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POPIS KRATICA

5-FU — 5-florouracil

APC — adenomatozna polipoza kolona (engl. adenomatous polyposis coli)

ASCO/CAP — engl. American Society of Clinical Oncology/College of American Pathologists
BRAF — engl. B-Raf proto-oncogene

CEA — karcinoembrionalni antigen (engl. carcinoembryionic antigen)

CIMP - fenotip metilatora CpG otoka (engl. CpG island methylator phenotype)

CISH — kromogena in situ hibridizacija

CpG — citozin fosfat-guanin dvonukleotid (engl. cytosine-phosphate-guanine dinucleotide)
CT — kompjuterizirana tomografija (engl. computed tomography)

DCC — engl. deleted in colorectal cancer

DNK - deoksiribonukleinska kiselina

EGFR — receptor epidermalnog faktora rasta (engl. epidermal growth factor receptor)

EU — Europska unija

FAP — obiteljska adenomatozna polipoza (engl. familial adenomatous polyposis)

FISH — fluorescentna in situ hibridizacija

HER — receptor za humani epidermalni faktor rasta (engl. human epidermal growth factor
receptor)

HNPCC — nasljedni nepolipozni kolorektalni karcinom (engl. hereditary non-polyposis colorectal
cancer)

IBD — upalne bolesti crijeva (engl. inflammatory bowel disease)

IHC - imunohistokemijsko bojanje (engl. immunohistochemistry)

JAK/STAT — engl. Janus kinase/signal transducer and activator of transcription
KBC — Klinicki bolnicki centar

KRAS — engl. Kirsten rat sarcoma viral oncogene

LV —leukovorin



MAPK - proteinska kinaza aktivirana mitogenima (engl. mitogen activated protein kinase)
MGMT - engl. O-methylguanine-DNA methyltransferase

MLH1 — engl. mutL homolog 1

MLH2 — engl. mutL homolog 2

MMR - popravak krivo sparenih baza (engl. mismatch repair)

MR — magnetska rezonanca

MSI — mikrosatelitna nestabilnost (engl. microsatellite instability)

MSH2 — engl. mutS homolog 2

MSS — mikrosatelitna stabilnost (engl. microsatellite stability)

NRAS — engl. neuroblastoma rat sarcoma viral oncogene

PET-CT pozitronska emisijska tomografija (engl. positron emission tomography - computed
tomography)

PI3K/AKT — engl. phosphatidylinositol 3-kinase/protein kinase B
PMSI — engl. post-meotic segregation protein 1
PMS2 — engl. post-meotic segregation protein 2

RAS/MEK/ERK - engl. rat sarcoma virus/mitogen-activated protein kinase kinase/extracellular
signal-regulated kinase

RH — Republika Hrvatska

RTG — rendgensko snimanje

SISH — dvostruka srebrena in situ hibridizacija
TNM — engl. tumor, node, metastasis

TP53 — engl. tumor protein 53

UZV — ultrazvuk

WHO - Svjetska zdravstvena organizacija (engl. World Health Organisation)
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1. UVOD



1.1. Epidemiologija

Kolorektalni karcinom tre¢i je najces¢i maligni tumor u svijetu te drugi tumor po broju
smrtnih ishoda u oba spola (1). Procjenjuje se da godis$nje od ove vrste karcinoma oboli oko 2
milijuna, a umre 0,95 milijuna ljudi (2). Epidemiologija kolorektalnog karcinoma znacajno varira
izmedu razli¢itih regija svijeta, kao medu razli¢itim spolnim, dobnim i rasnim skupinama. Ces¢e
se javljau razvijenijim dijelovima svijeta pri cemu najvisu stopu incidencije biljeze zemlje Europe,
Australija 1 Novi Zeland, a najmanju Afrika i juzna Azija (Slika 1) (1). Nesto cesce se javlja u
osoba muskog spola. Incidencija raste nakon pedesete godine, a najveca je izmedu 60 i 70 godine
zivota. U osoba mladih od 50 godina javlja se u manje od 20% slucajeva (3).

U Republici Hrvatskoj (RH) stope incidencije 1 mortaliteta slicne su srednjim
vrijednostima u razvijenim dijelovima svijeta a biljezi se stalni porast. Godi$nje u prosjeku oboli
oko 3600 osoba, od ¢ega 60% cine muskarci. Po smrtnosti od zlo¢udnih bolesti u RH, kolorektalni
karcinom nalazi se na drugom mjestu, nakon raka pluc¢a. Godisnje od njega umre oko 2100 osoba,
od ¢ega 60% ¢ine muskarci. Unato¢ tome §to se broj smrtnih slu¢ajeva od kolorektalnog karcinoma
nije znatno mijenjao u posljednjih 10 godina, broj novooboljelih kontinuirano raste, za otprilike
1% godis$nje u posljednjih 20 godina. Hrvatska se medu zemljama Europske unije (EU) nalazi na

9. mjestu po ucestalosti kolorektalnog karcinoma, dok je na 2. mjestu po broju umrlih (2).

ASR (World) per 100 000

22571
188.8-257.1
[ 140.4-188.8

111.9-140.4 - Not applicable
<1119 Mo data

Slika 1. Incidencija kolorektalnog karcinoma u svijetu u oba spola za 2020. godinu.
IZVOR: https://gco.iarc.fr



1.2. Etiologija

Nastanak kolorektalnog karcinoma multifaktorijalan je proces na kojeg utjecu razliciti

genetski i okoli$ni ¢imbenici (4, 5).

1.2.1. Rizi¢ni ¢imbenici

Glavni ¢imbenik rizika za nastanak kolorektalnog karcinoma je dob. Nakon petog
desetljeca zivota taj se rizik znacajno povecava, dok je njegova pojava prije pedesete godine
rijetka, uz iznimku nasljednih karcinoma (6).

Kolorektalni karcinom u osobnoj anamnezi ili upalne bolesti crijeva (IBD) takoder su
vazni ¢imbenici rizika. Kroni¢na upala koja je karakteristika IBD-a Cesto za posljedicu ima
nastanak displazije koja povecava rizik od nastanka karcinoma. Rizik za nastanak kolorektalog
karcinoma kod bolesnika s ulceroznim kolitisom veéi je za 3,7% (7), a kod pacijanata sa
Crohnovom boles¢u za 2,5% (8). Jedan od ¢imbenika rizika je pozitivna obiteljska anamneza za
kolorektalni karcinom, posebno ukoliko se radi o srodnicima mladim od pedeset godina u vrijeme
postavljanja dijagnoze (9).

Smatra se da sjedilacki nacin zivota moze povecati rizik od razvoja kolorektalnog
karcinoma, iako ta veza nije potpuno definirana. Sjedilacki nacin zivota takoder je povezan s
pretilos¢u, jos§ jednim vaznim ¢imbenikom rizika za kolorektalni karcinom, karakteriziranom
povecanim razinama visceralnog masnog tkiva, hormonski aktivne komponente ukupne tjelesne
masti koja moze potaknuti razvoj kolorektalnog karcinoma kroz izlu¢ivanje proupalnih citokina,
inzulinske rezistencije 1 modulacije metabolickih enzima poput adiponektina ili lektina. U tom
kontekstu, prehrana je snazno povezana s rizikom za karcinom debelog crijeva tako da nezdrave
prehrambene navike povecavaju rizik za razvoj kolorektalnog karcinoma do 70% (10). Crveno
meso oslobada hem skupine u crijevima, $to pojacava stvaranje karcinogenih N-nitrozo spojeva,
kao 1 citotoksi¢nih 1 genotoksi¢nih aldehida lipoperoksidacijom (11), a meso koje se kuha na
visokim temperaturama proizvodi heterociklicke amine i policiklicke ugljikovodike koji se
smatraju potencijalnim karcinogenima (12).

Nadalje, puSenje i konzumiranje alkohola takoder su dokazani rizi¢ni ¢imbenici za

nastanak kolorektalnog karcinoma. Acetaldehid, koji je glavni metabolit etanola, opisan je kao



karcinogen koji povecava rizik od razvoja kolorektalnog karcinoma ovisno o polimorfizmima
enzima koji sudjeluju u metabolizmu alkohola. Medutim, veza izmedu konzumiranja alkohola i
kolorektalnog karcinoma jo$§ nije u potpunosti razjaSnjena (13). PuSenje duhana, pak, moze
povecati Sanse za obolijevanje do 10,8% zbog visokog sadrzaja karcinogena poput nikotina ¢iji
metaboliti lako mogu do¢i do crijeva (14, 15). Znacajna veza otkrivena je samo za dugorocne

pusace, neovisno o tome jesu li prestali pusiti ili ne (16).

1.2.2. Protektivni ¢imbenici

Dokazano je da ucestalo konzumiranje hrane bogate vlaknima moze smanjiti rizik za
nastanak kolorektalnog karcinoma do 50% (17). Potencijalni mehanizmi takvog protektivnog
djelovanja jesu stvaranje vecih koli¢ina stolice ¢ime se smanjuje koncentracija karcinogenih tvari,
ubrzanje peristaltike koje za posljedicu ima skraceno vrijeme izlaganja sluznice debelog crijeva
potencijalnim karcinogenima te vezanje sterola i zu¢nih kiselina za koje se smatra da imaju ulogu
u procesu karcinogeneze. Voce i povrée, osim §to sadrzi vlakna, bogato je razli¢itim vitaminima i
mineralima koji imaju antioksidativni i antiinflamatorni ucinak (18).

Fizicka aktivnost, uzimanje vitamina D 1 nesteroidnih reumatika takoder smanjuju rizik za

nastanak kolorektalnog karcinoma (3).

1.3. Patogeneza

Mutacije u odredenim genima mogu kao posljedicu imati razvoj kolorektalnog karcinoma.
Te mutacije mogu se pojaviti u onkogenima, tumor supresorskim genima i genima povezanim s
mehanizmima popravka deoksiribonukleinske kiseline (DNK). Ovisno o podrijetlu mutacije,
kolorektalni karcinomi klasificiraju se kao sporadi¢ni, nasljedni i obiteljski.

Najces¢i oblik su sporadi¢ni kolorektalni karcinomi, vezani uz nastanak tockastih mutacija,
a ¢ine oko 70% svih kolorektalnih karcinoma. U najveéem broju slu¢ajeva prva mutacija javlja se
u genu adenomatozne polipoze kolona (APC), Sto uzrokuje nastanak polipa koji se nazivaju
adenomi. Nakon ove mutacije slijede mutacije KRAS (engl. Kirsten ras sarcoma viral oncogene),
TP53 (engl. tumor protein 53) 1 DCC (engl. deleted in colorectal cancer). Otprilike 15% takvih

polipa progredira u kolorektalni karcinom u razdoblju od deset godina (19).



Nasljedni karcinomi ¢ine oko 5% svih slu¢ajeva kolorektalnog karcinoma, a uzrokovani su
naslijedenim mutacijama koje zahvac¢aju jedan od alela mutiranog gena, pri ¢emu nastanak
tockaste mutacije u drugom alelu pokrece nastanak tumorske stanice. Nasljedni karcinomi dijele
se na polipozne i nepolipozne varijante. U polipoznu varijantu svrstava se obiteljska adenomatozna
polipoza (FAP), koja je karakterizirana stvaranjem mnogobrojnih potencijalno malignih polipa u
debelom crijevu (20). Nasuprot tome, nasljedni nepolipozni kolorektalni karcinom (HNPCC)
nastaje uslijed mutacija gena povezanim s mehanizmima popravka DNK. Glavni uzrok HNPCC-
a je Lynchov sindrom, autosomno-dominantni premecaj koji je karakteriziran mutacijom gena za
popravak pogreSno sparenih baza DNK, kao §to su MSH2 (engl. mutS homolog 2), MLH1 (engl.
mutL homolog 1), MLHG6 (engl. mutL homolog 6), PMSI1 (engl. post-meotic segregation protein
1)1 PMS2 (engl. post-meotic segregation protein 2). Takvi karcinomi obi¢no se javljaju u mladoj
zivotnoj dobi i najcesée zahvacaju cekum, ascedentni i transverzalni kolon (3, 21).

Obiteljski kolorektalni karcinomi odgovorni su za oko 25% svih slu€ajeva te su uzrokovani
mutacijama koje se nasljeduju, ali se ne mogu svrstati u neku od nasljednih varijatni kolorektalnih

karcinoma (22).

1.3.1. Molekularni putevi kolorektalne karcinogeneze

U molekularne puteve kolorektalne karcinogeneze spadaju kromosomska, mikrosatelitna i
epigenetska nestabilnost.

Kromosomska nestabilnost naje$¢i je put, a karakterizirana je promjenom broja
kromosoma ili njihove strukture. Nalazi se u oko 80% svih slucajeva kolorektalnih karcinoma.
Promjene uzrokovane kromosomskom nestabilnos¢u dovode do gubitka tumor supresorskih gena
poput APC, TP53 ili aktivacije odredenih onkogena poput KRAS gena, Sto rezultira
prezivljavanjem 1 proliferacijom tumorskih stanica te inhibicijom apoptoze. APC gen je tumor
supresorski gen koji se nalazi na dugom kraku 5. kromosoma. Somatska mutacija oba alela APC
nalazi se u gotovo 80% sporadic¢nih kolorektalnih karcinoma, dok se nasljedne mutacije ovog gena
javljaju u slucaju obiteljske adenomatozne polipoze crijeva. Smatra se da normalni APC gen
sprjecava nakupljanje citosolnog i nuklearnog beta-katenina posreduju¢i njegovoj fosforilaciji 1
degradaciji (23). Gubitak funkcije APC gena kao posljedicu ima poremecaj razgradnje B-katenina

koji se tada pocinje nakupljati u stanici i premjestati u jezgru gdje aktivira gene koji pokrecu diobu



stanica. U oko polovice kolorektalnih karcinoma nalazi se i aktivacijska mutacija KRAS onkogena
koja potice proliferaciju stanica i1 ko¢i programiranu stanicnu smrt (3). Ova mutacija povezana je
s nedostatkom odgovora na anti-EGFR terapiju (cetuksimab, panitumumab) 1 lo§ijom prognozom
u bolesnika s metastatskim kolorektalnim karcinomom (23). U kasnijem stadiju razvoja tumora
dolazi i do mutacije TP53 i drugih tumor supresorskih gena (3).

Put mikrosatelitske nestabilnosti uklju¢en je u nastanak oko 20 % karcinoma kolona.
Mutacije u genima za popravak DNK dovode do gomilanja abnormalnosti u ponovljenim malim
sekvencama DNK koje se zovu mikrosateliti. Karakteristika je Lynchovog sindroma, a takoder se
nalazi u 10-15% slucajeva sporadi¢nog kolorektalnog karcinoma. Onkogena aktiviraju¢a BRAF
(engl. B-Raf proto-oncogene) mutacija (V600E) nalazi se u otprilike 5-22% slucajeva
kolorektalnog karcinoma, a vidi se gotovo isklju¢ivo u mikrosatelitski nestabilnih te onih s divljim
tipom KRAS gena (23). BRAF gen kodira serin/treonin kinazni protein koji je neposredni
nizvodni efektor KRAS-a u signalizaciji proteinske kinaze aktivirane mitogenom (MAPK). BRAF
mutacija se Cesto nalazi u pusaca sa sporadi¢nim kolorektalnim karcinomom. Dodatna BRAF
mutacija u mikrosatelitski nestabilnim kolorektalnim karcinomima moze biti povezana s
nepovoljnijom prognozom. Ova mutacija se smatra odgovornom za udio bolesnika s kolorektalnim
karcinomom 1 divljim tipom KRAS gena koji ne reagiraju na anti-EGFR terapiju. U ovoj grupi
tumora ne nalazi se mutacija KRAS ni TP53 gena (3).

Epigenetska nestabilnost ima bitnu ulogu u inicijaciji 1 progresiji kolorektalnog
karcinoma. DNK metilacija najcesc¢e je odgovorna za epigenetsko utiSavanje gena, a dogada se na
petom ugljiku citozinskih ostataka citozin fosfat-guanin dvonukleotida (CpG). CpG nisu jednoliko
rasporedeni unutar kromosoma, ali imaju tendenciju skupljanja u odredenim regijama koje se
nazivaju CpG otoci. Na temelju opsega aberantne hipermetilacije u promotorima gena,
kolorektalni karcinomi mogu se klasificirati u dvije skupine, fenotip metilatora CpG otoka (CIMP)
pozitivan 1 CIMP negativan. Oko 35-40% sporadi¢nih slucajeva kolorektalnog karcinoma su
CIMP pozitivni. Aberantna hipermetilacija CpG otoka za posljedicu ima utiSavanje odredenih
kriticnih tumor supresorskih gena poput pl6, pl4, MGMT (engl. O-methylguanine-DNA
methyltransferase) i MLH1 (23).



1.4. Patohistologija

Najcesce sijelo kolorektalnog karcinoma su rektum i sigmoidni kolon, te otprilike 50%
svih slucajeva kolorektalnog karcinoma nastaje u tom podru¢ju. U cekumu i1 ascedentom kolonu
ovaj tip karcinoma nastaje u oko 20% slucajeva, dok je descedentni kolon zahvacen u oko 15%
slucajeva, kao 1 transverzalni kolon.

Makroskopski izgled karcinoma koji nastaje u cekumu i ascedentnom kolonu najcesce je
polipozan, medutim moze biti 1 ulceriran ili nalik tanjuru (3). U silaznom kolonu 1 rektumu tumori
su ve¢inom endofiti¢ni i prstenasta izgleda (24). Mikroskopski, kolorektalni karcinomi gotovo su
uvijek adenokarcinomi (Slika 2). Sli¢ni su adenokarcinomima koji nastaju u drugim dijelovima
probavnog sustava, a ovisno o stupnju diferencijacije dijele se na dobro i slabo diferencirane.
Dobro diferencirani karcinomi gradeni su od Zlijezda oblozenih visokim cilindri¢nim epitelom
koje ¢ine viSe od 50% tumora, dok su slabo diferencirani karcinomi gradeni od atipi¢nih,
pleomorfnih stanica pri ¢emu se stvaranje zlijezda nalazi u manje od 50% tumora.

Mucinozni kolorektalni adenokarcinomi izlu¢uju obilnu izvanstanicnu sluz, a poseban
podtip su karcinomi sa stanicama izgleda prstena pecatnjaka karakterizirani obilnom citoplazma
ispunjenom mucinom koji potiskuje jezgru na periferiju (3). Prognoza im je loSa i CeSce se
otkrivaju kod mladih bolesnika, pogotovo onih koji boluju od upalne bolesti crijeva (25).

U ostale rjede morfoloske podtipove adenokarcinoma spadaju kribriformni, karcinomi

komedo tipa, mikropapilarni, medularni i adenoskvamozni (24).



Slika 2. Histoloski prikaz adenokarcinoma kolona koji je graden od nepravilnih Zlijezda obloZenih
atipi¢nim cilindricnim epitelom.

IZVOR: https://www.webpathology.com/image.asp?case=222&n=24

Kolorektalni karcinomi mogu izravnim Sirenjem zahvacati okolne strukture (3).
Uznapredovali rektalni karcinomi mogu se prosiriti u zdjelicne organe, poput mokra¢nog mjehura
1 vagine (24). Kolorektalni karcinomi limfogeno se Sire prvenstveno u regionalne limfne ¢vorove,
dok hematogeno naj¢es¢e metastaziraju putem portalne vene u jetru. Rektalni karcinomi cesto
metastaziraju u plu¢a putem donje Suplje vene. U uznapredovaloj bolesti mogu se prosiriti i u druge

organe (3).

1.5. Klini¢ka slika

Bolesnici s kolorektalnim karcinomom u velikom broju slucajeva su asimptomatski kroz
duzi vremenski period. Simptomi se obi¢no razvijaju postupno, a mogu postojati mjesecima i
godinama prije postavljanja dijagnoze (3). Klinic¢ka slika ovisi o lokalizaciji karcinoma. Tumori
proksimalnog dijela debelog crijeva ceS¢e su pracdeni znakovima sideropeni¢ne anemije i
opstrukcije, dok su tumori smjesteni u distalnome dijelu ¢es¢e praceni proljevom, pojavom sluzi

u stolici 1 bolovima u predjelu dna zdjelice. Lokalno Sirenje bolesti moze dovesti do nastanka



fistula s mokra¢nim mjehurom i vaginom §to se o€ituje ponavljajuéim mokraé¢nim infekcijama,
hematurijom i fekalnim sadrzajem u vagini (27).

Prvi znak bolesti mogu biti i hitna stanja kao $to su ileus, perforacija, peritonitis ili
krvarenje (26).

Sistemske manifestacije poput gubitka tjelesne mase, poviSene tjelesne temperature,

slabosti 1 malaksalosti, obi¢no se javljaju kod bolesnika s uznapredovalom bolesti (3).

1.6. Dijagnostika

Dijagnosticki postupak zapocinje anamnezom i klinickim pregledom koji obavezno
ukljucuje digitorektalni pregled. Nakon tih postupaka slijede specifi¢ne dijagnosti¢ke pretrage od
kojih je kolonoskopija zlatni standard (26). Kolonoskopija omogucuje biopsiju tumora ili
odstranjivanje polipa ¢ime se moze sprijeciti maligna transformacija (28). Za izravnu procjenu
rektalnog tumora koriste se rektoskopija 1 sigmoidoskopija koje omogucuju odredivanje
prosirenosti, veli¢ine, fiksacije, udaljenosti od analnog ruba uz mogucénost biopsije tumora. Za
procjenu dubine proboja kroz stijenku crijeva i Sirenja u regionalne limfne ¢vorove koriste se
transrektalni ultrazvuk (UZV), magnetska rezonanca (MR) ili kompjuterizirana tomografija (CT).
Prije kirurSkog zahvata potrebno je napraviti CT abdomena, rendgensko snimanje (RTG) pluca 1
odrediti razinu tumorskog biljega karcinoembrionalnog antigena (CEA) u krvi (3). Njegova
redovita kontrola nakon operacije sluzi za pracenje terapijskog odgovora i otkrivanje potencijalnih
recidiva (28). Kod bolesnika sa metastatskom boles¢u koji su kandidati za metastazektomiju
preporucuje se pozitronska emisijska tomografija (PET/CT) kako bi se odredila resektabilnost i

prosirenost bolesti (27).

1.7. Stadiji bolesti — klasifikacija kolorektalnog karcinoma

Prognoza bolesnika s kolorektalnim karcinomom ovisi o klinickom stadiju koji se najcesce
odreduje prema TNM (engl. tumor, node, metastasis) - sustavu. Ovaj sustav temelji se na dubini
proboja u stijenku crijeva (T), zahvacenosti limfnih ¢vorova (N) i postojanju udaljenih metastaza
(M). Petogodisnje preZivljenje bolesnika bez metastaza u limfne ¢vorove je od 97% (T1) do 63%

(T4). Ukoliko je tumor metastazirao u regionalne limfne ¢vorove prezivljenje iznosi oko 66% (N1)



tj. 37% (N2). U slucaju postojanja metastaza u udaljenim organima (M1) preZivljenje iznosi tek

4%.

Osim TNM-sustava, koristi se i klasifikacija proSirenosti tumora po Dukesu, koji

kolorektane karcinome dijeli u Cetiri stadija:, stadij A — karcinom ogranicen na stijenku crijeva bez

zahvacanja miSi¢nog sloja, stadij B — prisutnost proboja u perikoli¢no tkivo, stadij C — postojanje

metastaza u limfnim ¢vorovima te stadij D — postojanje udaljenih metastaza (23). PetogodiSnje

prezivljenje u bolesnika stadija A je viSe od 90%, stadija B 70%, stadija C od 35 do 65%, ovisno

o broju zahvacéenih limfnih ¢vorova, dok u bolesnika sa stadijem D iznosi oko 4% (3).

Tablica 1. TNM klasifikacija kolorektalnog karcinoma

Tis
T1
T2
T3

T4a

T4b
NO

N1

Nla
N1b

Nlc

N2
N2a
N2b

Mo
Mla
Mi1b
Milc

karcinom in situ, intraepitelni
tumor invadira submukozu (bez proboja laminae muscularis mucosae)
tumor invadira miSi¢ni dio stijenke crijeva
tumor invadira perikolorektalno masno tkivo
tumor prodire kroz visceralni peritoneum
tumor izravno invadira ili prilijeze uz ostale organe
bez presadnica u regionalnim limfnim ¢vorovima
presadnice u 1-3 regionalna limfna ¢vora ili bilo koji broj tumorskih depozita u
mezenteriju, perikoliénom ili perirektalnom tkivu
presadnica u 1 regionalni limfni ¢vor
presadnice u 2-3 regionalna limfna ¢vora
Postojanje tumorskih depozita u mezenteriju, perikolicnom ili perirektalnom tkivu
bez presadnica u limfne ¢vorove
presadnice u 4 ili > regionalnih limfnih ¢vorova
presadnice u 4-6 regionalnih limfnih ¢vorova
presadnice u 7 ili viSe regionalnih limfnih ¢vorova
bez udaljenih presadnica
udaljene presadnice u jedan organ
udaljene presadnice u vise od 1 organa
presadnice u peritoneum sa/bez drugih udaljenih presadnica

10



Tablica 2. Stadij bolesti prema TNM klasifikaciji

Stadlj, T — primarni tumor N — limfni ¢vorovi M - presadnice
bolesti

Stadij 0 Tis NO MO
Stadij I T1 NO MO
T2 NO MO
Stadij IIA T3 NO MO
Stadij 1B T4a NO MO
Stadij I1C T4b NO MO
Stadij IITA T1-T2 N1 MO
Tl N2a MO
Stadij I11B T3-T4a N1 MO
T2-T3 N2a MO
T1-T2 N2b MO
Stadij I11C T4a N2a MO
T3-T4a N2b MO
T4b NI1-N2 MO
Stadij IVA bilo koji T bilo koji N Mla
Stadij IVB bilo koji T bilo koji N MIl1b
Stadij IVC bilo koji T bilo koji N Milc

1.7. LijeCenje

Lijecenje kolorektalnog karcinoma ovisi o stadiju bolesti, a obuhvaca kirursko lijecenje,
kemoterapiju 1/ili radioterapiju.

KirurSko lijeCenje primarni je oblik lijeCenja lokaliziranog karcinoma kolona (27).
Smjestaj tumora odreduje vrstu kirurSkog zahvata te se izvodi desna ili lijeva hemikolektomija,
resekcija transverzalnog kolona i proSirena resekcija sigme uz limfadenektomiju. U najve¢em
broju sluc¢ajeva tumor se moze ukloniti uz postizanje reznih rubova bez tumora (28).

Prijeoperativna radioterapija moze poboljsati resektabilnost u bolesnika s karcinomom

lokaliziranim u podrucju rektuma (27).
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Adjuvantna kemoterapija indicirana je u bolesnika stadija III te onih stadija II kod kojih
postoji visoki rizik recidiva. Ovisno o riziku povrata bolesti, kao dodatak drugim oblicima terapije,
mogu se koristiti razli¢iti rezimi kemoterapije, ukljucujuéi kombinaciju 5-florouracila (5-FU) i
folne kiseline (leukovorina) poznatu kao Mayo protokol, peroralni kapecitabin kao monoterapiju
ili kombinaciju 5-FU, leukovorina (LV) 1 oksaliplatina koja se zove FOLFOX protokol. U
FOLFOX protokolu, 5-FU 1 leukovorin mogu se zamijeniti kapecitabinom (CAPOX protokol).
Primjena FOLFOX protokola u bolesnika u stadiju IIl pokazala je bolje rezultate u smislu
prezivljavanja bez ponovnog javljanja bolesti 1 ukupnog prezivljavanja u usporedbi s Mayo
protokolom. U bolesnika s metastatskom bolesti koji imaju simptome opstrukcije ili obilnog
krvarenja prije pocetka sustavnog onkoloskog lije¢enja obavljaju se palijativni kirurski zahvati kao
Sto su formiranje bipolarnog anus praetera ili ileotransverzostomija. Kod inoperabilnog raka
rektuma postavlja se kolostoma u podrucju sigme. Ukoliko postoje metastaze u jetri ili plu¢ima
dio bolesnika moze se podvrgnuti kirurSkom lijeenju (28).

U lijecenju uznapredovalog tumora (lokalno neresektabilnog ili metastatskog) preporucuje
se sistemska kemoterapija koja se sastoji od kombinacije 5-FU/LV, oksaliplatine i bevacizumaba.
Inhibitori angiogeneze, aflibercept i ramucirumab, u kombinaciji s kemoterapijom temeljenoj na
irinotekanu obi¢no se koriste kao druga linija lijecenja. Anti-EGFR protutijela (cetuksimab,
panitumumab) mogu poboljsati uc¢inkovitost kemoterapije, medutim nisu djelotovorna u slucaju
tumora s RAS mutacijom. Intraarterijska kemoterapija floksuridinom i radioterapija u nekim
slu¢ajevima pokazale su korist u ublazavanju simptoma u bolesnika s jetrenim metastazama (27).
Kod bolesnika s metastatskim karcinomom u progresiji, a koji su lijeeni s dvije linije lijecenja
koje su ukljucivale 5-FU, LV, irinotekan i oksaliplatinu i koji su rezistentni na protokole koji

sadrzavaju fluoropirimidine primjenjuje se kombinacija trifuridina 1 tipiracila (28).

1.8. HER2 receptor

Receptor za humani epidermalni faktor rasta 2 (HER2), poznat i kao HER2/neu,
transmembranski je glikoprotein s tirozin kinaznom aktivnoS¢u. Pripada obitelji receptora za
epidermalne faktore rasta (EGFR/ErbB) (29). Ova obitelj, osim HER2, uklju¢uje HER1 (Erbl),
HER3 (Erb3) i HER4 (Erb4). Navedeni receptori klju¢éni su za proliferaciju, diferencijaciju 1

prezivljavanje stanica. Svi HER proteini dijele zajedniCke strukturne znacajke, sastoje se od
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vanstanicne domene koja veze ligand, transmembranske domene te intracelularne domene proteina
tirozin kinaze. HER1, HER3 1 HER4 imaju ukupno 11 izvanstani¢nih liganda. HER2 ¢ini iznimku
jer ne veze niti jedan ligand (30). Aktivacija putova signalizacije HER2 dogada se
homodimerizacijom kada je prisutan na membrani u visokim koncentracijama ili
heterodimerizacijom sa drugim ¢lanom obitelji EGFR receptora (EGFR, HER3 i HER4).
Dimerizacija dovodi do fosforilacije tirozinskih ostataka, $to nizvodno pokrece signalizacijske
kaskade poput PI3K/AKT (engl. phosphatidylinositol 3-kinase/protein kinase B), Rass/MEK/ERK
(engl. rat sarcoma virus/mitogen-activated protein kinase kinase/extracellular signal-regulated
kinase) 1 JAK/STAT (engl. Janus kinase/signal transducer and activator of transcription), koje
reguliraju prezivljavanje stanica, proliferaciju, diferencijaciju, pokretljivost, apoptozu, invaziju,

migraciju, adheziju i angiogenezu (Slika 3) (31).

Ligands
®'e™ ®corn
®

Extracalitar space HERZ W °

G0 GO0 SOOGS0 DG

Slika 3. Veza liganda s ekstracelularnim domenom HER?2 stabilizira dimerizaciju izmedu HER2 i
drugog ¢lana obitelji EGFR receptora (EGFR, HER2, HER3 i HER4). Aktivni homodimeri ili
heterodimeri zatim poticu nekoliko signalnih kaskada, poput PI3K/AKT, RAS/MAPK i

JAK/STAT puteva, trans-fosforilacijom tirozinskih ostataka unutar citoplazmati¢kih domena.
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Ovi nizvodni signalni putovi rezultiraju transkripcijom gena koji poticu proliferaciju, migraciju,
invaziju 1 prezivljavanje tumorskih stanica.

IZVOR: https://www.mdpi.com/1422-0067/22/13/6813

Prekomjerna ekspresija HER2 proteina nalazi se u razliCitim vrstama karcinoma,
ukljucujuéi rak dojke, jajnika, endometrija, cerviksa, pluc¢a, jednjaka, zeluca, kolona i mokraé¢nog
mjehura. Prekomjerna ekspresija HER2 proteina povezana je s povecanim rizikom za ponovnu
pojavu bolesti 1 10§ je prognosti¢ki ¢cimbenik. Zbog navedenih razloga HER2 protein vazna je meta

za ciljanu terapiju kod razli¢itih vrsta karcinoma (32).

1.8.1. HER?2 status u kolorektalnom karcinomu

Pojacana ekspresija HER2 proteina prisutna je u priblizno 2% svih kolorektanih
karcinoma, dok je u onih stadija IV koji su KRAS divlji tipovi nesto visa, te iznosi 5-6% (33).
Posebno visoka ucestalost HER2 alteracija zabiljezena je kod mucinoznih kolorektalnih
adenokarcinoma (36). Ce$¢a je kod karcinoma smjestenih u distalnom dijelu kolona te je uoceno
da desnostrani kolorektalni karcinomi imaju 50% manje Sanse da budu HER2 pozitivni u odnosu
na lijevostrane. HER2 pozitivni kolorektalni karcinomi skloniji su stvaranju presadnica, najcesce
u pluca. U takvih bolesnika primijecena je i veca ucestalost presadnica u srediSnjem zivéanom
sustavu (33).

Prognosticka uloga pozitivnog HER?2 statusa u kolorektalnom karcinomu jo$ je uvijek
nejasna, dok neke studije povezuju pojacanu ekspresiju HER2 proteina sa slabijim 5-godis$njim
prezivljenjem, viSim stadijem bolesti 1 viSom mitotskom aktivno$¢u, druge studije ne pokazuju
znacajnu korelaciju izmedu HER?2 statusa i prezivljenja ovih bolesnika (34).

Ekspresija HER2 proteina utvrduje se imunohistokemijskim bojanjem (IHC), dok se genska
amplifikacija HER2 utvrduje fluorescentnom in situ hibridizacijom (FISH) ili kromogenom in situ
hibridizacijom (CISH) .

Trenutno ne postoje univerzalni kriteriji za procjenu HER2 statusa u kolorektalnom

karcinomu te se razlikuju u razli¢itim studijama. Dijagnosticki kriteriji koriSteni u dvije najvece

studije HERACLES i MyPathway imaju slican pristup, ali postoje razlike (Tablica 3).
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Tablica 3. Usporedba HERACLES i1 MyPathway dijagnostickih kriterija za utvrdivanje HER2

statusa u kolorektalnom karcinomu

Imunohistokemijsko HERACLES MyPathway
bojanje Kriteriji Kriteriji
Nema bojanja (0) ili Negativan Negativan
membransko bojenje u <10%
stanica
Slabo bojenje u >10% stanica Negativan Negativan
Slabo ili umjereno potpuno Negativan Nesiguran, potrebno dodatno

bazolateralno ili lateralni
membransko bojenje u >10,
ali <50% stanica

Slabo ili umjereno potpuno
bazolateralno ili lateralni
membransko bojenje u >50%
stanica
Jako potpuno bazolateralno ili
lateralni membransko bojenje
u >10, ali <50% stanica
Jako potpuno bazolateralno ili
lateralni membransko bojenje
u >50% stanica

Nesiguran, potrebno dodatno
testiranje

Nesiguran, potrebno dodatno
testiranje

Pozitivan

testiranje

Nesiguran, potrebno dodatno
testiranje

Pozitivan

Pozitivan

U svakodnevnom klini¢kom radu prema ASCO/CAP (engl. American Society of Clinical

Oncology/College of American Pathologists) smjernicama preporuca se oCitavanje HER2 statusa

na osnovu intenziteta membranskog obojenja i1 postotka obojenih stanica, pri ¢emu se u obzir

uzima cirkumferencijalno i1 bazolateralno/lateralno obojenje membrane tumorskih stanica.

Izostanak membranskog obojenja ili obojenje prisutno u <10% tumorskih stanica (score 0), te

blago obojenje prisutno u >10% tumorskih stanica (score 1+) smatraju su negativnim. Jako

obojenje prisutno u >10% tumorskih stanica smatra se pozitivnim (score 3+), dok se slabo do

umjereno obojenje u >10% tumorskih stanica (score 2+) smatra neodredenim te je potrebno

dodatno testiranje nekom od metoda in situ hibridizacije.
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Dok anti-HER2 monklonska antitijela predstavljaju standardnu terapiju u bolesnika s
HER?2 pozitivnim karcinomima dojke, jednjaka i Zeluca, uloga takve terapije u bolesnika s HER2
pozitivnim kolorektalnim karcinomom jo$ uvijek se istrazuje, ali pokazuje obecavajucée rezultate

(35).
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2. CILJEVI ISTRAZIVANJA



2.1. Ciljevi istrazivanja

Osnovni ciljevi ovog istrazivanja bili su utvrditi razinu izrazaja HER2 receptora u
kolorektalnim karcinomima te utvrditi povezanost izrazaja HER2 receptora sa klini¢ko-patoloSkim

karakteristikama tumora.
2.2. Hipoteze

1. Ocekuje se da ¢e izrazaj HER2 receptora u kolorektalnim karcinomima biti <5%.

2. Ocekuje se da ¢e pozitivan HER2 status korelirati s loSijim klini¢ko-patoloskim
karakteristikama tumora.
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3. ISPITANICI I METODE



3.1. Ispitanici

U istrazivanje su ukljuceni bolesnici s kolorektalnim karcinomom za koje je u razdoblju
od 1. sije¢nja 2019. godine do 31. prosinca 2022. godine u Klinickom zavodu za patologiju, sudsku
medicinu 1 citologiju Klinickog bolni¢kog centra (KBC) Split imunohistokemijski odreden HER2
status.

Pretrazivanjem patohistoloskih izvijeS¢a prema Sifri dijagnoze C18 za karcinom debelog
crijeva izdvojeno je 144 bolesnika kod kojih je na zahtijev onkologa dodatno imunohistokemijski
odreden HER?2 status.

Uvidom u medicinsku dokumentaciju dobiveni su ostali klinicko-patoloski podaci (dob,
spol, lokalizacija tumora, veli€ina tumora, histoloSki tip, histoloski gradus, limfokapilarna
invazija, ekstamuralna vaskularna invazija, tumorsko pupanje, perineuralna invazija, postojanje

tumorskih depozita, status limfnih ¢vorova, klinicki stadij bolesti).
3.2. Mjesto studije

Istrazivanje je provedeno u Zavodu za patologiju, citologiju i sudsku medicinu, KBC-a

Split.
3.3. Organizacija studije

Istrazivanje je po organizaciji retrospektivno, a prema nacinu dobivanja podataka

opservacijsko.

3.3. Imunohistokemijske analize

Imunohistokemijske analize napravljene su u Laboratoriju za imunohistokemiju Klinickog
zavoda za patologiju, sudsku medicinu i citologiju KBC-a Split. Uzorci tumora za analizu dobiveni
su 3-5um rezovima parafinskih blokova. U stroju Ventana Ultrabenchmark GX (Ventana, Tuscon,
Arizona) obavljen je standardni predanaliticki postupak deparafiniranja, rehidracije, otkrivanja
antigenskih epitopa, blokade aktivnosti endogene peroksidaze i1 analiticki postupak
imunohistokemijskog bojenja primjenom primarnog monoklonalnog protutijela Ventana anti-
HER-2/neu (4B5).

HER?2 status ocitavan je na osnovu intenziteta membranskog obojenja i postotka obojenih

stanica, pri ¢emu je u obzir uzeto cirkumferenijalno i bazolateralno/lateralno obojenje membrane
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tumorskih stanica. Izostanak membranskog obojenja ili obojenje prisutno u <10% tumorskih
stanica (score 0), te blago obojenje prisutno u >10% tumorskih stanica (score 1+) smatrani su
negativnim. Jako obojenje prisutno u >10% tumorskih stanica smatrano je pozitivnim (score 3+),
dok je slabo do umjereno obojenje u >10% tumorskih stanica (score 2+) smatrano neodredenim te
jeupuceno na dodatno testiranje metodom dvostruke srebrene in situ hibridizacije (engl. dual color

silver in situ hibridisation - SISH) prema ASCO/CAP smjernicama.

3.5. Statisticki postupci

Prikupljeni podatci uneseni su u programske pakete Microsoft Office za obradbu teksta te
Microsoft Excel za izradbu tabli¢nog prikaza. Pri statistickoj obradi podataka koristen je program
MedCalc Statistical Software, Version 19.1.2 (MedCalc Software, Ostend, Belgium; medcalc.org;
2019, RRID:SCR _015044). Kvantitativni podatci opisani su medijanom i interkvartilnim
rasponom, dok su kategorijski izraZene apsolutnim brojevima i postotcima. Za usporedbu podataka
izmedu istrazivanih skupina koristen je Hi-kvadrat test. Zaklju€ivanje o statistickim hipotezama

provedeno je na razini znacajnosti P<0,05.

3.4. Eticka nacela

Eticko povjerenstvo KBC-a Split odobrilo je istrazivanje rjeSenjem br. 2181-
147/01/06/LJ.Z.-23-02, klasa: 500-03/23-01/16 na dan 27. sije¢nja 2023. godine. Plan istraZivanja
uskladen je s odredbama o zaStiti prava i1 osobnih podataka ispitanika iz Zakona o zaStiti prava
bolesnika (NN169/04, 37/08), Zakona o provedbi Opce uredbe o zastiti podataka (NN 42/18), te
odredbama Kodeksa lije¢nicke etike 1 deontologije (NN55/08, 139/15) 1 pravilima Helsinske
deklaracije (1964. — 2013.) na koje upucuje Kodeks.
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4. REZULTATI



Istrazivanjem su obuhvaéena 144 bolesnika s kolorektalnim karcinomom za koje je u
razdoblju od 1. sijecnja 2019. godine do 31. prosinca 2022. godine u Klinickom zavodu za

patologiju, sudsku medicinu i citologiju KBC-a Split imunohistokemijski odreden HER2 status.

Prema histoloSkom tipu kod sva 144 (100%) bolesnika radilo se o adenokarcinomu,
medijan veli¢ine tumora iznosio je 4 cm (raspon 1-16 cm), a medijan zivotne dobi ispitanika

iznosio je 67 godina (raspon 32-83 godine).

Medu ispitanicima je bilo 87 (60,4%) muskaraca 1 57 (39,6%) Zena (Slika 4). MuSkaraca

je statisticki bilo znacajno vise u odnosu na zene (P=0,015).

B Muskarci ® Zene

Slika 4. Raspodjela ispitanika po spolu
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Prema lokalizaciji, ascendens je bio zahvaéen u 36 (26,7%), transverzum u 10 (7,4%),
descendens u 13 (9,6%), sigma u 42 (31,1%) i rektum u 34 (25,2%) ispitanika (Slika 5). Sigmoidni

kolon bio je statisticki znacajno najcescéa lokalizacija tumora (P<0,0001).

m Ascendens = Transverzum = Descendens Sigma = Rektum

Slika 5. Raspodjela tumora po lokalizaciji

Od 144 tumora, 114 (82,6%) je bilo niskog, a 24 (17,4%) visokog histoloskog gradusa

(Slika 6), te je zabiljezena statisticki znacajna razlika u histoloskom gradusu (P<0,0001).

= Niski = Visoki

Slika 6. Raspodjela tumora po histoloSkom gradusu
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Nisko tumorsko pupanje zabiljezeno je u 21 (31,8%), intermedijarno u 23 (33,8%), a
visoko u 22 (33,3%) ispitanika (Slika 7). Nije bilo statisticki zna€ajne razlike u pupanju tumora
(P=0,9556).

m Nisko = Intermedijarno = Visoko

Slika 7. Raspodjela tumora prema stupnju pupanja

Infiltrativan nacin rasta zabiljeZen je u 79 (86,8%) tumora, a ekspanzivan u 12 (13,2%)

(Slika 8). Ve¢ina tumora imala je infiltrativan nacin rasta Sto je bilo statisticki znacajno

(P<0,0001).

m |nfiltrativan = Ekspanzivan

Slika 8. Raspodjela tumora prema nacinu rasta
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Limfokapilarna invazija bila je prisutna kod 88 (62%), a odsutna kod 54 (38%) tumora
(Slika 9). Vecina tumora je imala limfokapilarnu invaziju Sto je bilo statistiCki znacajno

(P=0,0056).

m Da = Ne

Slika 9. Prisutnost limfokapilarne invazije

Vaskularna ekstramuralna invazija bila je prisutna kod 62 (45,6%), a odsutna kod 74
(54,4%) tumora (Slika 10). Nije postojala statisticki znacajna razlika u prisutnosti vaskularne

ekstramuralne invazije (P=0,3456).

mDa = Ne

Slika 10. Prisutnost vaskularne ekstramuralne invazije
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Perineuralna invazija bila je prisutna kod 55 (40,1%), a odsutna kod 82 (59,9%) tumora

(Slika 11). Nije bilo statisti¢ki znacajne razlike u prisutnosti perineuralne invazije (P=0,0263).

m Da = Ne

Slika 11. Prisutnost perineuralne invazije

Limfni ¢vorovi nisu bili zahvaéeni karcinomom u 50 (35%) ispitanika. U 44 (30,8%)
ispitanika karcinomom je bilo zahva¢eno <3 limfnih ¢vorova, dok je u 49 (34,3%) bilo zahvaceno
>3 limfnih ¢vorova (Slika 12). Nije postojala statisticki znacajna razlika u zahvaéenosti limfnih

¢vorova (P=0,8051).

® Nema =<3 =>3

Slika 12. Zahvac¢anje limfnih ¢vorova
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Tumorski depoziti bili su prisutni kod 59 (50,1%), a odsutni kod 50 (45,9%) ispitanika

(Slika 13). Nije postojala statisti¢ki znacajna razlika u prisutnosti tumorskih depozita (P=0,4435).

m Da = Ne

Slika 13. Prisutnost tumorskih depozita

Prema podjeli tumora po TNM stadiju najveci udio tumora ¢inili su tumori stadija I11B,

njih 50 (35%), dok su tumori stadija IIIC bili idu¢i po zastupljenosti s 26 (18,2%), §to je bilo
statisticki znacajno (P<0,0001). Slijede tumori stadija: ITA — 20 (14%), IVA — 15 (10,5%), IVB —

10 (7%), IIB — 6 (4,2%), 1IC — 4 (2,8%) (Slika 14).

10,8% 8.2,7%

Al

26, 22%

6, 5%
/_

4,3%

50, 42%

w||[A =[IB =[IC 1B = IIC =IVA =IVB

Slika 14. Raspodjela tumora po TNM stadiju
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Vecina tumora je bila HER2 negativna sa zastupljenos¢u od 140 (97,2%). HER2 pozitivnih
je bilo 4 (2,8%) (Slika 15). Postojala je statisticki znacajna razlika u HER2 statusu (£<0,0001).

4;3%

= Negativan = Pozitivan

Slika 15. Raspodjela tumora prema HER2 statusu
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Tablica 4. Klinicki podatci 1 rezultati molekularnih analiza za kolorektalne karcinome s

pozitivnim HER statusom

Bolesnik Lokalizacija L W Sijelo KRAS NRAS/BRAF "BI
stadij metastaze status
Transverzalni
1. kolon T3NIM1b  Pluca, jetra  Mutiran Divlji tip MSS
Pluca, jetra,
2. Rektum  T4aNIcMla "2d0ubreZna p oo Divitip MSS
zlijezda
Transverzalni
3. kolon T3N1bMla Pluca Divlji tip Divlji tip MSS
Sigmoidni
4. kolon T4bN1cMlc Peritoneum  Divlji tip Divlji tip MSS

TNM — engl. tumor, node, metastasis; KRAS — engl. Kirsten rat sarcoma viral oncogene; NRAS
— engl. neuroblastoma rat sarcoma viral oncogene; BRAF — engl. B-Raf oncogene; MSI —
mikrosatelitna nestabilnost (engl. microsatellite instability); MSS — mikrosatelitna stabilnost

(engl. microsatellite stability)

U tablici 4. prikazane su klinicke 1 molekularne znacajke ispitanika s HER2 pozitivnim
kolorektalnim karcinomom. U dva od ukupno cetiri (50%) bolesnika tumor je bio lokaliziran u
transverzalnom kolonu, a u preostala dva (50%) tumor je bio lokaliziran u distalnom kolonu
(rektum 1 sigmoidni kolon). Svi bolesnici dijagnosticirani su u IV. stadiju bolesti. Kod tri od
ukupno Cetiri bolesnika (75%), dijagnosticirane su metastaze u plu¢ima, od kojih su kod dva
metastaze istodobno bile prisutne i u jetri, a kod jednog i u nadbubreznoj zlijezdi. U jednog od
bolesnika (25%) tumor je metastazirao po peritoneumu. Samo u jednog od bolesnika s HER2
pozitivnim kolorektalnim karcinomom (25%) detektirana je mutacija KRAS gena, dok je u
preostalih bolesnika (75%) KRAS bio divlji tip. Svi su imali NRAS/BRAF divlji tip. Svi tumori

su bili mikrosatelitski stabilni.
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5. RASPRAVA



Kolorektalni karcinom jedan je od naj¢esc¢e dijagnosticiranih zlo¢udnih tumora te jedan od
vodecih uzroka smrti od malignoma u zapadnom svijetu (37). Medijan zivotne dobi prilikom
dijagnoze u razvijenim zemljama iznosi 70 godina, s ¢im se podudara medijan zivotne
dobi ispitanika u naSem istrazivanju koji je iznosio 67 godina (38). U populaciji ispitanika koji
su obuhvaceni ovim istrazivanjem bilo je neSto viSe muskaraca u odnosu na Zene (60 % vs.
40 %) sto je u skladu sa podacima Svjetske zdravstvene organizacije za 2020.godinu, prema
kojima je postotak novodijagnosticiranih osoba muskog spola na svjetskoj razini iznosio 54,9%, a

osoba zenskog spola 45,1% (39).

Adenokarcinom je najces¢i histoloski tip i ¢ini vise od 95% svih kolorektalnih tumora, dok
preostale tumore ¢ine karcinoid, lejomiosarkom, limfom i gastointestinalni stromalni tumor
(GIST) (40). U ovo istrazivanje ukljuceni su bolesnici s kolorektalnim adenokarcinomom za koje
je na zahtjev onkologa na Zavodu za patologiju, sudsku medicinu i citologiju u razdoblju od
1. sijecnja 2019. godine do 31. prosinca 2022. godine imunohistokemijski odreden HER2 status.
Medijan veli¢ine tumora iznosio je 4 cm. U istrazivanju Saha i sur. provedenom na uzorku od
300 386 ispitanika, medijan veli¢ine tumora takoder je iznosio 4 cm, §to je u skladu s podacima
dobivenima u naSem istrazivanju (41). Prema literaturi, najcesca lokalizacija kolorektalnog
karcinoma je sigmoidni kolon (42, 43). Nasi rezultati to potvrduju jer je u najvise ispitanika
(31,1%) tumor bio lokaliziran u tome podrucju. Vec¢ina ispitanika, odnosno njih 76 (53,2%),

dijagnosticirana je u IIl. stadiju bolesti, Sto takoder odgovara podacima iz drugih studija (44, 45).

Unato€ napretku kirurSkih tehnika i kemoterapijskih protokola, kolorektalni karcinom i
dalje predstavlja veliki javno zdravstveni problem (46). Bolje razumijevanje biologije tumora i
prepoznavanje onkogenih pokretaca doveli su do razvoja novih terapijskih ciljeva (47). Stoga je
identifikacija bioloskih markera za ciljanu terapiju i dalje visoki prioritet u lije¢enju bolesnika s
kolorektalnim karcinomom, a jedan od njih je prekomjerena ekspresija HER2 proteina
(48). HER2 receptor uklju¢en je u procese proliferacije, adhezije, migracije 1 diferencijacije
tumorskih stanica (49), ali njegov klini¢ko-patoloski znacaj u kolorektalnom karcinomu nije u
potpunosti razjasnjen. Rezultati dostupnih studija koje su proucavale njegov izrazaj i znacaj u
kolorektalnim karcinomima su neujednaceni te se udio HER2 pozitivnih bolesnika znacajno
razlikuje u pojedinim istrazivanjima (50). Ove varijacije mogu se pripisati tome $to za procjenu

HER?2 statusa u kolorektalnom karcinomu jos uvijek ne postoje standardizirane smjernice, te su se
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naj¢eS¢e primjenjivali dijagnosticki kriteriji koji se koriste za odredivanje HER2 statusa u
karcinomima dojke i zeludca, a studije su se razlikovale 1 po veli¢ini uzorka te rasnoj pripadnosti

(51,52).

Prema novijim studijama, HER2 pozitivnost prisutna je u 2-3% kolorektalnih karcinoma
(53), sto je u skladu s podacima dobivenima u naSem istrazivanju gdje je 2,8% tumora imalo HER2

pozitivan status.

Najve¢i dio HER2 pozitivnih tumora ¢ine RAS/BRAF divlji tipovi. Medu RAS/BRAF
divljim tipovima 6-8% tumora ima HER2 amplifikaciju, dok je u skupini tumora s mutacijom
RAS/BRAF gena nalazi u manje od 2% slu€ajeva (55). Isto se navodi 1 u studiji Wua 1 sur. gdje
su HER2 pozitivni tumori rjede su imali mutacije RAS/BRAF gena u usporedbi s HER2
negativnim tumorima (19,5% naspram 52,1%) (56). U naSem istraZivanju sva Cetiri bolesnika s
HER2 pozitivnim kolorektalnim karcinomom imali su divlji tip NRAS/BRAF, §to je u skladu sa

prethodno navedenim istraZivanjima.

U studiji Rossa i sur. uoc¢eno je da su alteracije KRAS gena znacajno manje izrazene u
HER2 pozitivnim kolorektalnim karcinomima. Mutacije KRAS gena bile su prisutne u 27,3%
kolorektalnih karcinoma s amplifikacijom HER2 gena, dok su u onih bez HER2 amplifikacije bile
prisutne u 51,8% slucajeva (57). To je sukladno rezultatima dobivenima u naSem istraZivanju, gdje
je mutacija KRAS gena dokazana u samo jednog (25%) od ukupno 4 bolesnika s HER2

amplifikacijom.

Podaci su opre¢ni u razli¢itim studijama po pitanju povezanosti HER2 statusa s
mikrosatelitnom nestabilnos¢u. U studiji Yoshina i sur. provedenoj na uzorku od 86 ispitanika s
HER?2 pozitivnim kolorektalnim karcinomom, ve¢ina (80,2%) je bila mikrosatelitski stabilna (58).
Prema rezultatima studije Loreeja i sur. iz 2018. godine, HER2-aktiviraju¢e mutacije veZu se uz
mikrosatelitski nestabilne tumore, pri cemu omjer vjerojatnosti iznosi 5,98 (59). Studija Saygina i
sur. iz 2022. godine nije uocila znac¢ajnu povezanost izmedu mikrosatelitske nestabilnosti 1 HER2
statusa (60). U naSem istrazivanju svi HER2 pozitivni kolorektalni karcinomi bili su

mikrosatelitski stabilni.

Utvrdeno je da proksimalni i distalni kolon imaju razli¢ito embriolosko podrijetlo te se

stoga tumori koji nastaju u desnom i lijevom dijelu kolona razlikuju prema molekularnim i
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klinickim znacajkama, prema prognozi kao i prema odgovoru na razli¢ite terapijske protokole.
Distalni kolorektalni karcinomi ¢eS¢e su HER2 pozitivni u odnosu na one smjestene proksimalno
(61). Studija Sartore-Bianchija i sur. utvrdila je da desnostrani metastatski kolorektalni karcinomi
imaju 50% manje Sanse da budu HER2 pozitivni u odnosu na lijevostrane (62). U nasem
istrazivanju u 2 od ukupno 4 bolesnika (50%) s HER2 pozitivnim tumorom lokalizacija tumora
bila je transverzalni kolon, a u preostala 2 (50%) tumor je bio smjesten u distalnom kolonu (sigma
i rektum), Sto je u skladu sa prethodnim istrazivanjima. U studiji Seo 1 sur. provedenoj na uzorku
od 539 bolesnika, HER2 amplifikacija najceSce je detektirana kod tumora smjestenih rektalno gdje

je njezina ucestalost iznosila 7,8% (52).

Prema literaturi, HER2 pozitivni tumori vezuju se uz veci broj metastaza, osobito u pluca.
Zabiljezena je 1 veca sklonost metastaziranja u srediSnji zivcani sustav (63). U studiji Tana 1
sur. kod 20% ispitanika s HER2 pozitivnim kolorektalnim karcinomom metastaze su bile
lokaliziraneu  srediSnjem  zivéanom sustavu (64),a moguce objasnjenje za visoku
pojavnost metastaza HER2 pozitivnih tumora u srediSnjem zivéanom sustavu je slaba sposobnost
prolaska visoko molekularnih anti-HER2 lijekova kroz krvno-moZzdanu barijeru ¢ime srediSnji
ziv€ani sustav postaje utoCiSte za HER2 pozitivne tumorske stanice (65). U naSoj studiji kod
jednog od HER2 pozitivnih bolesnika metastaze su detektirane na peritoneumu, kod jednog samo
u plu¢ima, a preostala dva bolesnika istodobno su imala metastaze i u plu¢ima i u jetri. Kod HER2

pozitivnih bolesnika u nasoj studiji nisu zabiljeZene metastaze u srediSnjem ziv€anom sustavu.

Iako je prognosticka uloga HER2 amplifikacije u kolorektalnom karcinomu jo§ uvijek
nedovoljno razjasnjena, njezina prediktivna uloga u odredivanju rezistencije na anti-EGFR
terapiju mnogo je jasnija (66). Anti-EGRF lijekovi koriste se u lije€enju bolesnika s metastatskim
kolorektalnim karcinomom koji imaju RAS/BRAF divlji tip. Medutim, poznavanje HER2 statusa
moze utjecati na odluku o lijeCenju. Dokazano je da prisutnost HER2 amplifikacije smanjuje
klini¢ku uc¢inkovitost anti-EGFR lijekova (55). Perzistentna aktivacija nizvodnih puteva, pogotovo
ERK1/2, potaknuta HER2 amplifikacijom jedan je od glavnih mehanizama rezistencije na anti-
EGFR lijekove. Novije studije ukazuju su da anti-EGFR lijekovi pokazuju vecu djelotvornost u
bolesnika s lijevostranim kolorektanim karcinomom (67). Bolja selekcija bolesnika pogodnih za
anti-EGFR terapiju mogla bi se posti¢i odredivanjem HER2 statusa, pogotovo uzimajuci u obzir

da su lijevostrani kolorektalni karcinomi ¢eS¢e HER2 pozitivni. Osim toga, kod HER2 pozitivnih
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tumora mogucéa je primjenu lijekova koji blokiraju HER2 receptor (55). Trastuzumab je
rekombinantno humanizirano monoklonsko protutijelo koje se veze za izvanstanicnu domenu
HER2/neu, adokazan je znacajan klini¢ki uc€inak u lijecenju bolesnika s karcinomom dojke 1
zeludca (68, 69). Smatra se da bi HER2 blokada mogla biti korisna terapijska strategija 1 kod
drugih vrsta zlo¢udnih tumora, kao S$to je kolorektalni karcinom. Studije HERACLES i
MyPathway koje su ispitivale u¢inak anti-HER?2 lijekova u kolorektalnom karcinomu, pokazale su
zadovoljavajuce rezultate (70). U HERACLES studiji od 683 ispitanika s divljim tipom KRAS
gena 5,3% bilo je HER2 pozitivno. Grupa od 27 HER2 pozitivnih bolesnika lijecila se
kombinacijom trastuzumaba 1 lapatiniba, pri ¢emu je objektivna stopa odgovora iznosila 32%,
a medijan prezivljenja bez progresije bolesti je bio 5.5 mjeseci (71). U MyPathway studiji u grupi
od 57 ispitnika s HER2 pozitivnim kolorektalnim karcinomom koji su se lije€ili kombinacijom
trastuzumaba i pertuzumaba objektivna stopa odgovora iznosila je 38%, a medijan prezivljenja bez
progresije bolesti 5.6 mjeseci (72). Medutim, potrebni su podaci iz ve¢ih klini¢kih ispitivanja prije
nego Sto se terapija usmjerena na HER2 ukljuéi u standardne terapijske protokole za kolorektalni

karcinom.

Prema Hurwitzu, odredivanje HER?2 statusa preporuca se svim bolesnicima s metastatskim
kolorektalnim karcinomom, osobito kod tumora s RAS/BRAF divljim tipom te u onih kojima je

bolest progredirala uz raniju terapiju (70).

Odredivanje HER2 statusa omogucuje predvidanje slabijeg odgovora na anti-EGFR
terapiju u metastatskom kolorektalnom karcinomu i identifikaciju bolesnika koji mogu imati
koristi od anti-HER?2 terapije. Rano otkrivanje HER?2 statusa olakSava klini¢arima odabir najboljih
terapijskih opcija te upucivanje takvih bolesnika u dostupne klini¢ke studije. Unato¢ tome §to je
HER2 amplifikacija prisutna u samo oko 5% svih metastatskih kolorektalnih karcinoma,
odredivanje HER2 statusa korisno je jer su anti-HER?2 lijekovi pokazali visoku uc¢inkovitost 1

zadovoljavajuci sigurnosni profil u bolesnika s kemorefraktornom boles¢u.

Ogranicenje nase studije je retrospektivni dizajn te Cinjenica da je zbog niskog udjela
HER2 pozitivnih kolorektalnih karcinoma u studiji zastupljen mali broj bolesnika s HER2

pozitivnim statusom kod kojih su se mogle analizirati dodatne klinicke i molekularne znacajke.

Trenutno je u tijeku veci broj klinic¢kih studija sa razli¢itim HER2-ciljaju¢im lijekovima
koje za sada pokazuju obecavajuce rezultate. Ove studije mogle bi pomo¢i u boljem definiranju
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uloge anti-HER2 terapije te postaviti nove izvedive opcije u lijecenju metastatskog kolorektalnog

karcinoma.
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6. ZAKLJUCCI



Unatoc tome $to je HER2 pozitivnost prisutna u <5% slucajeva, odredivanje HER2 statusa
preporucuje se za sve bolesnike s metastatskim kolorektalnim karcinomom, osobito kod tumora s
RAS/BRAF divljim tipom te u onih kojima je bolest progredirala uz raniju terapiju. Rana
identifikacija ovih bolesnika omogucuje odabir prikladnih terapijskih opcija i identifikaciju
bolesnika koji mogu imati koristi od anti-HER2 terapije. Trenutno je u tijeku veci broj klinickih
studija s razlic¢itim HER2- ciljaju¢im lijekovima koje za sada pokazuju obecavajuce rezultate. Ove
studije mogle bi pomo¢i u boljem definiranju uloge anti-HER?2 terapije te postaviti nove izvedive

opcije u lijeCenju metastatskog kolorektalnog karcinoma.
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8. SAZETAK



Ciljevi: Osnovni ciljevi ovog istrazivanja bili su utvrditi razinu izrazaja HER2 receptora u
kolorektalnim karcinomima te utvrditi povezanost izrazaja HER2 receptora sa klini¢ko-patoloSkim

karakteristikama tumora.

Materijali i metode: U istrazivanje je uklju¢eno 144 bolesnika s kolorektalnim karcinomom za
koje je u razdoblju od 1. sije€nja 2019. godine do 31. prosinca 2022. godine na Klinickom zavodu
za patologiju, sudsku medicinu i citologiju KBC-a Split imunohistokemijski odreden HER2 status.
Uvidom u medicinsku dokumentaciju dobiveni su ostali klinicko-patoloski podaci (dob, spol,
lokalizacija tumora, veli¢ina tumora, histoloski tip, histoloSki gradus, limfokapilarna invazija,
ekstamuralna vaskularna invazija, tumorsko pupanje, perineuralna invazija, postojanje tumorskih
depozita, status limfnih ¢vorova, klinicki stadij bolesti). Za usporedbu ispitivanih varijabli koriSten

je x2-test.

Rezultati: Medijan Zivotne dobi ispitanika iznosio je 67 godina (raspon 32-83 godine). Muskaraca
je statisticki bilo znacajno vise u odnosu na zene (P=0,015). Sigmoidni kolon je bio statisticki
znacajno najcesca lokalizacija tumora (P£<0,0001). NajviSe tumora je bilo dijagnosticirano u I1IB
ili IIIC TNM stadiju bolesti $to je bilo statisticki znacajno (P<0,0001). Postojala je statisticki
znacajna razlika u HER2 statusu (P<0,0001), ve¢ina tumora, njih 140 (97,2%) je bila HER2
negativna, a HER2 pozitivnih je bilo 4 (2,8%). U dva HER2 pozitivna bolesnika tumor je bio
lokaliziran u transverzalnom kolonu, dok je u preostala dva tumor bio lokaliziran u distalnom
kolonu. Svi su bili dijagnosticirani u IV. stadiju bolesti, a najéesée sijelo metastaza bila su pluca
(75%). Kod jednog bolesnika (25%) s HER2 pozitivnim kolorektalnim karcinomom su detektirane
mutacije KRAS gena, dok je kod preostalih bolesnika (75%) KRAS bio divlji tip. Svi bolesnici su
imali NRAS/BRAF divlji tip tumora 1 bili su mikrosatelitski stabilni.

Zakljucci: Unato¢ tome Sto je HER2 pozitivnost prisutna u <5% slucajeva, odredivanje HER2
statusa preporucuje se za sve bolesnike s metastatskim kolorektalnim karcinomom, osobito kod
tumora s RAS/BRAF divljim tipom te u onih kojima je bolest progredirala uz raniju terapiju. Rana
identifikacija ovih bolesnika omogucéuje odabir prikladnih terapijskih opcija i identifikaciju
bolesnika koji mogu imati koristi od anti-HER?2 terapije. Trenutno je u tijeku veci broj klini¢kih

studija s razli¢itim HER2- ciljaju¢im lijekovima koje za sada pokazuju obecavajuce rezultate.
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9. SUMMARY



Diploma thesis title: Immunohistochemical analysis of HER2 status in colorectal cancer — a

retrospective four-year study.

Objectives: The main aim of this study was to establish immunohistochemical expression of

HER?2 in colorectal cancer and to identify relations with other clinicopathological characteristics.

Patients and methods: The study included 144 patients diagnosed with colorectal cancer for
whom HER2 status was immunohistochemically determined at the Clinical Department of
Pathology, Forensic Medicine and Cytology of the University Hospital of Split from January 1,
2019 to December 31, 2022. Other clinicopathological data (age, gender, tumor localization, tumor
size, histological type, histological grade, lymphovascular invasion, extramural vascular invasion,
tumor budding, perineural invasion, tumor deposits, lymph node status, clinical stage) were
obtained by reviewing the medical documentation. For comparison of the examined variables y2-

test was used.

Results: The median age of the participants was 67 years (range 32-83 years). There was a
statistically significant higher propotrion of males compared to females (P=0.015). The most
common tumor localization was the sigmoid colon, which was statistically significant (P<0,0001).
The majority of patients were in TMM stage IIIB and IIIC, which was statistically significant.
There was a statistically significant difference in HER2 status (P<0.0001), with the majority of
tumors, 140 (97.2%) being HER2 negative, and 4 (2.8%) being HER2 positive. In two HER2
positive patients, the tumor was localized in the transverse colon, while in the remaining two, the
tumor was localized in the distal colon. All patients were diagnosed at stage IV of the disease, and
the lung was the most common metastatic site. In one patient (25%) with HER2 positive colorectal
cancer KRAS gene mutations were detected, while the remaining patients (75%) had wild-type

KRAS. All patients had wild-type NRAS/BRAF tumors and were microsatellite stable.

Conclusions: Despite HER2 positivity being present in less than 5% of cases, HER2 testing is
recommended for all patients with metastatic colorectal cancer, particulary those whose disease
has progressed on prior therapy and those who have tumors with RAS/BRAF wild-type. Early
identification of these patients enables the selection of appropriate therapeutic options and
identification of patients who may benefit from anti-HER-targeted therapy. Few trials on HER2-

targeted therapies in colorectal cancer are currently in process and have shown promising results.

50



10. ZIVOTOPIS
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