesti i ukupno 

pre~ivljenje, te tumorske depozite se smatra metastazama u limfne �vorove i ozna�avaju stadij 

N1c te u nedostatku metastaza u regionalne limfne �vorove favorizira dodatno 

poslijeoperacijsko lije�enje. Međutim, ako je prisutna metastaza u jedan limfni �vor, N stadij 

se mijenja iz N1c u N1a. Prisutnost tumorskih depozita ne mijenja stadij T (31).  

Prognosti�ki zna�aj izoliranih tumorskih stanica (ITKS), definirane kao pojedina�ne 

tumorske stanice ili nakupina tumorskih stanica f0.2 mm, pronađene bilo imunohistokemijskim 

bojanjem ili standardnim hematoksilinskom i eozinskom bojenjem u regionalnim limfnim 

�vorovima, ostaje za sada nepoznat. U nedostatku metastaza u regionalnim limfnim �vorovima, 

ITKS su klasificirani kao N0, ali ozna�eni kao N0 (i +) s 'i' stoji za 'izolirane tumorske stanice' 

(32). S druge strane, mikrometastaze (> 0,2 mm, ali f2.0 mm) se navode u nalazu kao N1(mic). 

Broj limfnih �vorova s ITKS ili mikrometastazama treba navesti u patohistolobkom nalazu (33). 



1.8. PATOLOaKI IZVJEaTAJ 

Ve�ina patologa koristiti standardizirano patohistolobko izvjeb�e za karcinom debelog 

crijeva preporu�eno od brojnih stru�nih drubtava. Detalji koji bi trebali biti uklju�eni u izvjeb�e 

su vrsta uzorka, mjesto tumora, veli�ina tumora, makroskopska perforacija, histolobki tip, 

histolobki stupanj, mikroskopska probirenost tumora, kirurbki rubovi (proksimalni, distalno i 

radijalni), u�inak lije�enja (za tumore lije�ene neoadjuvantnom terapijom), limfovaskualrna 

invazija, perineuralna invazija, tumorski depoziti, TNM klasifikacija (uklju�uju�i ukupni broja 

pregledanih limfnih �vorova i ukupni broj �vorova koji su zahva�eni tumorskim tkivom). Neka 

patolobka izvjeb�a mogu također uklju�ivati opis invazivnog ruba tumora (infiltrativni ili 

ekspanzivni), prisutnosti ili odsutnosti tumorskog pupanja i procjenu histolobkih zna�ajki koji 

upu�uju MSI kao bto su tumor infiltriraju�i limfociti, peritumorski limfocitni odgovor poput 

Chronova i postotak mucinozne komponente (34). 

1.9. UZORKOVANJE OPERATIVNOG MATERIJALA 

U histopatolobkim laboratorijima, kirurbki uzorci se obrađuju na sustavan na�in kako bi 

se osigurala potpunost i to�nost patolobkog izvjeb�a. Pregleda se vanjska povrbina uzorka prije 

otvaranja crijeva da bi se procijenila mogu�a zahva�enost seroze, radijalnog ruba, perforacije i 

udaljenih tumorskih presadnica. Za rektalne resekcije procjenjuje se cjelovitost mezorektalnog 

masnog tkiva. Nakon bto je uzorak orijentiran i izmjeren, preporuka je da se radijalni rub ozna�i 

tkivnom bojom. Uzorak se zatim otvori, obi�no uz antemezenteri�ki rub s pokubajem 

izbjegavanja rezanja kroz tumor. Nazna�uje se polo~aj i veli�ina tumora te njegova udaljenost 

od najbli~eg kirurbkog ruba (35).  

Tumor se zatim nare~e u intervalima od 3-4 mm radi procjene dubine invazije. 

Odgovaraju�e dijelove tumora (obi�no 4-5 isje�aka, ovisno o veli�ini tumora) treba uzorkovati 

za mikroskopski pregled koji uklju�uje podru�je najdublje invazije i kako bi se pove�ala bansa 

za pronala~enje limfovaskularne i perineuralne invazije. Dodatni uzorci su proksimalni i 

distalni rub, radijalni rub (ako nije uklju�en u isje�cima tumora), polipi ili ostale lezije i 

nasumi�ni rez nezahva�enog crijeva. Nakon uzimanja navedenih dijelova u mezenteri�noj 

masti ili perikoli�nom mekom tkivu se tra~e limfni �vorovi (36). Svi makroskopski negativni 

limfni �vorovi u cijelosti se preuzimaju za mikroskopski pregled. Makroskopski pozitivni 



limfni �vorovi mogu se preuzeti ili djelomi�no ili u cijelosti, ovisno o njihovoj veli�ini (37).

1.10. PREKURSORSKE LEZIJE 

Do danas je utvrđeno da je ve�ina karcinoma debelog crijeva nastaje iz prekursorskih 

lezija kao bto su adenom i displazija epitela (38). Preostali dijelovi adenoma su �est nalaz u 

karcinomima debelog crijeva. Endoskopska polipektomija smanjuje incidenciju raka debelog 

crijeva u  ispitivanoj populaciji i smanjuje smrtnost od karcinoma debelog crijeva (39).  

1.10.1. Adenomi 

Najmanje polovica odraslih u zapadnim zemljama �e razviti adenomatozni polip u 

~ivotu i jedna desetina tih lezija �e napredovati do adenokarcinoma. Rizik se pove�ava nakon 

dobi od 50 godina. Endoskopski, adenomi mogu s peteljkom ili sesilni. Po definiciji, adenomi 

su klonske lezije koje pokazuju najmanje niski stupanj displazije koji karakteriziraju 

stratificirane, uve�ane, hiperkromatske i izdu~ene jezgre. Stanice adenoma obi�no imaju 

smanjenu koli�inu sluzi  i pove�anu apoptotsku aktivnost (40). 

 Konvencionalni adenomi se klasificiraju kao tubularni, tubulovilozni i vilozni na 

temelju njihovih arhitektonskih zna�ajki. Tubulari adenomi se sastoje od jednostavnih 

displasti�kih ~lijezda, a sadr~e <25% vilozne komponente. Vilozni adenomi sastoje se od > 

75% vilozne komponente koja nalikuje prstolikim izdancima oblo~enim displasti�nim 

epitelom. Tubulovilozni adenomi su intermedijarni lezije s 25-75% vilozne komponente. 

Adenomi koji su >1 cm, ili su prete~ito vilozni ili sadr~e visoki stupanj displazije, smatraju se 

lezijama koje zahtijevaju agresivniji endoskopski nadzor (41). 

1.10.2. Nazubljeni polipi 

Nazubljeni polip je op�i izraz za bilo koju leziju koja pokazuje zvjezdastu ili nazubljenu 

arhitekturu kripti. To je heterogena skupina lezija koje uklju�uju hiperplasti�ne polipe (HP), 

sesilni nazubljeni adenom/polip i tradicionalni nazubljeni adenom (SSA/P). Hiperplasti�ni 

polipi su naj�eb�e nazubljene lezije koje su vibe smjebtene  u distalnom debelom crijevu i 



op�enito su veli�ine <5 mm. Samo rijetki HP su > 1 cm. Endoskopski, HP se mo~e tebko 

razlikovati od adenoma. Histolobki, HP se odlikuju jednostavnom tubularnom arhitekturom s 

izdu~enim i ravnim kriptama te luminalnom nazubljenob�u koja je izra~enija u gornjim 

dijelovima kripti. ona proliferacije epitela je ograni�ena na bazalne dijelove kripti koje nisu 

nazubljene. HP mo~e se dalje podijeliti u mikrovezikularni podtip, podtip s vr�astim stanicama 

i podtip siromaban sluzi, ali ta histolobka subklasifikacija nema klini�ki zna�aj (42). 

 Sesilne seratne lezije (SSL) su �eb�e u proksimalnom debelom crijevu i obi�no su ve�e 

od HP. Histolobka dijagnoza SSL u potpunosti se temelji na arhitektonskim zna�ajkama koje 

karakteriziraju pretjerana nazubljenost epitela kripti, pove�ani sadr~aj intraepitelne sluzi, 

dilatacija i grananje kripti u bazalnim dijelovima. SSL s displazijom imaju displasti�ne 

promjene epitela. Razlikovanje ovih promjena od HP-a je va~no jer se smatraju prekursorskim 

lezija karcinoma debelog crijeva s MSI, a vjerojatno i za karcinome nastalim metiliranjem CpG 

otoka, a za HP se op�enito vjeruje da nemaju maligni potencijal (43). Najpouzdanije zna�ajke 

za razlikovanje SSL od HP-a su dilatacija bazalnih dijelova kripti, �esto s izgledom poput slova 

„L“ i obrnutog slova „T“. Za ove neobi�ne oblike kripti se smatra da su rezultat abnormalne 

proliferacije i/ili smanjene apoptoze (44).  

Tradicionalni nazubljeni adenom (TSA) je jedinstven i rijedak tip adenoma koji 

pokazuje niski stupanj citolobke displazije nalik onom u konvencionalnih adenoma, a također 

pokazuje nazubljenost kripti poput HP i SSL. Istaknuta citoplazmatska eozinofilija i vilozni 

na�in rasta su dodatne mikroskopske karakteristike (45). 

1.10.3. Displazija u upalnoj bolesti crijeva 

Upalna bolest crijeva (IBD) je dobro poznati rizi�ni �imbenik za razvoj displazije i 

posljedi�nog karcinoma. Displasti�na promjena u okru~enju IBD-a mo~e biti ravna 

(endoskopski nevidljiva) ili polipozna. Polipozne promjene se obi�no nazivaju displazija-

udru~ene lezije ili mase (DALM) i mo~e ih biti tebko ili nemogu�e razlikovati od sporadi�nih 

adenoma. Međutim, nekoliko istra~ivanja je pokazalo da polipozne promjene u pacijenata s 

IBD-om, bez obzira na to je li to IBD-povezana DALM lezija ili sporadi�ni adenom, mo~e biti 

adekvatno odstranjena polipektomijom uz nastavak redovnog endoskopskog nadzora ako ne 

postoji ravna displazija. S obzirom na terapijske implikacije preporu�a se da dijagnozu 

displazije u okru~enju IBD-a postavi iskusan patolog (46). Dijagnoza, neodređeno za displaziju, 



ne smije postati kob u koji �e se stavljati neodređene i dvojbene promjene te bi trebala biti 

rezervirana za slu�ajeve koji pokazuju citolobke i promjene u arhitekturi uz povrbinsko 

sazrijevanje s obilnom, aktivnom upalnom reakcijom (47). Takva dijagnoza je također 

prikladna ako se povrbina sluznice ne mo~e procijeniti s obzirom na tangencijalni rez tkiva, 

prisutnost termi�kog obte�enja, odnosno prisutnost drugih arteficijalnih promjena prilikom 

obrade tkiva (48). 

1.10.4. Lynchov sindrom 

Lynchov sindrom je naj�eb�i nasljedni sindrom karcinoma debelog crijeva. Odlikuje se 

pove�anim rizikom od razvoja karcinoma probavnog sustava i ~enskog spolnog sustava, prije 

svega karcinoma debelog crijeva i endometrija (49). Kumulativni rizik za nastanak karcinoma 

debelog crijeva se procjenjuje na 66% u mubkaraca i 43% u ~ena. Pacijenti s Lynchovim 

sindromom imaju sklonost razvoju mucinoznog, slabo diferenciranog, nediferenciranog ili 

medularnog karcinoma u desnom debelom crijevu, u relativno mladoj dobi (50).  

Lynchov sindrom je rezultat mutacije u jednom od �etiri gena koji popravljaju obte�enu 

DNK (MMR geni) (MLH1, MSH2, MSH6, PMS2), a nasljeđuje se autosomno dominantno. 

Gotovo 90% bolesnika ima mutacije MLH1 ili MSH2 gena. Mutacije MSH6 i PMS2 gena 

znatno su rjeđe (51). Dijagnoza se utvrđuje slijede�i Amsterdamske kriterije II uz MSI testiranje 

slijede�i revidirane Bethesda smjernice. Pacijenti s MSI tumorom, ali bez mutacije MMR gena, 

i dalje mogu imati Lynchov sindrom ako su isklju�eni drugi uzroci MSI kao bto je metilacija 

promotora MLH1 gena (52). 

1.10.5. Obiteljska adenomatozna polipoza (FAP) 

Obiteljska adenomatozna polipoza (FAP) je rijedak autosomno dominantan sindrom 

nasljednog karcinoma debelog crijeva karakteriziran ranim razvojem od nekoliko stotina do 

nekoliko tisu�a adenomatoznih polipa u debelom crijevu. Ako se ne lije�i, gotovo je neizbje~an 

razvoj karcinoma debelog crijeva u prosje�noj dobi od 35-40 godina. Ovi pacijenti su također 

pod rizikom razvoja adenomatoznih polipa u tankom crijevu i polipa fundusnih ~lijezda u 

~elucu. Iako polipi fundusnih ~lijezda u sklopu sindroma �eb�e pokazuju blagu displaziju 



epitela nego sporadi�ni polipi fundusnih ~lijezda, vjerojatnost za progresiju u visoki stupanj 

displazije ili invazivnog karcinoma je izuzetno niska (53).  

Dijagnosti�ki kriteriji za FAP uklju�uju: (1) 100 adenomatoznih polipa debelog crijeva; 

(2) mutacija APC gena; ili (3) obiteljska anamneza FAP-a i bilo koji broj adenoma u mlađoj

dobi. Gardnerov sindrom je varijanta FAP-a. Bolesnici s ovim sindromom imaju epidermoidne 

ciste, osteome, anomalije zuba i desmoidne tumore. Turcotov sindrom je jedna varijanta 

sindroma koja uklju�uje tumore mozga, tipi�no meduloblastom (54).  

APC gen je tumor supresorski gen koji sadr~i 21 egzona, a ve�ina mutacija su 

besmislene mutacije pomaka okvira �itanja genskog materijala  u najve�em egzonu 15 bto 

dovodi do sinteze defektnog proteina, koji dovodi do akumulacije aberantnog  β-katenina u 

jezgri, i zatim aktiviranja β-katenin/TCF transkripcijskog �imbenika koji poti�e nekontroliranu 

aktivacija Wnt signalnog puta (55). 

1.10.6. Peutz-Jeghersov sindrom 

Ovo je autosomno dominantni sindrom karakteriziran stvaranjem hamartomatoznih 

polipa probavnog sustava, pigmentiranih mukokutanih promjena i pove�anog rizika 

gastrointestinalnih i ekstragastrointestinalnih malignoma (56). Pacijenti s Peutz-Jeghersovim 

sindromom imaju mutacije LKB1/STK11 gena (57). Hamartomatozni polipi u Peutz-

Jeghersovom sindromu naj�eb�e se vide u tankom crijevu, ali se mogu pojaviti u debelom 

crijevu. Građeni od proliferativnog epitela bez displazije, vezivne strome i glatkomibi�nih 

vlakana u arboriziraju�em uzorku. Kumulativni rizik tijekom ~ivota za nastanak karcinoma 

debelog crijeva pribli~ava se 40% (58). 

1.10.7. Sindrom juvenilne polipoze 

Ovo je također autosomno dominantni sindrom koji se dijagnosticira slijede�im 

kriterijima: (1) 5 juvenilnih polipa debelog crijeva; (2) juvenilni polipi u cijelom probavnom 

sustavu; ili (3) bilo koji broj juvenilnih polipa i obiteljska povijest juvenilne polipoze. Sli�no 

Peutz-Jeghersovom sindromu, kumulativni rizik tijekom ~ivota za razvoj raka debelog crijeva 

u bolesnika sa sindromom juvenilne polipoze se također pribli~ava 40%. Oko 50-60%

pacijenata ima mutacije SMAD4 ili BMPR1A gena (59). Histolobki, juvenilni polipi imaju 



cisti�no probirene kripte s edematoznom i inflamiranom laminom proprijom. Povrbina polipa 

je obi�no erodirana s granulacijskim tkivom i s izra~enim reparatornim promjenama epitela 

(60). 

1.10.8. MUTYH udru~ena polipoza 

MUTYH povezana polipoza (MAP) je autosomno recesivan polipozni sindrom koji nosi 

pove�ani rizik nastanka karcinoma debelog crijeva. Uzrokovan je mutacijom oba alela MUTYH 

gena (također poznat kao i MYH gen), a kodira enzim koji popravlja obte�enja DNK koja su 

uzrokovana oksidativnim stresom. Ve�ina pacijenata ima <100 polipa debelog crijeva u vrijeme 

dijagnoze. Za razliku od FAP, međutim, ne nalazi se mutacija APC  gena (61). Osim toga, 

nazubljeni polipi (hiperplasti�ni i sesilni nazubljeni polipi/adenomi) su �est nalaz u MAP 

pacijenata, koji se stoga mogu zamijeniti s pacijentima sa seratnom polipozom. Nadalje, zbog 

recesivnog na�ina nasljeđivanja, MAP ima tendenciju presko�iti generacije, bto �ini 

identifikaciju MAP pacijenata te~e jer se mnogi pacijenti naizgled doimaju kao sporadi�ni 

slu�ajevi karcinoma debelog crijeva (62) . 

1.10.9. Seratna polipoza crijeva 

Seratna polipoza crijeva je novi termin koji koristi SZO, a koji se povijesno zove 

hiperplasti�na polipoza. Ovaj sindrom je definiran kao: (1) najmanje 5 nazubljenih polipa 

proksimalno od sigmoidnog crijeva sa 2 ili vibe polipa > 1 cm; (2) bilo koji broj nazubljenih 

polipa bli~e sigmoidnom debelom crijevu u pojedinca koji imaju rođake prvog stupnja sa 

sindromom seratne polipoze; ili (3 ) > 20 nazubljenih polipa svih veli�ina u debelom crijevu. 

Polipi mogu biti SSL ili HP (63). 

1.11. PATOGENEZA I MOLEKULARNA KLASIFIKACIJA KARCINOMA 

DEBELOG CRIJEVA 

Karcinom debelog crijeva je heterogena skupina bolesti s prepoznatljivom geneti�kom 

i epigenetskom pozadinom (38). U cilju poboljbanja klini�kog postupanja i terapijskog pristupa 

pacijentima s karcinom te boljeg predviđanja ishoda, danas se pokubava klasificirati karcinom 

debelog crijeva na temelju smjebtaja, histologije, etiolobkih �imbenika i molekularnih 



mehanizama nastanka tumora (64). Kao bto je ve�  osamdesetih godina dvadesetog stolje�a 

prepoznato, karcinomi koji nastaju u proksimalnom debelom crijevu te oni koji nastaju u 

distalnom crijevu uklju�uju razli�ite genetske mehanizme. Na primjer, Lynchov sindrom 

prvenstveno uklju�uje proksimalno debelo crijevo dok FAP vibe zahva�a distalno debelo 

crijevo. Ovi obiteljski oblici karcinoma debelog crijeva slu~ili su kao prototipovi za 

razumijevanje razli�itih molekularnih mehanizama nastanka tumora (65). Kako je ranije 

re�eno, Lynchov sindrom je rezultat gubitka funkcije u jednom od MMR gena i slijedi put 

mikrosatelitske nestabilnosti (MSI) („mutatorski“ put). Nasuprot tome, FAP se javlja u 

bolesnika s naslijeđenim mutacijama gena APC, koji je bio u sredibtu izvornog modela 

tumorigeneze karcinoma debelog crijeva koji su postavili Fearon i Vogelstein (38), a 

predstavlja temelj puta kromosomske nestabilnosti (CIN) („supresorski“ put).  

Oba puta opisuju patogenezu karcinoma debelog crijeva na temelju genetskih 

nepravilnosti koji dovode do gubitka funkcije tumor supresorskih gena i/ili dobitak funkcije 

protoonkogena. U posljednjem desetlje�u epigeneti�ka nestabilnost privla�i veliku pozornost, 

a sada se vjeruje da se nalazi  u patogenezi gotovo tre�ine karcinoma debelog crijeva (66). Osim 

sekvence i strukture DNK, ekspresija gena kontrolirana je brojnim epigeneti�kim 

modifikacijama koje uklju�uju metilaciju DNK, promjene histona i modeliranje kromatina (67). 

Jedna od najbolje karakteriziranih epigeneti�kih modifikacija povezanih s nastankom 

karcinoma debelog crijeva je utibavanje gena (supresor tumora i/ili gena za popravak DNK) 

hipermetilacijom njihovih promotorskih podru�ja. Iako traje rasprava predstavlja li fenomen 

epigenetske nestabilnosti mehanizam stani�ne prilagodbe tijekom karcinogeneze s ciljem da 

zaustavi stani�nu proliferaciju, ili je sekundarna promjena na job nepoznate genetske mutacije, 

ili je pojava koja se o�ekuje tijekom stani�nog starenje, ili je jednostavno artefakt (68). Imaju�i 

sve u vidu, transkripcijsko utibavanje određenih gena hipermetilacijom nesumnjivo je pokazalo 

da rezultira razvojem tumora. Konkretno, hipermetilacija promotora MLH1 gena, jednog od 

gena odgovornih za popravak obte�ene DNK, je dokazana u ve�ini sporadi�nih karcinoma 

debelog crijeva s MSI fenotipom. Budu�i da su mnogi geni bogati dinukleotidima citozina i 

guanina (CpG otoci) u njihovim promotorskim podru�jima, metiliranje citozinskih ostataka u 

CpG otocima je �esta pojava bto dovodi do promjene u strukturi kromosoma i supresije genske 

ekspresije. Karcinomi debelog crijeva s fenotipom metilacije CpG otoka (CIMP) karakterizirani 

su epigenetskim gubitkom funkcije tumorskih supresorskih gena bez njihove izravne mutacije 

(69). 



Put kromosomske nestabilnosti (CIN put) je upleten u nastanak sporadi�nih 

karcinomima i karcinomima debelog crijeva u sklopu prije opisanih sindroma. CIN tumore 

karakterizira kariotipska abnormalnosti kromosoma, bto uklju�uje dobitke i gubitke razli�itih 

kromosoma, a o�ituje se DNK ploidijom ili gubitkom heterozigotnosti (LOH). Ovi tumori 

gotovo uvijek imaju mutacije APC gena, �esto imaju mutacije Kras i p53 gena, a �esto i gubitak 

18q alela (70).  

Put mikrosatelitske nestabilnosti (MSI put) je također upleten u nastanak sporadi�nih 

karcinoma  i karcinoma debelog crijeva u sklopu opisanih sindroma i ima tendenciju 

međusobnog isklju�ivanja putem kromosomske nestabilnosti (CIN). Kako je ranije re�eno, MSI 

tumori su karakterizirana gubitkom funkcije gena za popravak obte�ene DNK. U sporadi�nim 

karcinomima debelog crijeva do gubitka funkcije dolazi prvenstveno zbog metilacije 

promotorske regije MLH1 gena, koja dovodi do epigenetske inhibicije ekspresije proteina 

MLH1 i njegovog vezuju�eg partnera PMS2 proteina. Ovi tumori �esto pokazuju BRAF 

mutaciju, ali samo rijetko KRAS mutacije (71). U Lynchovu sindromu, gubitak funkcije obi�no 

je rezultat mutacija u jednom od gena za popravak DNK. Ovi tumori nikada nemaju BRAF 

mutacije. Kona�no, CIMP put predstavlja jedinstveni molekularni mehanizam u nastanku 

karcinoma debelog crijeva koji se mo~e pojaviti u bilo mikrosatelitski stabilnim ili nestabilnim 

tumorima (72). 

1.12. MOLEKULARNO TESTIRANJE 

Uz nagli napredak razumijevanja nastanka karcinoma debelog crijeva i napredak 

farmakogenetike, sve vibe se tra~e molekularni i genetski testovi koji bi pru~ili optimalnu 

personaliziranu terapiju za svakog pojedinog bolesnika kako bi se bolje predvidjela prognozu 

bolesti i preciznije odredila potreba za obiteljsko genetsko savjetovanje (73).  

1.12.1. HER2 u karcinomu debelog crijeva 

HER2 je �lan ErbB porodice receptora tirozin kinaze, koja uklju�uje HER1 (EGFR), 

HER3 i HER4. Ovi receptori igraju klju�nu ulogu u regulaciji stani�nog rasta, diferencijacije i 

pre~ivljavanja. HER2 nema poznati ligand, ali mo~e formirati heterodimere s drugim HER 

receptorima, aktiviraju�i niz signalnih puteva, uklju�uju�i PI3K/AKT i MAPK, koji poti�u 

stani�nu proliferaciju i inhibiraju apoptozu. 



Iako je HER2 prekomjerna ekspresija dobro poznata u raku dojke i ~eluca, njena 

prevalencija u karcinomu je relativno niska, procijenjena na oko 2-5% svih slu�ajeva karcinoma 

debelog crijeva. Međutim, HER2 pozitivni karcinomi �esto pokazuju agresivniji fenotip, s 

ve�om sklonob�u metastaziranju i slabijim odgovorom na standardne kemoterapijske re~ime. 

Detekcija HER2 statusa u karcinomu provodi se koriste�i imunohistokemiju (IHC) i 

fluorescentnu in situ hibridizaciju (FISH): 

1. Imunohistokemija (IHC): Ova tehnika koristi antitijela za detekciju HER2 proteina

na povrbini �elija tumora. Rezultati se kvantifikuju na skali od 0 do 3+, pri �emu 3+ ukazuje na 

visoku prekomjernu ekspresiju. 

2. Fluorescentna in situ hibridizacija (FISH): FISH se koristi za detekciju amplifikacije

HER2 gena u tumorskoj DNK. Pozitivan FISH rezultat potvrđuje HER2 amplifikaciju, koja je 

obi�no povezana s visokom IHC ekspresijom (74). 

Prekomjerna ekspresija ili amplifikacija HER2 povezana je s lobijom prognozom u 

karcinomu. HER2 pozitivni tumori �esto su otporniji na standardne kemoterapijske tretmane, 

poput re~ima temeljenih na 5-fluorouracilu (5-FU), oksaliplatinu i irinotekanu. Osim toga, 

HER2 pozitivnost mo~e biti povezana s manjom osjetljivob�u na anti-EGFR terapije, kao bto 

su cetuksimab i panitumumab, posebno kod tumora koji su KRAS/NRAS/BRAF divljeg tipa. 

Identifikacija HER2 kao potencijalnog terapijskog cilja otvorila je nove mogu�nosti za 

lije�enje karcinoma: 

1. Trastuzumab: Trastuzumab je monoklonalno antitijelo koje cilja HER2 receptor.

Koribten je s velikim uspjehom u lije�enju HER2 pozitivnog raka dojke. Studije su pokazale da 

kombinacija trastuzumaba s kemoterapijom mo~e biti efikasna i kod HER2 pozitivnog mKRK-

a. 

2. Pertuzumab: Pertuzumab je job jedno monoklonalno antitijelo koje cilja HER2, ali

na razli�itom epitopu u odnosu na trastuzumab, bto omogu�ava sinergisti�ki u�inak kada se 

koriste zajedno. Ova kombinacija je standard u lije�enju HER2 pozitivnog raka dojke i pokazuje 

obe�avaju�e rezultate u metastatskom karcinomu debelog crijeva. 

3. Ado-trastuzumab emtanzin (T-DM1): T-DM1 je konjugat antitijela i lijeka koji

kombinira trastuzumab s citotoksi�nim agensom emtanzinom. Ova kombinacija omogu�ava 



ciljanu dostavu citotoksi�nog agensa direktno u HER2 pozitivne stanice karcinoma, smanjuju�i 

sistemske nuspojave i pove�avaju�i efikasnost. 

4. Lapatinib: Lapatinib je oralni tirozin kinazni inhibitor (TKI) koji cilja HER2 i EGFR.

Studije su pokazale određeni uspjeh kada se koristi u kombinaciji s drugim agensima u lije�enju 

HER2 pozitivnog mKRK-a. 

5. Tucatinib: Tucatinib je selektivni HER2 TKI koji pokazuje manje nuspojava u

poređenju s drugim TKI-jevima. Nedavne studije ukazuju na njegovu efikasnost u kombinaciji 

s trastuzumabom i kemoterapijom kod metastatskog karcinoma debelog crijeva. 

HER2 je va~an biomarker u karcinomu debelog crijeva, povezan s agresivnijim 

fenotipom i lobijom prognozom. Ciljana terapija usmjerena na HER2 pru~a nove mogu�nosti 

za lije�enje pacijenata s HER2 pozitivnim metastatskim karcinomom debelog crijeva, posebno 

onih koji ne odgovaraju na standardne terapije. Budu�a istra~ivanja trebaju se fokusirati na 

heterogenost tumora i razvoja rezistencije, kako bi se omogu�io dugotrajan uspjeh HER2 

ciljane terapije u karcinomu debelog crijeva (75). 

1.12.2. MSI testiranje 

MSI tumori �ine oko 15% karcinoma debelog crijeva. Ovi tumori obi�no pokazuju 

jedinstvene klini�ko-patolobke zna�ajke, imaju tendenciju bolje prognoze u usporedbi s 

mikrosatelitski stabilnim tumorima istog klini�kog stadija, a �ini se da su otporni na lije�enje s 

5-fluorouracilom (72).

Mikrosateliti su ponavljaju�i sljedovi DNK koji su skloni pogrebkama tijekom 

replikacije DNK ako je sustav popravka genskog materijala neispravan. MSI se definira kao 

promjena u duljini mikrosatelitskih sekvenci. Promjena u duljini sekvenci se obi�no određuje 

analizom dva mononukleotidna ponavljanja i tri dinukleotidna ponavljanja, a poznati su kao 

Bethesda panel. Test se obavlja usporedbom uzoraka DNK ekstrahiranih iz zdravih stanica i 

tumorskih stanica istog pacijenta. Test je baziran na lan�anoj reakciji polimeraze (PCR), a mo~e 

se izvesti na tkivima fiksiranim formalinom u parafinskim blokovima. Tumor je ozna�en kao 

MSI-H ako dva ili vibe (> 40%) od pet mikrosatelitskih markera pokazuju nestabilnost, MSI-L 

(low level) ako samo jedna oznaka pokazuje nestabilnost ili mikrosatelitski stabilan (MSS) ako 

niti jedan od pet markera ne pokazuju nestabilnost (76).  



Neizravna analiza mikrosatelitske nestabilnosti posti~e se imunohistokemijskim 

bojanjem za proteine uklju�ene u popravak DNK. Ovi proteini su normalno prisutni u svim 

stanicama, ali pokazuju gubitak izra~aja u mikrosatelitski nestabilnim tumorskim stanicama. 

Imunohistokemijsko testiranje je prihva�eno kao pouzdana zamjena za određivanje 

mikrosatelitske nestabilnosti sa stopom slaganja  > 90%. Međutim, imunohistokemijsko bojanje 

mo~e propustiti rijetke MSI slu�ajeva koje su uzrokovane mutacijama drugih gena i ne razlikuje 

mutacije od epigenetskih promjena (77). 

1.12.3. Testiranje KRAS mutacije 

RAS onkogeni, uklju�uju�i KRAS, NRAS i HRAS, dio su obitelji gena koji kodiraju 

proteine uklju�ene u stani�ne signalne puteve. Ovi signalni putevi reguliraju klju�ne stani�ne 

funkcije kao bto su proliferacija, diferencijacija i pre~ivljavanje stanica. Kada su RAS geni u 

normalnom, nemutiranom stanju, oni djeluju kao sklopke koje se uklju�uju i isklju�uju kao 

odgovor na vanjske signale. Međutim, mutacije u ovim genima dovode do trajno aktiviranih 

proteina, bto rezultira nekontroliranim rastom i proliferacijom stanica (78).  

U kontekstu karcinoma debelog crijeva, mutacije KRAS gena nalaze se u pribli~no 30-

40% slu�ajeva, dok su NRAS mutacije rjeđe, ali i dalje zna�ajne. Ove mutacije naj�eb�e se 

javljaju u ranim fazama tumorigeneze, bto ukazuje na njihovu klju�nu ulogu u inicijaciji i 

progresiji bolesti (79). 

Prisustvo mutacija u RAS onkogenima ima zna�ajne implikacije na terapiju karcinoma 

debelog crijeva, posebno u metastatskom stadiju (mCRC). Ciljana terapija, poput inhibicije 

receptora za epidermalni faktor rasta (EGFR), predstavlja va~nu opciju za lije�enje pacijenata 

s metastatskim karcinomom debelog crijeva. Lijekovi kao bto su cetuksimab i panitumumab 

koriste se za inhibiciju EGFR-a, no njihova u�inkovitost ovisi o statusu RAS gena (80).  

Kod pacijenata s mutiranim KRAS ili NRAS genima, ti signalni putevi ostaju trajno 

aktivirani, neovisno o vanjskim signalima koje prenosi EGFR. To zna�i da inhibicija EGFR-a 

ne�e imati ~eljeni u�inak na smanjenje rasta tumora kod ovih pacijenata. Stoga, identifikacija 

RAS statusa klini�ki je va~na jer omogu�uje personalizaciju terapije, izbjegavaju�i 

neu�inkovite i potencijalno toksi�ne tretmane. Prisustvo mutacija u RAS genima �esto je 

povezano s lobijom prognozom kod pacijenata s karcinomom debelog crijeva. Studije su 



pokazale da pacijenti s mutiranim RAS genima imaju kra�e pre~ivljenje bez progresije bolesti 

te ukupno kra�e pre~ivljenje u usporedbi s pacijentima koji imaju nemutirani RAS gen (81).  

RAS onkogeni igraju sredibnju ulogu u karcinomu debelog crijeva, i to ne samo u smislu 

progresije bolesti ve� i u smislu terapijskog odgovora. Mutacije u ovim genima dovode do 

trajne aktivacije stani�nih signalnih puteva, bto zna�ajno utje�e na u�inkovitost ciljane terapije 

poput inhibicije EGFR-a. Zbog toga je testiranje RAS statusa nu~an korak u dijagnostici i 

lije�enju pacijenata s metastatskim karcinomom debelog crijeva (82). 

1.12.4. Testiranje BRAF mutacije 

Osim K-ras, mutacije u drugim molekulama EGFR signalnog put također mogu 

uzrokovati rezistenciju na anti-EGFR terapiju. Dobar primjer je mutacija BRAF gena koji se 

nalazi u oko 10% karcinoma debelog crijeva. Aktiviraju�e BRAF i K-RAS mutacije gotovo se 

uvijek međusobno isklju�uju, a time i ispitivanje mutacije BRAF gena treba uzeti u obzir nakon 

negativne K-RAS mutacije. Gotovo sve BRAF mutacije su iste to�kaste mutacije V600E, koje 

se mogu lako detektirati pomo�u niza komercijalno dostupnih PCR testova. BRAF mutacija se 

gotovo isklju�ivo vidi u sporadi�nim MSI tumorima za koje se pretpostavlja da nastaju putem 

seratnih polipa, ali nikad nije opisan u Lynchovom sindromu (83). Aktiviraju�a mutacija gena 

BRAF je povezana s visokom razinom op�e metilacije DNK i epigeneti�kim utibavanjem 

MLH1 gena, a mo~e se na�i u 70-90% sporadi�nih karcinoma debelog crijeva s fenotipom 

mikrosatelitske nestabilnosti. Stoga, daljnje testiranje BRAF mutacije u MSI tumorima �e 

pomo�i razjasniti sporadi�nu ili sindromsku prirodu tumora. BRAF divljeg tipa u tumorima s 

visokim stupnjem mikrosatelitske nestabilnosti (MSI-H) imaju najbolju prognozu, dok su 

BRAF-mutirani mikrostatelitski stabilni tumori (MSS) povezani s najgorim ishodom (84). 

1.12.5. Testiranje PIK3CA onkogena 

PIK3CA gen dio je PI3K/AKT/mTOR signalnog puta, koji je jedan od najva~nijih 

stani�nih puteva uklju�enih u regulaciju rasta, diferencijacije i pre~ivljavanja stanica. Kada se 

aktivira, ovaj signalni put poti�e niz stani�nih odgovora koji su klju�ni za normalan rast i razvoj 

stanica. Međutim, mutacije u PIK3CA genu dovode do trajne aktivacije PI3K/AKT/mTOR 

puta, bto mo~e rezultirati nekontroliranim rastom stanica i stvaranjem tumora. U karcinomu 



debelog crijeva, PIK3CA mutacije prisutne su u otprilike 10-20% slu�ajeva. Naj�eb�e se nalaze 

u eksonima 9 i 20, koji kodiraju va~ne domene kataliti�ke podjedinice PI3K enzima. Ove

mutacije dovode do promjena u aktivnosti proteina, bto doprinosi rastu i birenju malignih stanica 

(85). 

Testiranje PIK3CA mutacija va~no je iz nekoliko razloga. Prvo, prisustvo ovih mutacija 

mo~e pomo�i u procjeni prognoze bolesti. Iako se rezultati istra~ivanja razlikuju, neki podaci 

ukazuju na to da pacijenti s PIK3CA mutacijama mogu imati bolju prognozu, posebno ako 

mutacije nastaju u kombinaciji s mutacijama u drugim genima, poput KRAS. Drugo, PIK3CA 

mutacije mogu biti zna�ajan biomarker za odgovor na određene terapije. Na primjer, studije su 

pokazale da pacijenti s PIK3CA mutacijama mogu imati koristi od terapija usmjerenih na 

inhibiciju PI3K/AKT/mTOR puta, kao i od nesteroidnih antiinflamatornih lijekova (NSAID), 

poput aspirina. Identifikacija PIK3CA mutacija omogu�uje lije�nicima da primijene ciljane 

terapije koje se usmjeravaju na PI3K/AKT/mTOR put. Inhibitori PI3K, poput alpelisiba, 

trenutno se istra~uju u klini�kim ispitivanjima i pokazuju obe�avaju�e rezultate, posebno u 

kombinaciji s drugim lijekovima koji ciljaju razli�ite signalne puteve. Primjerice, kombinacija 

inhibitora PI3K s inhibitorima mTOR mo~e pru~iti sinergijski u�inak u inhibiciji rasta tumora 

(86). 

1.12.6. Molekularna klasifikacija kolorektalnog karcinoma 

Konzorcij za subtipiziranje karcinoma debelog crijeva prikupio je podatke o 

profiliranju izra~aja RNK iz vibe studija i proizveo konsenzus identificiraju�i �etiri glavne 

konsenzusne grupe molekularnih podtipa karcinoma debelog crijeva (CMS). Gotovo svi 

hipermutirani mikrosatelitski nestabilni karcinomi spadaju u prvu kategoriju: CMS1 (MSI-

imuni, 14%). Preostali karcinomi MSS potkategorizirani su u tri glavne skupine: CMS2 

(kanonski, 37%), CMS3 (metaboli�ki, 13%) i CMS4 (mezenhimalni, 23%), s ostatkom 

neklasificirane skupine (mjebovite zna�ajke, 13%) koja mo~e predstavljaju prijelazni fenotip ili 

intratumorsku heterogenost. CMS1 karcinomi su hipermutirani mikrosatelitski nestabilni zbog 

utibavanja MLH1 gena i, sukladno tome, fenotipa metilacija CpG otoka s �estim BRAF 

mutacijama. To je izjedna�eno s prethodno dobro karakteriziranom sporadi�nom 

mikrosatelitski nestabilnom podskupinom (87). Profiliranje ekspresije gena nadalje je otkrilo 

dokaz jake imunolobke aktivacije u CMS1, u skladu s patolobkim opisima izra~enih CD8+ 



citotoksi�nih T limfocita koji infiltriraju tumor, a to ukazuje na potencijalnu reakciju na 

inhibitore imunolobkih kontrolnih to�aka.  

Klasifikacijski sustav CMS temelji se na biolobkim procesima nazna�enim obrascima 

ekspresije gena i predla~e se kao temelj za budu�u klini�ku stratifikaciju u ispitivanjima i 

drugim studijama s potencijalom za ciljane intervencije temeljene na podtipovima, iako su 

potrebne dodatne studije da bi se to potvrdilo (88). 

1.13.  APOPTOZA 

Pojam apoptoza (-po-toe-SIS) prvi put koribten u radu  Kerra, Wyllie, i Currie 1972. 

(89) koji su opisali morfolobki razli�ite oblike stani�ne smrti. Razumijevanje mehanizama koji

su uklju�eni u proces apoptoze u stanicama sisavaca proizibli iz istra~ivanja programirane 

stani�ne smrti koja se događa tijekom razvoja nematoda Caenorhabditis elegans (90). U tom 

organizmu 1090 somatske stanice nastaju u formiranju odraslih crva, od kojih 131 stanica umire 

apoptozom. Opisane stanice umiru to�no na određenim to�kama u procesu razvoja, pokazuju�i 

izuzetnu preciznost i kontrolu sustava programirane stani�ne smrti. Apoptoza je prepoznata i 

prihva�ena kao va~an na�in 'programirane stani�ne smrti' koja uklju�uje genetski određeno 

uklanjanje stanica. Međutim, va~no je imati na umu da postoje i ostali oblici programirane 

stani�ne smrti, a dodatni oblici programirane smrti stanice job treba otkriti (91).  

Apoptoza se javlja obi�no tijekom razvoja i starenja, a va~na je kao homeostatski 

mehanizam za odr~avanje stani�ne populacije u tkivima. Apoptoza je također pojavljuje kao 

obrambeni mehanizam, kao bto je su imunolobke reakcije ili kada su stanice obte�ene zbog 

bolesti ili btetnih utjecaja (92). Iako postoji birok izbor fiziolobkih i patolobkih podra~aja i 

uvjetima koje mogu izazvati apoptozu, nije nu~no da sve stanice umru kao odgovor na isti 

poticaj. U nekim slu�ajevima vrsta podra~aja i/ili stupanj podra~aja određuje ho�e li stanice 

umrijeti apoptozom ili nekrozom. Pri niskim dozama niz btetnih podra~aja poput topline, 

ionizacijskog zra�enja, hipoksije i citotoksi�nih lijekova mogu izazvati apoptozu, ali taj isti 

podra~aj mo~e rezultirati nekrozom pri vibim dozama (93). Kona�no, apoptoza je koordiniran i 

energetski ovisan proces koji uklju�uje kaskadnu aktivaciju skupine cisteinskih proteaza pod 

nazivom 'kaspaze' i koje u kona�nici povezuju stani�ni podra~aj s kona�nom propasti stanice 

(94). 



1.13.1. Morfologija apoptoze 

 Svjetlosna i elektronska mikroskopija su identificirali razli�ite morfolobke promjene 

koje se događaju tijekom apoptoze. Tijekom ranog procesa apoptoze, vidljivo je skvr�avanje 

stanica i piknoza jezgre. Skvr�ene stanice su manjih dimenzija, citoplazma je gub�a, a stani�ne 

organele se međusobno gomilaju. Piknoza je rezultat kondenzacije kromatina i to je 

najkarakteristi�nija zna�ajka apoptoze. Na pregledu histolobkih preparatima obojanim 

hematoksilinom-eozinom, apoptoza uklju�uje pojedina�ne stanice ili manje nakupine stanica 

(95). Nakon kariorekse događa se opse~no pupanje stani�ne membrane te odvajanje stani�nih 

fragmenata koja se zove apoptotska tjelebca. Apoptotska tjelebca se sastoje od dijelova 

citoplazme sa stani�nim organelama, sa ili bez fragmenata jezgre. Integritet svih stani�nih 

organela je i dalje odr~an i okru~en o�uvanom stani�nom membranom. Apoptotska tjelebca, 

fagocitoziraju makrofagi, okolne stanice ili neoplasti�ne stanice razgrađuju se u 

fagolizosomima. Va~no je napomenuti da u procesu apoptoze nema upalne reakcije jer: (1) 

apoptotske stanice ne otpubtaju stani�ne sastojke u okolno intersticijsko tkivo; (2) apoptotska 

tjelebca se brzo fagocitiraju okolnim stanicama �ime se sprje�ava sekundarna nekroza; i, (3) 

fagocitiraju�e stanice ne proizvode antiupalne citokine (96). 

1.13.2. Mehanizam apoptoze 

Mehanizam apoptoze je vrlo slo~en i sofisticiran, te uklju�uje energetski ovisnu  

kaskadu to�no određenih molekularnih događaja. Do sada istra~ivanja pokazuju da postoje dva 

glavna apoptotska puta: vanjski put ili put receptora smrti i unutrabnji ili mitohondrijski put. 

Ipak, postoje dokazi da su oba puta međusobno povezana i da molekule u jednom putu mogu 

utjecati na drugi (97). Vanjski i unutarnji put spajaju se na istom kraju, odnosno izvrbnom putu 

apoptoze.  Ovaj put je aktiviran cijepanjem kaspase-3, glavne izvrbne kaspaze u stanicama, i 

rezultira fragmentacijom DNK, razgradnjom citoskeletnih i jezgrinih proteina, unakrsnim 

vezivanjem proteina, formiranjem apoptotskih tjelebaca, izra~aj liganada za receptore 

fagocitiraju�ih stanica i na kraju fagocitozu apoptotskih tjelebaca (98). 

Apoptotske stanice pokazuju nekoliko biokemijskih promjena kao bto su cijepanje 

proteina, unakrsnog povezivanja proteina, fragmentacije DNK i prepoznavanje od strane 

fagocitiraju�ih stanica bto na kraju rezultira prepoznatljivim strukturnim promjenama 

apoptotskih stanica (99). Kaspaze se biroko rasprostranjene u neaktivnom, proenzimskom 



obliku u ve�ini stanica, a nakon aktivacije �esto mo~e aktivirati druge pro-kaspaze, 

omogu�uju�i pokretanje proteazne kaskade. Neke prokaspaze se mogu i autoaktivirati. Ova 

proteoliti�ka kaskada, u kojoj je jedna kaspaza mo~e aktivirati druge kaspaze, poja�ava 

apoptotski signal, a time dovodi do brze smrti stanice (100).  

Kaspaze imaju proteoliti�ku aktivnost te imaju mogu�nost cijepati proteine na ostacima 

aspartanske kiseline, iako razli�ite kaspaze imaju razli�ite karakteristike uklju�uju 

prepoznavanja susjednih aminokiselina. Nakon bto se kaspaze u aktiviraju, �ini se da su stanice 

nepovratno usmjerene prema stani�noj smrti. Do danas je identificirano deset glavnih kaspaza 

koje su svrstane kao pokreta�ke (kaspaza-2, -8, -9, -10), izvrbne (kaspase-3, -6, -7) i upalne 

(kaspaza caspase-1, -4, -5) (101). Opse~no umre~avanje proteina je job jedna od karakteristika 

apoptotskih stanica i posti~e se ekspresijom i aktivacijom tkivne transglutaminaze (102). 

Fragmnentacija DNK je posredovana s Ca2 + i Mg2 + ovisnim endonukleazama bto rezultira 

fragmentima veli�ine od 180 do 200 parova baza (103).  

Druga biokemijska zna�ajka apoptoze je izra~aj razli�itih liganada na stani�noj povrbini 

i rezultira ranim prepoznavanjem apoptotskih stanica okolnim fagocitiraju�im stanicama bto 

omogu�uje brzu fagocitozu s minimalnim utjecajem na okolno tkivo. To se posti~e pomicanjem 

normalno citoplazmatski okrenutim fosfatidilserinom iz stani�nog lipidnog dvosloja prema 

vanjskom sloju stani�ne membrane (104). 

1.13.3. Vanjski put apoptoze 

Vanjski signalizacijski putovi koji poti�u apoptozu uklju�uju interakcije posredovane 

transmembranskim receptorima. Oni uklju�uju receptore smrti koji su �lanovi superobitelji 

receptora �imbenika nekroze tumora (TNF) (105). lanovi obitelji TNF receptora imaju sli�ne 

cisteinom bogate ekstracelularne domene i imaju citoplazmatsku domenu od oko 80 

aminokiselina naziva „domene smrti“ (eng. „death domain“) (106). Ova domena smrt igra 

klju�nu ulogu u prijenosu signala s povrbine stanice na unutarstani�ne signalne puteve. Slijed 

događaja koji određuju vanjsku fazu apoptoze najbolje karakterizira  FasL/FasR i TNF-

α/TNFR1 model. U tim modelima nalazi se grupiranje receptora na povrbini stanice i 

poslijedi�no vezivanje liganda. Nakon vezanja liganda, aktiviraju se citoplazmatski 

prilagođiva�ki proteini koji pokazuju odgovaraju�u domenu smrti koja se ve~e uz receptor. 



Vezanje Fas liganda na FAS receptor rezultira vezanjem FADD proteina, a vezanje TNF 

liganda za TNF receptore dovodi do vezivanja proteina TRADD (107). FADD i TRADD se 

zatim povezuje s prokaspazom-8 preko dimerizacije domene smrti. U tom se trenutku, formira 

se signalni kompleks smrti (DISC) bto rezultira autokataliti�kom aktivacijom prokaspaze-8 

(108). Nakon bto je kaspaza-8 aktivirana, pokre�e se izvrbna faza apoptize. Apoptoza 

posredovana vezivanjem liganada i receptora na povrbini stanice mo~e se inhibirati proteinom 

zvanim c-FLIP koji se ve~e na FADD i kaspazu-8, ostavljaju�i ih nekativiranima (109). 

1.13.4. Unutarnji put apoptoze 

Unutarnji signalni putevi koji poti�u apoptozu uklju�uju raznolik niz nereceptorskih 

podra~aja koji pokre�u unutarstani�ne signale i djeluju izravno na ciljne stani�ne strukture te 

su mitohondrijski inducirani signali. Poticaji koji pokre�u unutarnji put stvaraju razli�ite  

unutarstani�ne signale koji mogu djelovati na bilo pozitivan ili negativan na�in. Negativni 

signali uklju�uju odsutnost određenih faktora rasta, hormona i citokina koji mogu dovesti do 

pokretanja apoptoze. Drugi poticaji koji djeluju na pozitivan na�in uklju�uju ionizacijsko 

zra�enje, razli�ite toksine, hipoksiju, hipertermiju, virusne infekcije i slobodne kisikove 

radikale (110).  

Svi ove podra~aji uzrokuju promjene u unutarnjoj mitohondrijskoj membrani bto 

rezultira otvaranjem mitohondrijskih pora (MPT), gubitak mitohondrijskog transmembranskog 

potencijala i oslobađanje dviju glavnih skupina proapoptotskih proteina iz mitohondrija u 

citosol (111). Prvu grupu �ine citokrom c, Smac Diablo i serinska proteaza HtrA2/Omi (112). 

Ovi proteini aktiviraju kaspazama ovisni mitohondrijski put apoptoze. Citokrom c ve~e i 

aktivira Apaf-1, kao i prokaspazue-9, tvore�i apoptosom. SMAC/DIABLO i HtrA2/Omi 

proteini pokre�u apoptozu deaktiviraju�i proteine koji inhibiraju apoptozu (IAP) (113).  

Druga skupina proapoptoti�kih proteina, AIF, endonukleaza G i CAD, otpubtaju se  iz 

mitohondrija tijekom apoptoze. AIF i endonukleaza G djeluje na kaspaza-neovisan na�in. 

Naknadno otpubten CAD iz mitohondrija prelazi u jezgru gdje, nakon cijepanja i aktiviranja 

kaspaze-3, dovodi do oligonukleosomalne fragmentacije DNK i kondenzacije kromatina (114). 

Kontrolu i regulaciju unutrabnjeg puta apotoze izvrbavaju pripadnici Bcl-2 obitelji 

proteina. Tumor supresorski protein p53 ima klju�nu ulogu u regulaciji Bcl-2 obitelji proteina, 



no to�an mehanizam job nije u potpunosti razjabnjen (115). Bcl-2 obitelj proteina upravlja 

propusnost membrane mitohondrija, a njihov u�inak mo~e biti proapoptotski ili antiapoptotski. 

Do danas, ukupno je identificirano 25 proteina u Bcl-2 obitelji. Neki od antiapoptotskih proteina 

su Bcl-2, Bcl-X, Bcl-XL, bcl-XS, Bcl-W, BAG, a neki od proapoptotskih proteina su bcl-10, 

Bax, Bak, ponude, Bad , Bim, Bik, i Blk. Ovi proteini imaju poseban zna�aj jer mogu odrediti 

je li stanica osuđena na apoptozu ili se proces apoptoze zaustavlja. Smatra se da je glavni 

mehanizam djelovanja proteina Bcl-2 obitelji  regulacija otpubtanja citokroma c iz mitohondrija 

putem promjene propusnosti mitohondrijske membrane (116). 

1.13.5.  Izvrbni put apoptoze 

Vanjski i unutarnji put aktivacije apoptoze na kraju zavrbe na izvbnoj fazi. Aktivacija 

izvrbnih kaspasa po�inje ovu fazu apoptoze. Izvrbne kaspaze aktiviraju citoplazmatske 

endonukleaze, koje razgrađuju nuklearni materijal, i proteaze koje degradiraju jezgrine i 

citoskeletne proteine. Kaspaze-3, -6, i -7 imaju funkciju izvrbnih kaspaza, cijepaju�i razli�ite 

stani�ne supstrate uklju�uju citokeratine, stani�nu membranu, citoskeletni protein alfa fodrin, 

jezgreni protein NuMA i druge, bto u kona�nici dovodi do morfolobkih i biokemijskih promjena 

vidljivih u apoptoti�kim stanicama (117). 

Kaspaza-3 smatra se najva~nijom izvrbnom kaspazom i mo~e se aktivirati bilo kojom 

od inicijatotrskih kaspaza (kaspaza-8, -9, ili -10). Kaspaza-3 specifi�no aktivira endonukleazu 

CAD. U proliferiraju�im stanicama CAD je  vezan s inhibitorom, ICAD. U apoptotskim 

stanicama aktivirana kaspaza-3 cijepa ICAD i otpubta aktiviranu CAD endonukleazu. CAD 

degradira kromosomski DNK unutar jezgre i uzrokuje kondenzaciju kromatina. Kaspaza-3 

također uzrokuje reorganizaciju citoskeleta i raspad stanice u apoptotska tjelebca (118). 

Fagocitoza apoptotskih tjelebaca je posljednji dio apoptoze. Asimetrija fosfolipidnog 

dvosloja i eksternalizacija fosfatidilserina na povrbini apoptotskih stanica i njihovih dijelova je 

karakteristika ove faze. Iako mehanizam premjebtanja fosfatidilserina na vanjsku stranu 

stani�ne mebrane tijekom apoptoze nije sasvim razjabnjen, povezan je s gubitkom 

aminofosfolipidne translokaze (119). Pojava fosfatidilserina na vanjskoj strani stanica 

omogu�uje prepoznavanje apoptotskih stanica i tjelebaca, omogu�uju�i njihovu fagocitozu. 



Ovaj proces u�inkovite fagocitoze bez otpubtanja stani�nih sastojaka rezultira prakti�ki bez 

upalnog odgovora (120).  

1.14. HIPOKSIJA I HIF-1α 

Molekularni mehanizmi koji odr~avaju stani�nu i sistemsku homeostazu kisika su 

predmet istrage stolje�ima. Međutim, samo je posljednjih desetlje�a razjabnjen jedinstveni 

molekularni mehanizma kontrole homeostaze kisika. To je postignuto, barem djelomi�no, 

opisom biroko rasprostranjenog transkripcijskog faktora: hipoksija inducibilni faktor-1a (HIF-

1) (121).

Hipoksija je definirana kao smanjena koncentracije kisika ispod normalne razine. U 

uvjetima smanjenog tlaka kisika, perfuzija tkiva je smanjuje, tako da dostupnost kisika nije 

dovoljna da zadovolji metaboli�ke potrebe tkiva. Hipoksija smanjuje sposobnost stanica da 

odr~e normalnu energetsku razinu. Stanice �e odgovoriti prilagodbom tako da �e aktivirati gene 

uklju�ene u metaboli�ke prilagodbe, kao bto su geni uklju�eni u glikolizu. Osim toga, stimulirat 

�e se proliferacija stanica i angiogeneze  bto omogu�uje bolju oksigenaciju tkiva (122). 

Transkripcijski kompleks „hipoksija inducibilni faktor“ '(HIF) izvorno je identificiran 

kao regulator hormona eritropoetina koji stimulira proizvodnju crvenih krvnih stanica, a time 

pove�ava hematokrit kao odgovor na smanjenu opskrbu kisikom. Postalo je jasno da je funkcija 

HIF klju�ni regulator kompenzacijskih i prilagodbenih odgovora na akutnu i kroni�nu 

hipoksiju, koordiniraju�i slo~en transkripcijski odgovor koji djeluje na stani�noj, lokalnoj i 

razni cijelog organizma. S obzirom na biroki raspon djelovanja HIF-a, sredibnju ulogu kisika u 

stani�nom metabolizmu, a i �injenicu da je tkivna opskrba kisikom smanjena u mnogim 

patolobkim stanjima, ne �udi da HIF ima va~nu ulogu u razvoju, fiziologiji i patologiji (123). 

1.15.  HIF-1α 

Sustav HIF-a je prepoznat kao klju�ni regulator birokog raspona stani�nog i sistemskog 

odgovora na hipoksiju. Promjene u ekspresiji gena, koje su HIF izravno ili neizravno regulirane, 

prote~u se na vibe od 100 gena. Susta HIF-a ima va~an utjecaj na prilagodbu metabolizma, 

eritropoezu, angiogenezu, diferencijaciju stanica, pre~ivljavanje i apoptozu (124).  



HIF je heterodimerni DNK-vezuju�i protein koji se sastoji od dviju bHLH-PAS 

podjedinica (osnovni heliks-petlja-heliks protein koji sadr~i PAS domenu): konstitutivno 

izra~ena HIF-1b podjedinica i kisikom regulirana HIF-a podjedinica koja postoji u tri oblika 

(svaki kodiran od strane razli�itih gena): HIF-1a, 2a i 3a. HIF-1b podjedinica je jezgreni protein 

koji reagira bez prisustva kisika. Nasuprot tome, HIF-1a podjedinica je inducibilna hipoksijom 

(125). Pod normoksi�nim uvjetima, HIF-1a podjedinica je vezana za ubikvitin i degradirana, a 

sa smanjenom koncentracijom kisika HIF-1a se akumulira i dimerizira s HIF-1b 

podjedinicomunutar jezgre. α/β heterodimer ve~e se na sekvence 5'-(A/G)CGTG-3' koja 

ozna�ava hipoksijom regulirane domene ciljnih gena i aktivira transkripciju gena koji kodiraju 

vibe angiogenih faktora rasta i citokina, uklju�uju�i faktor rasta vaskularnog endotela (VEGF), 

�imbenik rasta placente, angiopoietine 1 i 2, �imbenik rasta porijeklom iz trombocita B 

(PDGFB), stromalni �imbenik 1 (SDF-1) i �imbenik rasta mati�nih stanica (126). 

Aktivacija HIF-1a kao odgovora na hipoksiju je trenutna, a pod normoksi�nim uvjetima 

HIF-1a podjedinica ima vrlo kratko vrijeme polu~ivota od oko 5 minuta. HIF-1a protein stalno 

se sintetizira i razgrađuje u normoksi�nim uvjetima, dok se akumulira vrlo brzo uslijed 

izlaganju niskom tlaku kisika. Glavni poticaj izra~aju HIF-1a je hipoksija koja stabilizira 

protein, ali izra~aj HIF-1a također mo~e biti izazvan normalnim tlakom kisika. Na kisik 

osjetljiva HIF-1a podjedinica podvrgnuta posttranslacijskim promjenama kao bto su 

hidroksilacijska, ubikvitiranje, acetilacija i fosforilacija regulira njegovu stabilnost i funkciju 

(stimulacija transkripcije) (127). 

HIF-1a je sve vibe prepoznat po svojoj klju�noj ulozi u poticanju ekspresije vibe od 100 

gena, koji reguliraju birok spektar stani�nih funkcija, uklju�uju�i angiogenezu, eritropoezu, 

metabolizam ~eljeza, proliferaciju stanica i apoptozu (128). 

1.16. APOPTOZA I HIPOKSIJA 

Stanice izlo~ene stresu mogu pokrenuti apoptoti�ki mehanizam. U pojedinim 

slu�ajevima, prilagodba stanice u hipoksi�nim uvjetima dovodi ne samo do proliferacije nego i 

do stani�ne smrti. Kada su stanice izlo~ene kroni�noj ili ekstremnoj hipoksiji, aktivacija HIF-

1a dovodi do apoptoze (129).  



Apoptoza je energetski ovisan proces, za razliku od nekroze, koja se također pojavljuje 

u nedostatku ATP-a. Najizravniji utjecaj hipoksije na aktiviranje apoptoze  je inhibicija

prijenosa elektrona na unutrabnjoj membrani mitohondrija. Smanjenje mitohondrijske 

proizvodnje ATP-a uzrokuje aktivaciju Bax ili Bak bto dovodi do optubtanja citokroma c u 

citoplazmu (130). Osim energetske oskudice, slobodni kisikovi radikali (ROS) doprinose 

apoptozi u uvjetima hipoksije Poznato je da aktivacija apoptotske  kaskade rezultat kisikovih 

radikala u stanicama neuroblastoma te se razlikuje od klasi�ne mitohondrijski posredovane 

apoptoze. U ovom slu�aju, inicijatorska kaspaza-9 izravno aktivira izvrbne kaspaze-3 i -12, bez 

uklju�ivanja citokroma c u odgovor na hipoksiju (131).  

Hipoksija udru~ena s hipoglikemijom smanjuje proliferaciju i pove�ava apoptozu  u 

divljem tipu embrionalnih mati�nih stanica, ali ne i u embrionalnim mati�nim stanicama s 

inaktiviranim HIF-1a genom bto upu�uju da je HIF-1a uklju�en u apoptozu induciranu 

hipoksijom (132). 

HIF-1a mo~e izazvati apoptozu preko dva puta. Prvo, kao trankripcijski �imbenik, HIF-

1a mo~e pokrenuti stani�nu smrt aktiviranjem razli�itih proapoptotskih gena, uklju�uju�i 

BNIP3. Gen BNIP3 je primarni gen koji pokre�e stani�nu smrt u uvjetima hipoksije. Stanice 

kojima nedostaju HIF-1a ne mogu proizvesti BNIP3 i u njima se vidi smanjena stopa stani�ne 

smrti (133). Također je pokazano da je ekspresija BNIP3 pove�ana u uvjetima hipoksije u 

stani�nim linijama koje potje�u od  karcinoma, fibroblasta i makrofaga (134). 

Drugo, HIF-1a pove�ava stabilnost p53 koji je tumor supresor. U uvjetima stani�nog 

stresa ili nakon obte�enja DNK, p53 izaziva programiranu stani�nu smrt reguliraju�i izra~aj 

razli�itih proteina kao bto su Bax, NOXA, PUMA i PERP  ili mo~e uzrokovati zaustavljanje 

stani�nog  rasta, koje je posredovano p21 proteinom. HIF-1a djeluje s divljim tipom p53, ali ne 

i s mutiranim p53 proteinom porijekla razli�itih tumorskih stanica (135). Druge studije 

pokazuju da HIF-1a mo~e imati, u nekim slu�ajevima, i antiapoptotsku ulogu. HIF-1a sprje�ava 

apoptozu antagoniziraju�i funkciju tumor supresor gena p53. Također je dokazano da  pove�ana 

razina HIF-1a mo~e izazvati izra~aj razli�itih tirozinaza, kao bto je TYR-2, koja sprje�ava 

stani�nu smrt, najvjerojatnije utje�u�i na razinu p53 proteina (136). 

Sve navedeno ukazuje na razlike u ponabanju HIF-1a u fiziolobkim uvjetima u usporedbi 

s ponabanjem u tumorima ili upalnim okolibem. Mo~e se zaklju�iti da HIF-1a ima ulogu u 

apoptozi uzrokovanoj hipoksijom, ali da veza između HIF-1a i apoptoze job nije u potpunosti 



razjabnjena. Djelovanje HIF-1a moglo biti pod utjecajem drugih �imbenika, koji mogu odrediti 

pomi�e li HIF-1a ravnote~u prema apoptozi ili djeluje kao antiapoptotski �imbenik (137). 

1.17. PROBLEMATIKA ISTRA}IVANJA 

Tumorske stanice su stalno, zbog pove�ane proliferacije te neadekvatne angiogeneze, 

izlo~ene hipoksi�nim uvjetima. Pojedine tumorske stanice prilagode se hipoksiji te izbjegnu 

programiranoj smrti bto rezultira selekcijom agresivnijeg fenotipa tumorskih stanica. Takve 

tumorske stanice su manje podlo~ne apoptozi i slabije reagiraju na kemoterapiju (138).  

Klju�ni regulator prilagodbe stanica na hipoksiju je transkripcijski �imbenik HIF-1α 

(engl. hypoxia-inducible factor-1,HIF-1α). Ovaj �imbenik mo~e pokrenuti apoptozu, sprije�iti 

stani�nu smrt te stimulirati proliferaciju stanica (139).  

U literaturi danas postoje vrlo razli�iti stavovi o zna�aju apoptotoze u razvoju karcinoma 

debelog crijeva te njezinoj vrijednosti kao prognosti�kog �imbenika (140). Na ~ivotinjskim 

modelima najbolji pokazatelj razvoja tumora je apoptoza. Hawkins i sur. pokazali su da se 

u�estalost apoptoze pove�ava sa stadijem tumora po Dukesu (141). Langlois i sur. (142)  

pokazali su da je visoki apoptoti�ki indeks povezan s du~im pre~ivljenjem. 

Broj istra~ivanja koji razmatraju izra~aj kaspaza u karcinomu debelog crijeva je mali, a 

korelacija između izra~aja kaspaza i pre~ivljenja pacijenta job nije do kraja istra~ena (143). 

Jonges i sur. (144) su pokazali da je visok stupanj aktivnosti kaspaze-3 u tumorskim 

stanicama povezan s ve�im rizikom recidiva tumora te mo~e imati prognosti�ku vrijednost. 

Leonardos i sur. (145) navode da je aktivnost kaspase-3 pove�ana u karcinomu debelog crijeva 

za razliku od normalnog crijevnog epitela, međutim nije povezana s lokacijom, stadijem i 

diferenciranob�u tumora. Glinsky i sur. (146) navode da je aktivnost kaspaze-3 smanjena u onih 

tumora koji su metastazirali. 

Istra~ivanje Palmerinia i sur. (147) pokazalo je da je izra~aj kaspaze-9 smanjena u 

tumorskom tkivu, ali istra~ivanje nije uklju�ilo patohistolobke karakteristike tumora ni 

pre~ivljenje. 

Nekoliko istra~ivanja (148, 149) navode da je izra~aj HIF-1α povezan s lobijom 

prognozom te progresijom bolesti dok istra~ivanje Furlan i sur. (150) ne nalaze povezanost 



između izra~aja HIF-1α i prognoze karcinoma debelog crijeva. Potrebno je daljnje istra~ivanje 

funkcije HIF-1α u regulaciji apoptoze uzrokovane hipoksijom jer razumijevanje procesa 

apoptoze u hipoksi�nim uvjetima unutar solidnih tumora te otpornosti tumorskih stanica na 

apoptotske �imbenike mo~e dovesti do specifi�ne terapije tumora. 

U ovom istra~ivanju se po prvi put na parafinskim presjecima uzoraka karcinoma 

debelog crijeva istra~io međusobni odnos imunohistokemijskog izra~aja �imbenika hipoksije 

HIF-1alfa te aktivacijske kaspaze 9 i izvrbne kaspaze 3 koje sudjeluju u mitohondrijskom putu 

apoptoze. 



2. CILJEVI I HIPOTEZE



1. Odrediti izra~aj HIF1-alfa, kaspaze-3 i -9 u tumorskim stanicama primjenom

imunohistokemije na parafinskim rezovima karcinoma debelog crijeva.

2. Odrediti povezanost imunohistokemijske razine kaspaze 9 i 3 i HIF1-alfa s

klini�kopatolobkim pokazateljima.

3. Odrediti povezanost imunohistokemijskog izra~aja kaspaze-3 i -9 te HIF-1α s du~inom

ukupnog pre~ivljavanja i pre~ivljenja bez povrata bolesti.

4. Odrediti  vrijednost izra~aja kaspaze-3 i -9 te HIF-1α  kao nezavisnih prognosti�kih

pokazatelja u pacijenata s karcinomom debelog crijeva.

5. Odrediti povezanost izra~aja HIF-1α i kaspaza-3 i -9 u pacijenata s karcinomom

debelog crijeva.



3. METODE I ISPITANICI



Uzorak 

Istra~ivanje �e se provesti na uzorcima tumorskog tkiva uklopljenog u parafin ispitanika 

kojima je dijagnosticiran karcinom debelog crijeva u razdoblju od 01. 01. 1995. do 31. 12. 1997. 

godine. Svi ispitanici su operirani u Klinici za kirurbke bolesti Klini�kog bolni�kog centra Split. 

U istra~ivanje su uklju�eni bolesnici koji su operirani na Klinici za kirurbke bolesti KBC Split 

od 01. 01. 1995. do 31. 12. 1997. Iz istra~ivanja su isklju�eni bolesnici koji: u patohistolobkom 

izvjeb�u nisu imali pregledanih 12 limfnih �vorova, kojima u arhivi Odjela za patologiju nisu 

nađene parafinske kocke uzoraka karcinoma debelog crijeva i koji nisu pra�enje bolesti 

nastavili na Klinici za onkologiji i radioterapiju KBC Split.  O�ekivani broj ispitanika je 113 uz 

pretpostavku normalne razdiobe, u�estalosti promatrane pojave od 8% i 95% raspona 

pouzdanosti (http://www.surveysystem.com/sample-size-formula.htm). Svi hemalaun-

eozinom obojeni rezovi kolorektalnog tumora su ponovo pregledani kako bi se odredio 

histolobki tip tumora, diferencijacija tumora, prisutnost sluznice debelog crijeva  uredne građe 

koja �e slu~iti kao unutrabnja kontrola te prisutnost nekroze koja mo~e davati la~no pozitivne 

rezultate ili ometati imunohistokemijsko bojanje. 

Ponovnim pregledom arhiviranih patohistolobkih stakala odredit �e se histolobki tip i gradus 

te anatomski stadij/prognosti�ka skupina  Histolobki tip tumora i gradus odredit �e se prema 

klasifikaciji Svjetske zdravstvene organizacije, a tumori �e u skupine biti podijeljeni prema 

anatomskom stadiju/prognosti�ke skupine koje su određene po AJCC TNM klasifikaciji, 8. 

izdanje (23). 

Razdobljem pra�enja du~ine bolesti smatrat �e se vrijeme od datuma operacije (datum 

postavljanja dijagnoze) do datuma zadnje kontrole ili datuma smrti (do 31. prosinca 2002.). 

Podaci o pre~ivljenju, pojavi recidiva i du~ini razdoblja bez znakova povrata bolesti, dobiveni 

su uvidom u povijest bolesti bolesnika lije�enih u Centru za tumore KBC Split i Klinici za 

kirurbke bolesti KBC Split, pregledom smrtnih listi�a mati�nih ureda te kontaktom s lije�nicima 

bolesnika.  

U istra~ivanju �e se kod određivanja ukupnog pre~ivljenja uva~iti �injenica jesu li 

bolesnici umrli od karcinoma debelog crijeva ili neke druge bolesti nevezane uz osnovnu bolest, 

a u trenutku smrti nisu imali znakove ostatne bolesti.  

Periodom pra�enja du~ine bolesti smatrat �e se vremenski interval između datuma 

operacije i datuma posljednje klini�ke kontrole ili smrti bolesnika (do 31. 12. 2002.). 

Slobodnim intervalom bez povrata bolesti smatrat �e se vremenski interval između 

datuma operacije i datuma dijagnoze recidiva ili metastaza (do 31. 12. 2002.) 



Obrada tkiva 

Komadi�i tkiva bili su fiksirani u 4% paraformaldehidu tijekom 24 sata, nakon �ega su 

isprani u 0,1 M fosfatnom puferu. Nakon toga, tkivo je problo proces dehidracije u rastu�im 

koncentracijama alkohola i ksilolu, te je zatim uklopljeno u parafin na temperaturi od 56° C. U 

ovom istra~ivanju, parafinizirani komadi�i tkiva bit �e izrezani na tanke rezove debljine od 4 

do 6 mikrometara i zalijepljeni na predmetna stakalca koja su prethodno tretirana s 0,01% 

vodenom otopinom poli-L-lizina (Sigma Chemical Co., St. Louis, SAD), te �e se dalje obraditi 

imunohistokemijskim bojenjem. 

Slika 2. Adenokarcinom debelog crijeva, apoptotski indeks (AI) određen TUNEL 

metodom (A) i imunohistokemijski izra~aj kaspaze 3 (B) (Olympus BX41, uve�anje x400). 



TUNEL 

Metoda TUNEL (eng. Terminal deoxynucleotidyl transferase dUTP nick end labeling) 

koristi se za identifikaciju apoptoti�nih stanica putem detekcije dvolan�anih fragmenata DNA 

u histolobkim uzorcima. Enzim ugrađuje ozna�ene nukleotide kako bi ozna�io DNA fragmente.

Uzorci su rehidrirani u seriji alkohola opadaju�e koncentracije, po 5 minuta svaki, nakon �ega 

su uronjeni u 1X PBS na 5 minuta pri sobnoj temperaturi. Potom su uzorci pokriveni s 50 µL 

otopine proteinaze K i inkubirani 5-30 minuta na temperaturi između 18 i 24°C. Nakon toga, 

stakalca su uranjena u otopinu za zaustavljanje reakcije na 5 minuta na temperaturi od 18-24°C 

i ispirana su u 1X PBS-u jednu minutu na istoj temperaturi. Zatim su uzorci uronjeni u 1X TdT 

pufer za obilje~avanje na 5 minuta pri 18-24°C, nakon �ega su prekriveni s 50 µL reakcijske 

smjese i inkubirani sat vremena na 37°C u vla~noj komori. Nakon toga, stakalca su uronjena u 

1X TdT stop pufer na 5 minuta pri 18-24°C kako bi se prekinula reakcija obilje~avanja. Uzorci 

su zatim isprani dvaput u 1X PBS-u po 5 minuta pri temperaturi između 18 i 24°C i prekriveni 

s 50 µL razrijeđenog anti-BrdU, nakon �ega su se inkubirali jedan sat na 37°C. Stakalca su 

prekrivena s 50 µL otopine streptavidina-HRP na 10 minuta pri 18-24°C i uranjeni u DAB 

otopinu na 4 minute. Svjetlosnom mikroskopijom izbrojen je broj pozitivnih stanica među 1000 

slu�ajno odabranih stanica po stakalcu. Apoptotski indeks (AI) izra�unat je  dijeljenjem broja 

stanica pozitivnih na TUNEL s ukupnim brojem izbrojanih stanica. 

Imunohistokemijsko bojenje 

Imunohistokemijski postupak provodit �e se pomo�u uređaja BenchMark ULTRA IHC/ISH 

Staining Module (Ventana, Tucson, Arizona, SAD) uz koribtenje pozitivne kontrole. Nakon 

deparafinizacije uzoraka u ksilolu i rehidracije kroz seriju alkohola silazne koncentracije, 

presjeci �e biti kuhani u natrijevom citratu 10 do 30 minuta. Endogena peroksidaza bit �e 

inaktivirana inkubacijom u 3%-tnom H2O2 tijekom 30 minuta na sobnoj temperaturi. Potom 

�e se presjeci isprati u fosfatnom puferu (PBS) te inkubirati s primarnim protutijelima za 

kaspazu 3 i kaspazu 9 u vla~noj komori tijekom 32 minute. Nakon ispiranja u PBS-u, uzorci �e 

biti inkubirani s biotiniziranim sekundarnim protutijelom odgovaraju�eg tipa 35 minuta na 

sobnoj temperaturi. Nakon toga, presjeci �e se ponovno isprati u PBS-u i obojiti 

diaminobenzidinom (DAB) u trajanju od 10 minuta na sobnoj temperaturi. Obojeni uzorci 

pregledat �e se svjetlosnim mikroskopom Olympus BX4 i analizirati ra�unalnim programom 

za analizu mikroskopskih slika Cell Soft Imaging System (Olympus, Műnster, Njema�ka). 



Kvantifikacija imunohistokemijskog bojanja: 

HIF-1α pozitivne tumorske stanice �e biti izbrojane na 1000  tumorskih stanica te �e se 

izraziti kao postotak pozitivnih tumorski stanica. 

Kaspaza-3 pozitivne tumorske stanice �e biti izbrojane na 1000 tumorskih stanica te �e 

se izraziti kao postotak pozitivnih tumorski stanica. 

Kaspaza-9 pozitivne tumorske stanice �e biti izbrojane na 1000 tumorskih stanica te �e 

se izraziti kao postotak pozitivnih tumorski stanica. 



Slika 3. Imunohistokemijski izra~aj kaspaze-9 (A) i HIF-1alfa (B) (Olympus BX41, 

uve�anje x400). 

a) materijali

Primarna protutijela 

• Caspase-3 EnVision Anti-Rabbit (DAKO, K4003).

• Caspase 9 EnVision Anti-Mouse (DAKO, K4001).

• HIF-1alfa (Rb@Hu)1:250 (Santa Cruz)

Sekundarna protutijela 

• Sustav za sekundarnu detekciju Ultraview Universal DAB Detection Kit (Ventana,

Tucson, Arizona, SAD).

b) statisti�ka analiza

Statisti�ki postupci 

Podaci su analizirani koribtenjem deskriptivnih i analiti�kih metoda. Normalnost 

razdiobe podataka potvrdit �e se Kolmogorov-Smirnovljevim testom. Kao mjere sredibnje 

tendencije i varijabilnosti za numeri�ke podatke koristit �e se izra�un prosjeka i standardne 



devijacije. Ako podaci ne slijede normalnu razdiobu, koristit �e se medijan i interkvartilni 

raspon. Od analiti�kih metoda koristit �e se hi-kvadrat test za kategorijske podatke, dok �e se 

za numeri�ke podatke, ovisno o razdiobi, primijeniti t-test ili Mann-Whitneyev test.  

U zavrbnoj fazi analize, svi ispitanici bit �e uspoređeni pomo�u logisti�ke regresije kako 

bi se multivarijatnim pristupom eliminirali u�inci zbunjuju�ih varijabli. Za procjenu 

pre~ivljenja primijenit �e se Kaplan-Meierova metoda. Analiza je izvrbena koriste�i programski 

paket Statistica 8, uz razinu statisti�ke zna�ajnosti postavljenu na p<0,05. 



4. REZULTATI



Demografske i histopatolobke karakteristike bolesnika (N = 179) prikazane su u tablici 1. 

Prosje�na dob ispitivane populacije bila je 62,2 ± 10,0 godina. U�estalost KRK bila je �eb�a u 

mubkaraca (63%, n=113) nego u ~ena (37%, n=66). Tumori su �eb�e bili smjebteni u lijevom 

debelom crijevu (40,8%) i rektumu (40,8%) u odnosu na desno debelo crijevo (18,4%). Ve�ina 

(81%) tumora bila je slabo diferencirana. Međutim, metastaze u limfnim �vorovima bile su 

prisutne u samo 20,7% slu�ajeva. Ekspresija HIF-1α i kaspaze-9 opa~ena je u svim biopsijama 

karcinoma debelog crijeva. 

Tablica 1. Demografske i histopatolobke karakteristike ispitanika. 

imbenici 

Spol, N (%) 

Muakarci 113 (63%) 

}ene 66 (37%) 

Dob [godine], Mean ± SD 62.2 ± 10.0 

Veli�ina [cm], Median (IQR)  4.0 (3.0-6.0) 

Smjeataj tumora, N (%) 

Desni kolon 

Lijevi kolon 

Rektum 

TNM, N (%) 

I 

IIA 

IIIA 

IIIB 

IIIC 



Gradus, N (%) 

Niski 

Visoki 

Vaskularna inavazija, N (%) 

Ne 

Da 

U istra~ivanju incidencija CRC-a bila je zna�ajno viba u mubkaraca u usporedbi sa 

~enama (p<0,001) (Tablica 2). Kako bismo dodatno procijenili ovu rodnu prevalenciju, ispitali 

smo u�inak spola na ekspresiju HIF-1α, kaspaze-9 i razli�ite klini�ke ishode. Lokacija tumora, 

stadij, stupanj diferencijacije i metastaze u limfnim �vorovima bili su usporedivi između oba 

spola (Tablica 2). Međutim, trend pove�anja veli�ine tumora uo�en je kod mubkaraca u 

usporedbi sa ~enama (p=0,095). Ekspresija kaspaze-9 također je bila sli�na između oba spola. 

Iako nije statisti�ki zna�ajno, ekspresija HIF-1α bila je ve�a u mubkaraca (67,3±40,6 naspram 

59,3±44,0, p=0,341, Tablica 2). 

Bilo je zna�ajno vibe mubkaraca (113, 63%) nego ~ena (66, 37%), P < 0,001. Stoga su 

ispitane razlike u distribuciji demografskih i patolobkih karakteristika među spolovima (Tablica 

2). 

Tablica 2. Razlike u distribuciji demografskih i patolobkih karakteristika među spolovima. 

imbenici Muakarci }ene P 

Spol, N (5)         113 (63%)        66 (37%) <0.001 

Dob [godine], 

(Mean ± SD) 

        62.6 ± 9.7         61.5 ±10.5 0.481 

Veli�ina [cm], 
Median (IQR) 

4.0 (3.3-6.0) 4.0 (3.0-5.3) 0.097 

Smjeataj tumora, N 
(%) 

Desni kolon 13 (20%) 0.460 



Lijevi kolon 30 (45%) 

Rektum 23 (35%) 

TNM, N (%) 

I 0.368 

IIA 

IIIA 

IIIB 

IIIC 

Gradus, N (%) 

Niski 0.855 

Visoki 

Vaskularna 
invazija, N (%) 

Ne 0.806 

Da 

TUNEL 

(Mean ± SD) 

1.92±0.78 2.10±0.76

CASP3 

(Mean ± SD) 

0.75±0.25 0.77±0.24

HIF 

(Mean ± SD) 

67.3±40.6 59.3±44.0

CASP9 

(Mean ± SD) 

59.3±44.0 63.8±38.3

Samo je veli�ina tumora pokazala marginalni zna�aj, bto ukazuje na mogu�nost male 

razlike između spolova: 95% interval pouzdanosti za medijan veli�ine tumora kod mubkaraca 

je 4-5 cm dok je kod ~ena granica nebto ni~a: iznosi 3,5-4,5 cm. 

Dalje smo istra~ili povezanost razli�itih klini�kih ishoda s ekspresijom HIF-1α i 

kaspaze-9. Ekspresija oba proteina bila je u negativnoj korelaciji sa stadijem tumora, stupnjem 

tumora i vaskularnom invazijom koji su bili statisti�ki zna�ajni (Tablica 3). Ekspresija HIF-1α 



sna~no je korelirala sa stadijem tumora (τ0,475), dok je kaspaza-9 bila sna~no povezana sa 

stupnjem tumora (τb=0,440). Oba proteina imaju sli�an stupanj korelacije s vaskularnom 

invazijom tumora. 

Kaplan-Meierova analiza nakon 60-mjese�nog pra�enja pokazala je da je medijan 

pre~ivljenja bez bolesti (DFS) bio 35 mjeseci (95% CI 23-47) s najkra�im promatranim 

vremenom do remisije od 1 mjeseca, ali ne dulje od - 58 mjeseci. Sli�no tome, analiza ukupnog 

pre~ivljenja (OS) pokazala je da je medijan ukupnog pre~ivljenja bio 48 mjeseci (95% CI 38-

58), s najkra�im vremenom pojavljivanja smrti od jednog 1 mjeseca i najdu~im 60 mjeseci. 

Medijan vremena pra�enja bio je 48 mjeseci (95% CI 38-58). 

Tablica 3. Povezanost AI određen TUNEL metodom, imunohistokemijskohg izra~aja 

kaspaze-3, kaspaze-9 i HIF-1 alfa s histopatolobkim zna�ajkama tumora. 

HIF CASP9 TUNEL CASP3 

TNM 0.465 <0.001 0.290 <0.001 0,475 <0.001 0.411 <0.001 

Tumor 
gradus 

0.296 0.001 0.440 0.005 0.262 <0,001 0.228 0.005 

Vaskularna 
invazija 0.388 <0.001 0.336 <0.001 0,469 0,001 0.451 <0.001 

Utjecaj AI utvrđen je pomo�u metode TUNEL na pre~ivljenje bez bolesti DFS i ukupno 

pre~ivljenje prikazan je na slikama 1 i 2, dok je utjecaj imunohistokemijske ekspresije kaspaze-

3 na pre~ivljenje bez bolesti DFS i ukupno pre~ivljenje prikazan na slikama 3 i 4 . 

Univarijatna analiza pre~ivljenja pokazala je da su zna�ajni prediktori DFS-a sljede�i: razina 

ekspresije kaspaze-3 i AI, spol, TNM, diferencijacija i vaskularna invazija.  

Multivarijantna analiza pre~ivljenja pokazala je da optimalni model za predviđanje 

pre~ivljenja bolesnika s karcinomom debelog crijeva uklju�uje samo jedan prediktor: AI 

određen koribtenjem TUNEL metode (Tablica 4). 



Tablica 4. Univarijatna i multivarijatna analiza ispitanika, histopatolobkih �imbenika i 

izra~aja apoptotskog indeksa, kaspaze-3, kaspaze-9 i HIF-1 alfa. 

Univarijatna analiza Multivarijatna analiza 

Dob 1.011 0.99  1.032 0.296 na na 0.837 

Spol 1.564 1.031 2.373 0.035 1.558 1.023 2.374 0.039 

Veli�ina 1.07 0.979 1.171 0.136 na na 0.574 

Desni kolon vs. rektum 0.749 0.436 1.287 0.295 na na 0.939 

Lijevi kolon vs. rektum 0.728 0.475 1.117 0.147 na na 0.936 

 TNM 1,5 1.14 1.81 <0.001 1.24 0.984 1.56 0,069 

IIA vs. I 1.5 0.662 3.3 0.334 na na 0.334 

IIIA vs. I 0.99 0.124 7.9 0,992 na na 0,061 

IIIB vs. I 2,5 1.12 5.6 0,026 1,92 1.13 3.3 0.016 

IIIC vs. I 7.45 2.98 18.6 <0,001 5.7 2.9 11.3 <0.001 

Gradus 0.388 0.251 0.602 0 0.472 0.3 0.742 0.001 

Vaskularna invazija 0.334 0.218 0.512 0 0.422 0.264 0.674 <0.001 

TUNEL 0,183 0,120 0,279 0,183 0,120 <0,001 

CASP3 0,033 0,001 0,098 <0,001 na na 0,561 

HIF 1.012 1.005 1.019 0.001 na na 0.432 

CASP9 1.006 0.999 1.014 0.099 na na 0.738 

Nadalje, analizirali smo u�inak ekspresije HIF-1α i kaspaze-9 na prognozu bolesnika s 

CRC-om. Kaplan-Meierova analiza pokazala je da su DFS i OS bili izrazito visoki u bolesnika 

s CRC s niskom ekspresijom HIF-1α (DFS, p<0,001; OS, p=0,001, slika 2). Sli�no, DFS i OS 

bili su pove�ani u bolesnika s CRC-om sa smanjenom ekspresijom kaspaze-9 (DFS, p<0,05; 

OS, p<0,05. Log rank testom utvrđena je zna�ajna razlika u pre~ivljenju između ispitivanih  

skupina (p<0.001) (Slike 4. 5. 6. 7.). 

U univarijatnoj analizi za OS, spol, stadij tumora, gradus tumora, metastaze u limfnim 

�vorovima i HIF-1α utvrđeno je da su statisti�ki zna�ajni. U multivarijatnoj Coxovoj 



regresijskoj analizi, spol, gradus tumora i metastaze u limfnim �vorovima su neovisni prediktori 

OS. Međutim, ekspresija HIF-1α i kaspaze-9 se nije pokazala kao neovisni prognosti�ki 

�imbenik za CRC (HIF-1α, p=0,432; kaspaza-9, p=0,738) (Tablica 5.). 

Multivarijantna analiza pre~ivljenja pokazala je da optimalni model za predviđanje pre~ivljenja 

bolesnika s kolorektalnim karcinomom uklju�uje samo jedan prediktor: AI određen metodom 

TUNEL (Tablica 4). 

Slika 4. Vrijeme pre~ivljenja bez bolesti (DSF), ukupno pre~ivljenje (OS) i apoptostki indeks 

određen TUNEL metodom. Statisti�ka analiza provedena je Kaplan-Meierovim testom. 

Slika 5. Vrijeme pre~ivljenja bez bolesti (DSF), ukupno pre~ivljenje (OS) i izra~aj kaspaze-3. 

Statisti�ka analiza provedena je Kaplan-Meierovim testom. 



Slika 6. Vrijeme pre~ivljenja bez bolesti (DSF), ukupno pre~ivljenje (OS) i izra~aj HIF-1 alfa. 

Statisti�ka analiza provedena je Kaplan-Meierovim testom. 

Slika 7. Vrijeme pre~ivljenja bez bolesti (DSF), ukupno pre~ivljenje (OS) i izra~aj kaspaze-9. 

Statisti�ka analiza provedena je Kaplan-Meierovim testom. 



5. RASPRAVA



Biolobke zna�ajke raka debelog crijeva vrlo su heterogene. Klini�ko-patolobki 

parametri, kao bto su klini�ki stadij i gradus tumora, dugo se koriste za karakterizaciju raka 

debelog crijeva u odnosu na prognozu (151). Va~no je utvrditi prognosti�ke �imbenike koji �e 

definirati podskupine bolesnika s razli�itom prognozom. Pokazatelji biolobkog ponabanja u 

karcinomu debelog crijeva mogu pomo�i u dopuni sustava stadija i pru~iti osnovu za provedbu 

novih terapijskih strategija usmjerenih na specifi�ne molekule povezane s tumorom u skladu s 

biologijom pojedina�nog tumora. 

U ovom istra~ivanju izra~aj kaspaza-3, -9 i HIF-1α u korelaciji je s patolobkim 

pokazateljima karcinoma debelog crijeva. Izra~aj sva tri ispitivana markera povezan je s 

du~inom ukupnog pre~ivljavanja i pre~ivljenja bez povrata bolesti. Univarijatna analiza 

pokazala je da je samo apoptotski indeks izmjeren izra~ajem kaspaze-3 prognosti�ki va~an. 

Multivarijantna analiza pokazala je da niti jedan od ispitivanih markera nije statisti�ki zna�ajan 

prognosti�ki �imbenik.  

Karcinom se mo~e promatrati kao rezultat naslijeđenih genetskih promjena tijekom 

kojih se normalna stanica pretvara u malignu, dok je izbjegavanje stani�ne smrti jedna od bitnih 

promjena u stanici koji uzrokuju malignu transformaciju stanice. Op�enito, mehanizam kojim 

tumorske stanice izbjegavaju apoptozu mo~e se podijeliti u: 1) poreme�enu ravnote~u pro-

apoptotskih i anti-apoptotskih proteina, 2) smanjene funkcije kaspaze i 3) smanjena 

signalizacija putem receptora smrti (152).  

Apoptoza je va~an proces koji poma~e u uklanjanju obte�enih ili nepotrebnih stanica. 

Međutim, u kolorektalnom karcinomu, apoptoza je �esto inhibirana, bto omogu�uje tumorskim 

stanicama da pre~ive i proliferiraju. Apoptoza je normalan proces koji se odvija u tijelu kako bi 

se uklonile obte�ene ili abnormalne stanice (153). Međutim, kada je hipoksija pretjerana ili 

dugotrajna, mo~e dovesti do prekomjerne aktivacije kaspaze 9 bto mo~e rezultirati masovnom 

smr�u stanica. To mo~e dovesti do ozbiljnih obte�enja tkiva i organa pa �ak i do smrti. Kaspaza 

9 je aktivirana u hipoksiji putem nekoliko signalnih puteva. Jedan od tih puteva uklju�uje 

protein p53. Kada je p53 aktiviran, on stimulira aktivaciju kaspaze 9 (154). 

Kaspaza 9 također mo~e biti aktivirana putem signalnog puta koji uklju�uje proteine 

Bcl-2 i Bax. Bcl-2 je protein koji inhibira apoptozu, dok je Bax protein koji stimulira apoptozu. 

U hipoksiji ravnote~a između Bcl-2 i Bax proteina se pomi�e u korist Bax proteina bto dovodi 

do aktivacije kaspaza 9 (155). 

Aktivacija kaspaza 9 u hipoksiji ima nekoliko va~nih posljedica. Prvo, dovodi do 

stani�ne smrti. Drugo, oslobađaju se citokini, koji su signalne molekule koje mogu utjecati na 



druge �elije u blizini. Citokini mogu potaknuti upalu i obte�enje tkiva. Tre�e, aktivacija kaspaza 

9 mo~e dovesti do stvaranja slobodnih radikala koji su reaktivni molekuli koji mogu obtetiti 

stanice (156). 

Ekspresija HIF-1α u raznim vrstama raka, uklju�uju�i karcinoma debelog crijeva, dobro 

je utvrđena (157). U karcinomu se pokazalo da su visoke razine HIF-1α povezane s 

uznapredovanim stadijem tumora, metastazama u limfnim �vorovima, vaskularnom invazijom 

i lobim OS-om, kao i s DFS-om (158). Sli�no drugim studijama, u ovom istra~ivanju izra~aj je 

HIF-1α povezan s uznapredovanim stadijem tumora, stupnjem tumora i invazijom krvnih ~ila 

bto sugerira da je HIF-1α uklju�en u rast i agresivnost tumora. Ova razlika u povezanosti HIF-

1α s razli�itim zna�ajkama tumora mogla bi se pripisati razlikama u analizi i ocjenjivanju 

ekspresije HIF-1α pomo�u IHC-a. 

Nekoliko studija je ispitivalo prognosti�ku vrijednost apoptotskog indeksa u karcinomu 

debelog crijeva pokazuju�i proturje�ne rezultate. Ispitivanja Sugamure (159), Langloiasa (143) 

i Sinicropa (160) pokazala su da se apoptoza rjeđe opa~a u tumora u uznapredovanom 

klini�kom stupnju te je nizak indeks apoptoze AI povezan s lobijim pre~ivljenjem. S druge 

strane, Michael-Robinson (161), Elkablawy (162) i Noguchi (163) nisu pronabli korelacija s 

pre~ivljenjem u pacijenata s karcinomom debelog crijeva. Zanimljivo, neke studije su pokazale 

da je visok indeks apoptoze povezan s lobijom prognozom (164, 165). 

Broj istra~ivanja koji razmatraju izra~aj kaspaza u karcinomu debelog crijeva je mali, a 

korelacija između izra~aja kaspaza i pre~ivljenja pacijenta job nije do kraja istra~ena (166). 

Smanjen ili odsutan izra~aj kaspaze-3 se pokazao kao prognosti�ki pokazatelj u karcinomu 

dojke i ~eluca (167, 168). 

Jonges i sur. (144), pokazali su da je visoka razina kaspaze-3 aktivnosti u stanicama 

karcinoma debelog crijeva povezana s pove�anim rizikom recidiva i mo~e imati prognosti�ku 

vrijednost. Leonardos i sur. (145) su pokazali da je izra~aj kaspaze-3 pove�an u stanicama 

karcinoma za razliku od normalnih epitelnih stanica sluznice debelog crijeva, ali nije bio 

povezan s lokacijom tumora, klini�kim stadijem i tumorskim gradusom. Međutim, de Oca i sur. 

(169) pokazali su da je nizak izra~aj kaspaze-3 u stanicama karcinom povezana s du~inom bez

povrata bolesti i visokim stupnjem recidiva bolesti. Glinsky i sur. (146) su pokazali da je izra~aj 

kaspaze-3 smanjen u metastatskom karcinomu debelog crijeva. 

Moji rezultati pokazuju da je smanjen izra~aj kaspaze-3 je povezana s lobijim klini�kim 

stadijem bolesti, tumorskom limfovaskularnoj invaziji, gradusom tumora, smanjenom du~inom 

bez povrata bolesti i smanjenom du~inom ukupnog pre~ivljenja. Međutim, izra~aj kaspaze-3 



nije se pokazao kao nezavisni �imbenik pre~ivljenja te postoji nekoliko mogu�ih razloga. Prvo, 

izvrbne kaspaze uklju�ene u apoptozi uklju�uju kaspazu-3, -6, -7 (170). S druge pak strane, 

enzimska aktivnost kaspaze podlije~e inhibiciji posebne grupe proteina zvanim inhibitori 

apoptoze (IAP) (171).  

Drugo, tumorske stanice zadr~avaju sposobnost trajnog sprje�avanja proliferacije ili 

mogu pokrenuti neku vrstu ne-apoptotske stani�ne smrti, kao bto su nekroza, autofagija, 

stani�no starenje i mitotska katastrofa (172). Fiziolobka uloga i molekularni putevi koji su 

uklju�eni u ne-apoptotskoj stani�noj smrti nisu u potpunosti rasvijetljene, ali se �ini da kaspaze 

nisu uklju�ene u navedene mehanizme. Stanice raka �esto imaju nedostatak u određenom 

mehanizmu stani�ne smrti, ali stanica job uvijek mo~e umrijeti jer ima na raspolaganju razli�ite 

mehanizme smrti (173). Međutim, priroda defekta pojedinog mehanizma stani�ne smrti u 

kona�nici utje�e na klini�ki ishod lije�enja, ovisno o tome koji mehanizam nedostaje. Kona�no, 

aktivacija izvrbnih kaspaza, iako su potrebne za pokretanje mehanizma apoptoze, nije sama za 

sebe dovoljna da ubije stanicu (174). 

Kaspaza-9 ima sredibnju ulogu u mitohondrijskom ili unutarnjem apoptotskom putu 

koja se aktivira kao odgovor na razne apoptoti�ke podra~aje. Kaspaza-9 je uklju�ena u veliki 

multimerni kompleks zvan apoptosom, koji se formira s apoptoti�kim peptidaza aktiviraju�im 

�imbenikom 1 (Apaf-1) kao odgovor na oslobađanje citokroma c iz mitohondrija. Kad je 

jedanput aktivirana, kaspaza-9  aktivira izvrbne kaspaze 3 i 7 koji pokre�u izvrbni put apoptoze. 

Ovaj put je reguliran u vibe koraka, uklju�uju�i formiranje apoptosoma i aktivaciju kaspaze-9 

(175). Broj studija koje su prou�avale izra~aj kaspaze-9 u tumorskom tkivu su malobrojne. 

U ovom istra~ivanju visoki izra~aj kaspaze-9 je povezan s lobijim klini�ko-patolobkim 

karakteristikama karcinoma debelog crijeva te vremenom do pojave recidiva i ukupnim 

pre~ivljenjem. Međutim, izra~aj kaspaze-9 nije se pokazao kao neovisni prognosti�ki �imbenik. 

Ovi rezultati su u skladu s rezultatima istra~ivanja Sträter i sur. (156) koji su pokazali da je 

izra~aj vibi kaspaze-9 povezan s lobijom prognozom i da mo~e biti neovisni prognosti�ki 

�imbenik. Sli�ne rezultate su pokazali i Frejlich i sur. (168) u karcinomu ~eluca. Nedavno 

istra~ivanje dokazuje da je poja�ani izra~aj kaspaze-9 zna�ajno povezan s metastatskim 

potencijalom i lobijom prognozom primarnih karcinoma ne-malih stanica plu�a (176). S druge 

strane rezultati Shen i sur. (154) su pokazali da je izra~aj gena kaspaze-9 smanjena u pacijenata 

klini�kog stadija II te je smanjen izra~aj gena neovisan �imbenik lobije prognoze. 

Nekoliko je mogu�ih objabnjena navedenih rezultata. Oslobađanje citokroma c iz 

mitohondrija i aktivacija kaspaze-9 je strogo kontrolirano proteinima Bcl-2 obitelji koji 



kontroliraju propusnost vanjske membrane mitohondrija. Bcl-2 obitelj proteina je opisana kao 

�uvar oslobađanja mitohondrijskog citokroma c. Bcl-2 obitelj proteina mo~e se podijeliti u dvije 

skupine: anti-apoptoti�ki Bcl-2 poteini i pro-apoptoti�ki Bax i BH3 proteini (177). Interakcije 

između �lanova Bcl-2 obitelji sa suprotnim u�incima uspostavljaju ravnote~u između anti-

apoptoti�kih i pro-apoptoti�kih stani�nih signala. Anti-apoptoti�ki Bcl-2 proteini sprje�avaju 

otpubtanje citokroma c iz mitohondrija, �ime blokiraju stvaranje apoptosoma i aktivaciju 

kaspaze-9. Ovom anti-apoptoti�kom u�inku Bcl-2 proteina se suprotstavlja pro-apoptoti�ko 

djelovanje Bax i BH3 proteina (178). 

S druge strane, enzimska aktivnost kaspaze-9 inhibirana je izravno X-vezanim 

inhibitorima apoptoze (XIAP) koji također mogu posredovati degradaciju kaspaze-9 

ubikvitinom. Prekomjerna ekspresija IAP je pokazala da suprimira apoptozu kao odgovor na 

brojne stimulanse, uklju�uju�i i one koji aktiviraju unutrabnji put apoptoze (179). IAP proteini 

XIAP, cIAP1, cIAP2 mogu se vezati za prokaspazu-9 i time spre�avaju njezinu aktivaciju (180).  

Osim toga, regulacija stvaranja apoptosoma regulirano je aktivnom enzimatskom 

fosforilacijom. Glavno inhibicijsko mjesto fosforilacije kaspaze- 9 je Thr 125, koji je cilj vibe 

prolin-usmjerenih kinaza, kao odgovor na razli�ite stimuluse i u specifi�nim fazama ciklusa 

stani�ne diobe (181). Imunohistokemijska analize pokazala je povibene razine fosforilacije 

kaspaze-9 u ranom i uznapredovalom karcinomu ~eluca u usporedbi s normalnom sluznicom 

~eluca, bto ukazuje da fosforilacija mo~e imati ulogu u razvoju bolesti. U razli�itim stanicama, 

izra~aj kaspaze-9 Thr125Glu, mutanta koji oponaba fosforilaciju divljeg tipa kaspaze-9 Thr 

125, smanjuje stani�nu smrt induciranu hipoksijom. Hiperfosforilacija Thr 125 mo~e utjecati 

na pre~ivljenje tumorskih stanica u hipoksi�nom okolibu koji se �esto nalazi u solidnim 

tumorima (182).  

Va~no napomenuti da i funkcionalni polimorfizam gena kaspaze-9 mo~e imati ulogu u 

razvoju i prognozi karcinoma debelog crijeva. Istra~ivanje Theodoropoulosa i sur. (183) je 

pokazalo da polimorfizam CASP9 −1263 A>G ima protektivnu ulogu u razvoju karcinoma 

debelog crijeva dok je genotip CASP9 −1263 GG povezan s boljom prognozom.  Na kraju, 

opisane su nove ina�ice uparenih molekula kaspaze-9 koje mogu djelovati kao apopti�ki 

inhibitor. 

Tebka i dugotrajna hipoksija mo~e pokrenuti apoptozu dok se stanice prilagode na 

akutnu hipoksiju. Klju�ni regulator hipoksijom inducirane apoptoze je �imbenik induciran 

hipoksijom 1 (HIF-1), koji djeluje u kombinaciji s mnogim drugim �imbenicima, a mo~e 

inducirati ili inhibirati apoptozu (184). Moji podatci pokazuju da je visoki izra~aj HIF-1a 



povezan s lobijim klini�ko-patolobkim karakteristikama karcinoma debelog crijeva te 

smanjenim vremenom do recidiva bolesti i ukupnim pre~ivljenjem. Kao i kaspaza-9 nije se 

pokazao kao neovisni prognosti�ki �imbenik.  

Opse~ni imunohistokemijski podaci vibe istra~ivanja nedvosmisleno pokazuju da je 

izra~aj HIF jedan od �imbenika u razvoju tumora. Jasno, uloga HIF u razvoju karcinoma  mo~e 

biti razli�ita u razli�itim fazama, kao i među razli�itim podtipovima karcinoma. U nekim 

tumorima  HIF-1 je neovisan prognosti�ki �imbenik i mo~e se koristiti za predviđanje klini�kog 

ponabanja i pre~ivljenja pacijenata ili alternativno se mo~e koristi kako bi se pomoglo u 

donobenju odluke o adjuvantnoj terapiji (158).  

Izra~aj HIF-1a u karcinomu dojke je povezan s smanjenim ukupnim pre~ivljenjem i 

vremenom do pojave recidiva (185). Iako su histolobki stupanj, veli�ina tumora, proliferacija i 

stupnja nekroze povezani s pove�anim izra~ajem HIF-1a u karcinomu dojke, povezanost s 

izra~ajem etrogenskih i progesteronskih receptora nije sukladna među razli�itim istra~ivanjima 

(186). Povezanost izra~aja HIF-1a i pre~ivljenja pacijenata s karcinomom plu�a također 

pokazuje dvojake rezultate. S jedne strane, Volm i sur. (187) pokazuju da je pove�ani izra~aj 

HIF-1a povezan s du~im pre~ivljenjem, dok podatci Fan i sur. (188) pokazuju da je metastatska 

bolest i lobija prognoza izra~enija u pacijenta s visokim izra~ajem HIF-1a. U karcinomima 

jajnika izra~aj HIF-1a nema utjecaja na vrijeme pre~ivljena, ali je povezan s izra~ajem VEGF i 

apoptotskim indeksom (189). 

Nekoliko studija je pokazalo da je visoki izra~aj  HIF-1a u karcinomu debelog crijeva 

povezan s lobijim klini�ko-patolobkim �imbenicima i smanjenim vremenom pre~ivljenja (159). 

S druge strane, ima i onih koji su pokazali da izra~aj HIF-1a nema utjecaja na pre~ivljenje i nije 

povezan s lobijim klini�ko-patolobkim pokazateljima karcinoma (190).  

U literaturi postoje razli�ita objabnjenja dvojbenih i �esto suprotstavljenih rezultata. 

Promjena mitohondrijske propusnosti sredibnji je mehanizam u hipoksija posredovanoj 

apoptozi te HIF-1 poti�e otpubtanje citokroma c iz mitohondrija u citoplazmu (191). Osim toga, 

u�inak HIF-1a na apoptozu ovisi o vrsti tumora te prisutnosti ili odsutnosti genetskih promjena 

koje mijenjaju ravnote~u između pro- i anti-apoptoti�kih �imbenika (138). Također je poznato 

da je status fosforiliranosti HIF-1a kriti�ni �imbenik u odluci o tome ho�e li HIF-1 poticati 

apoptozu. HIF-1 mo~e pokrenuti hipoksijom posredovanu apoptozu inhibiranjem 

antiapoptotskog u�inka Bcl-2 obitelji proteina ili stabiliziranjem proteina p53 divljeg tipa (192). 

Međutim, izlo~enost hipoksi�kim uvjetima mo~e pove�ati otpornost na apoptozu. Iako 

je hipoksija btetna za normalne i tumorske stanice, stanice tumora se mogu prilagoditi 



genetskim promjenama kao odgovor na hipoksiju koja im dopubta otpornost na apoptozu i 

pove�ava njihovu sposobnost pre~ivljenja u usporedbi s normalnim stanicama (193). Osim 

toga, hipoksija djeluje kao selektivni mehanizam tijekom rasta tumora, uklanjaju�i stanice s 

divljim tipom p53 te poti�e selektivno i klonalno birenje tumorskih stanica s mutiranim ili na 

neki drugi na�in neaktivnim p53 proteinom; ovi rezultati pokazuju da hipoksija mo~e 

posredovati izbor stanica s mutiranim p53 poteinom i smanjenim apoptoti�kim potencijalom u 

solidnim tumorima (194). 

Klini�ke studije su pokazale da je tumorska hipoksija jedan od va~nih mikrookolibnih 

odrednica birenja tumorskih stanica. Prilagodba na hipoksiju mo~e predstavljati jedan od 

klju�nih događaja tijekom transformacije in situ karcinoma u invazivni karcinom dojke (195). 

Dosadabnje studije su pokazale da hipoksija mo~e potisnuti izra~aj gena za popravak 

DNK (MMR gena). Gubitak MMR gena �ini stanice karcinoma debelog crijeva osjetljive na 

hipoksijom induciranu mikrosatelitnu nestabilnosti i probiru klonova tumorskih stanica koje su 

otporne na kemoterapiju (196). 

Rezultati mog istra~ivanja u skladu su s predlo~enim modelima karcinogeneze 

karcinoma debelog crijeva koji naglabavaju otpornost na apoptozu kao odlu�uju�i �imbenik u 

progresiji bolesti i otpornosti na lije�enje. Međutim, apoptoza je slo~en mehanizam na koji 

utje�u brojni �imbenici (197). To�na ravnote~a proapoptoti�kih i antiapoptoti�kih �imbenika 

job nije u potpunosti objabnjena. S druge strane, apoptoza je samo jedan od raznih oblika 

programirane stani�ne smrti (198). U budu�nosti bi se razli�iti putovi apoptoze u karcinomu 

debelog crijeva  trebali detaljnije istra~iti, bto bi moglo rezultirati koribtenjem apoptoze kao 

prognosti�kog �imbenika i mogu�eg cilja terapije. 

Posljednja dva desetlje�a istra~ivanja karcinoma debelog crijeva proizveli su veliku 

koli�inu novih podataka bto je rezultiralo djelomi�no poboljbanim ishodom bolesti (uglavnom 

zbog boljih programa probira, a u manjoj mjeri individualiziranoj terapiji), kao i velik broj 

novih biomarkera. Na~alost, s izuzetkom MSI statusa i RAS mutacije, velika ve�ina biomarkera 

nije se pokazala klini�ki korisna kada je u pitanju prognoza bolesti. Do danas niti jedan 

molekularni test ne mo~e zamijeniti ili nadmabiti prognosti�ku snagu klasi�nih histopatolobkih 

obilje~ja. Potrebne su velike prospektivne studije u kojima bi se histopatolobke i molekularne 

karakteristike analizirale u istoj skupini bolesnika bto bi moglo otvoriti produktivniju suradnju 

patologa, klini�ara i molekularnih biologa kako bi se optimizirali prognosti�kih modeli 

karcinoma debelog crijeva. 



6. ZAKLJUCI



1. U ovom istra~ivanju izra~aj kaspaza-3, -9 i HIF-1α u korelaciji je s patolobkim

pokazateljima karcinoma debelog crijeva. Izra~aj sva tri ispitivana markera povezan je

s du~inom ukupnog pre~ivljavanja i pre~ivljenja bez povrata bolesti.

2. Izra~aj je HIF-1α povezan s uznapredovanim stadijem tumora, stupnjem tumora i

invazijom krvnih ~ila

3. Izra~aj kaspaze-3 je povezana s lobijim klini�kim stadijem bolesti, tumorskom

limfovaskularnoj invaziji, gradusom tumora, smanjenom du~inom bez povrata bolesti i

smanjenom du~inom ukupnog pre~ivljenja.

4. Visoki izra~aj kaspaze-9 je povezan s lobijim klini�ko-patolobkim karakteristikama

karcinoma debelog crijeva te vremenom do pojave recidiva i ukupnim pre~ivljenjem.

5. Multivarijantna analiza pokazala je da niti jedan od ispitivanih markera (HIF-1a,

kaspaza-3 i kaspaza-9) nije statisti�ki zna�ajan prognosti�ki �imbenik.

6. Multivarijatna analiza pre~ivljavanja pokazala je da optimalni model za predviđanje

pre~ivljenja u bolesnika s kolorektalni karcinom uklju�uje apoptotski indeks (AI)

određen TUNEL metodom.



7. SA}ETAK



Cilj istra~ivanja. Poznato je da je razvoj kolorektalnog karcinoma karakteriziran nizom 

događaja tijekom kojih se normalni epitel debelog crijeva postupno transformira u karcinom, 

slijedom od adenoma do karcinoma. Apoptoza ima va~nu ulogu u razvoju i odr~avanju 

homeostaze tkiva. Hipoksija postoji u solidnim tumorima i uzrokuje hiperpermeabilnost 

unutarnje mitohondrijske membrane bto dovodi do otpubtanja citokroma c i cijepanja kaspaze 

9 �ime se aktivira apoptoza. 

Danas u literaturi nema dogovora o prognozi apoptoze i hipoksije kod kolorektalnog karcinoma. 

Broj studija koje ispituju ekspresiju kaspaza te HIF-1a u kolorektalnom karcinomu vrlo su 

ograni�ene i one nisu ispitivale korelaciju između ekspresije i pre~ivljenja pacijenata.  

Ispitanici i metode. Ova studija uklju�ivala je histolobke uzorke 179 pacijenata kojima je 

dijagnosticiran rak debelog crijeva. Koristili smo TUNEL metodu i ozna�avanje kaspazom-3 

kako bismo identificirali stupanj apoptoze uz ispitivanje povezanosti između ekspresije HIF-1α 

i kaspaze-9 i tumorske patologije te utvrditi njihov prognosti�ki zna�aj za kolorektalni 

karcinom. 

Rezultati. Rezultati pokazuju da je ni~i apoptotski indeks (AI) mjeren metodom TUNEL i ni~a 

imunohistokemijska ekspresija kaspaze-3 povezana s kra�im pre~ivljenjem bez bolesti i 

ukupnim pre~ivljenjem. Ekspresija HIF-1α i kaspaze-9 povezana je sa stadijem tumora, 

stupnjem tumora i vaskularnom invazijom te je povezana s lobim ukupnim pre~ivljenjem i 

pre~ivljenjem bez povrata bolesti. Pove�ana ekspresija HIF-1α i kaspaze-9 povezana je s rastom 

tumora, agresivnob�u i lobim pre~ivljavanjem bolesnika s kolorektalnim karcinomom. 

Zaklju�ak. Samo je apoptotski indeks (AI) određen TUNEL metodom dokazano neovisni 

pokazatelj pre~ivljavanja. Rezultati istra~ivanja u skladu su s predlo~enim modelima 

karcinogeneze kolorektalnog karcinoma koji naglabavaju otpornost na apoptozu kao odlu�uju�i 

�imbenik u progresiji bolesti i otpornosti na lije�enje. 



8. ABSTRACT



APOPTOSIS AND CELL RESPONSE TO HYPOXIA IN COLON CANCER 

Objectives. It is known that the development of colorectal cancer is characterized by a series 

of events during which the normal epithelium of the colon gradually transforms into cancer, 

following the sequence from adenoma to carcinoma. Apoptosis plays an important role in the 

development and maintenance of tissue homeostasis. Hypoxia exists in solid tumors and causes 

hyperpermeability of the inner mitochondrial membrane leading to the release of cytochrome c 

and cleavage of caspase 9, thereby activating apoptosis. 

Currently, there is no agreement in the literature on the prognosis of apoptosis and hypoxia in 

colorectal cancer. The number of studies examining the expression of caspases and HIF-1a in 

colorectal cancer is very limited and they did not examine the correlation between expression 

and patient survival.  

Patients and Methods. This study included histological samples from 179 patients diagnosed 

with colon cancer. We used the TUNEL method and caspase-3 labeling to identify the degree 

of apoptosis while examining the association between the expression of HIF-1α and caspase-9 

and tumor pathology and to determine their prognostic significance for colorectal cancer. 

Results. The results show that lower apoptotic index (AI) measured by the TUNEL method and 

lower immunohistochemical expression of caspase-3 are associated with shorter disease-free 

survival and overall survival. HIF-1α and caspase-9 expression correlated with tumor stage, 

tumor grade, and vascular invasion, and was associated with poor overall and disease-free 

survival. Increased expression of HIF-1α and caspase-9 is associated with tumor growth, 

aggressiveness and poor survival in patients with colorectal cancer. 

Conclusion. Only the apoptotic index (AI) determined by the TUNEL method proved to be an 

independent indicator of survival. The research results are consistent with the proposed models 

of colorectal cancer carcinogenesis that emphasize resistance to apoptosis as a determining 

factor in disease progression and resistance to treatment. 
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