Mutacija gena KRAS i NRAS u desnostranom i
lijevostranom karcinomu debelog crijeva pacijenata
lijecenih u KBC Split od 2014. do 2017. godine

Babié¢, Marija

Master's thesis / Diplomski rad
2017

Degree Grantor / Ustanova koja je dodijelila akademski / strucni stupanj: University of
Split, School of Medicine / SveuciliSte u Splitu, Medicinski fakultet

Permanent link / Trajna poveznica: https://um.nsk.hr/urn:nbn:hr:171:509814

Rights / Prava: In copyright /Zasticeno autorskim pravom.

Download date / Datum preuzimanja: 2024-05-10

SVEUCILISTE U SPLITU Repository / Repozitorij:
MEDICINSKI FAKULTET
UNIVERSITAS STUDIOURUM SPALATENSIS .

\ FACULTAS MEDICA MEFST Repository

AN

zir.nsk.hr

é UNIVERSITY OF SPLIT i i O i ;O r

DIGITALNI AKADEMSKI ARHIVI I REPOZITORILII



https://urn.nsk.hr/urn:nbn:hr:171:509814
http://rightsstatements.org/vocab/InC/1.0/
http://rightsstatements.org/vocab/InC/1.0/
https://repozitorij.mefst.unist.hr
https://zir.nsk.hr/islandora/object/mefst:410
https://repozitorij.svkst.unist.hr/islandora/object/mefst:410
https://dabar.srce.hr/islandora/object/mefst:410

SVEUCILISTE U SPLITU

MEDICINSKI FAKULTET

Marija Babi¢

MUTACIJA GENA KRAS I NRAS U DESNOSTRANOM I LIJEVOSTRANOM
KARCINOMU DEBELOG CRIJEVA PACIJENATA LIJECENIH U KBC SPLIT OD
2014. DO 2017. GODINE

Diplomski rad

Akademska godina 2016./2017.

Mentor:

izv.prof.dr.sc. Katarina Vilovi¢, dr.med.

Split, srpanj 2017.



SVEUCILISTE U SPLITU

MEDICINSKI FAKULTET

Marija Babi¢

MUTACIJA GENA KRAS I NRAS U DESNOSTRANOM I LIJEVOSTRANOM
KARCINOMU DEBELOG CRIJEVA PACIJENATA LIJECENIH U KBC SPLIT OD
2014. DO 2017. GODINE

Diplomski rad

Akademska godina 2016./2017.

Mentor:

izv.prof.dr.sc. Katarina Vilovi¢, dr.med.

Split, srpanj 2017.



SADRZAJ

1. UVOD ..ttt ettt et ettt e s e te e e e este bt enteeneenseensennean 1
1.1. Anatomija debelo@ CIIJE@VA......cccuiiiiiiieiiiieciiee ettt et e et e e ae e e saaeeenaeeenseeenneas 2
1.2, KAICIMOM 1.ttt ettt ettt ettt et e st sbe et eat e s bt ebeeanenees 4

1.2.1 EPIdemiolO@ija.....cccveeruiieiieniieeiieeiie ettt ettt ettt e e te et eete e seesabeensaesnseeseesnbeensaeas 4
| 1 o 4 | USROS 4
1.2.3 KHNICKA SIKA ..ottt 5
1.2.4 HiStOlOSKA SIKA ....c.viiiiiieiieiiiciiee et ettt et 6
1.2.5 PatohistolosSka KIasifiKacija.........cccueeruieriieiiienieeiieie et 7
L.2.6 PIOVEINCT]A..c..uiiieiiieeiieeeiie ettt etee et e ettt e et e e e sat e e eseeesstaeesssaeessseeesssaeensseeesseennns 10
1.2.7 DiANOSHIKA ...cceeiieeiiieciie ettt e et e e et e e st e e s taeessaaeessaaeesaeeenaeeenns 11
1.2.8 Terapijski POStUPAK .......cevuiiiiiiiieeiiee ettt e 12
1.2.9 PrognostiCki CIMDENICT ..c..eeviiiiiiieiieiie ettt 13
1.3. Mutacija gena KRAS 1 NRAS ...ttt e 15

2. CILI ISTRAZIVANIA ......ooimiiioeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 16

3. MATERIJALI I METODE ......cccooiiiiiiiee ettt 18
3L ISPILANICT c.uvieiiieiiieeiie ettt ettt et et e e et e et e e staeenbe e st e enbeesaeenbeenseeenbeeneens 19
3.2. Organizacija 1StrAZIVAN]A .......eccveerueerieeiieniieeieesteeteesieeeseessaesseesseessseesssessseesseessseenseens 19
R IR B\ TS 1 B 116 <SSR 19
3.4. Metode prikupljanja i obrade podataka ............cccccueieiiiieiiiiiiieee e 19
3.5. OPIS ISITAZIVANJA .euvvieiiieiieeiieeieeeieeete et estteeteesteeeseesaeesaseensaesnseenseeenseensaesnseeseesnseenseens 19

4. REZULTATLL....cooiiii ettt sttt st ne s 21

5. RASPRAVA ..ottt ettt et ettt ae s 27

6. ZAKLJIUCCK.....oosiiiiiiiieioeeeie sttt 30

7. POPIS CITIRANE LITERATURE ..........ccoccooiiiiiiiieeeeeeeee e 32

8. SAZETAK ...ooiiiieiieeeeee ettt 38

9. SUMMARY ...ttt et ettt e et e st e bt e ntesaeebeeneesseeseeneeeneenseenes 41

10, ZIVOTOPIS ...ttt 43



ZAHVALA

Zahvaljujem se svojoj mentorici, prof.dr.sc. Katarini Vilovi¢, na posveéenom vremenu,
pristupacnosti i strucnim savjetima tijekom pisanja ovog diplomskog rada. Hvala Vam na
nesebicnoj podrsci i savjetima tokom cijelog studija kojima ste me navodili na pravi put.
Posebnu zahvalu upucujem i svojoj obitelji koja mi je pruzila bezuvjetnu potporu tijekom svih
ovih godina.

Na kraju zahvaljujem prijateljici Jeleni Luki¢ na podrsci te pomoci prilikom izrade statistike

za ovaj rad.



1. UVOD



1.1 ANATOMIJA DEBELOG CRIJEVA

Debelo crijevo (lat. intestinum crassum) zapo€inje od ilealnog usca, a proteze se do
analnog otvora. Sastoji se od Cetiri dijela: slijepo crijevo (lat. caecum), obodno crijevo (lat.
colon), ravno crijevo (lat. rectum) 1 analni kanal (lat. canalis analis). Duljina debelog crijeva
je oko 1,6 m. Najduzi dio ¢ini kolon koji ima cetiri dijela koja se nastavljaju jedan na drugi u
obliku luka: uzlazni (lat. colon ascendens), transverzalni (lat. colon transversus), silazni (lat.
colon descendens) 1 sigmoidni (lat. colon sigmoideum) (1).

Slijepo crijevo je pocetni dio debelog crijeva, nalazi se u desnoj bo¢noj udubini.
Prema uzlaznom crijevu zavijen je pod kutom od otprilike 90°. Uloga ilealnog us¢a je da
sprjec¢ava povratak crijevnog sadrzaja iz debelog u tanko crijevo, a nalazi se na ulasku tankog
u debelo crijevo. Na dnu slijepog crijeva nalazi se crvuljak (lat. appendix vermiformis) (1).

Desnom stranom trbusne Supljine od slijepog crijeva do desnog reznja jetre proteze se
uzlazni kolon. UZe je nego slijepo crijevo. Sekundarno je smjesteno retroperitonealno (2).
abdomen od desnog zavoja, flexura coli dextra, do lijevog, flexura coli sinistra gdje se savija
prema dolje i1 prelazi u silazni kolon. S obzirom na to da je pokretljivo, smjestaj
transverzalnog kolona je varijabilan te obi¢no visi do razine pupka. Ipak, kod visokih,
mrSavih ljudi transverzalni kolon moze dosezati zdjelicu. Spleni¢na fleksura, flexura coli
sinistra, obi¢no je smjesStena superiornije, ostrija je i manje mobilna nego desna flexura coli.
Silazni kolon sekundarno zauzima retroperitonealni smjestaj izmedu lijeve fleksure i lijeve
ilijacne udubine, gdje se nastavlja u sigmoidni kolon (2).

Sigmoidni kolon karakterizira petlja S oblika i1 varijabilne duZine. Proteze se od
ilijacne udubine do treceg kriznog kraljeSka (S3), gdje se nastavlja u rektum. Obi¢no ima
dugacki mezenterij, pa je relativno pokretno, osobito u srediSnjem dijelu (1).

Pocetak rektuma nalazi prednjoj strani tre¢ega kriznog kraljeSka. Distalnu granicu €ini
puborektalni prsten koji palpiramo prilikom digitorektalnog pregleda (1).

Ileokoli¢ne arterije (lat. a. ileocolica), desne koli¢ne (lat. a. colica dextra) i srednje
koli¢ne arterije (lat. a. colica media), ogranci gornje mezenteri¢ne arterije (lat. a. mesenterica
superior), krvlju opskrbljuju cekum, ascendentni kolon i proksimalni dio transverzalnog
kolona. Lijeve koli¢ne (lat. a. colica sinistra) i1 sigmoidalne arterije (lat. aa. sigmoideae),
ogranci donje mezentericne arterije (lat. a. mesenterica inferior), opskrbljuju distalni
transverzalni kolon, spleni¢nu fleksuru, descendentni i sigmoidni kolon. Anastomoza izmedu

srednje 1 lijeve koli¢ne arterije zove se Riolanov luk. Od donje mezenteri¢ne artetije odvaja se
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gornja rektalna arterija (lat. a. rectalis superior) koja arterijskom krvlju opskrbljuje gornji dio
rektuma. Srednje (lat. aa. rectales mediae) 1 donje rektalne arterije (lat. aa. rectales
inferiores), ogranci unutrasnje ilijacne arterije (lat. a. iliaca interna), prokrvljuju srednju i
donju tre¢inu rektuma. Sve arterije nedaleko od crijeva medusobno anastomoziraju. Vene
kolona prate odgovarajuce arterije 1 ulijevaju se u venu porte (3). Gornje, srednje i1 donje
rektalne vene (lat. vv. rectales superiores, mediae et inferiores) dreniraju vensku krv iz
rektuma. Nastaju iz unutrasnjeg i vanjskog venskog spleta rektuma (lat. plexus rectales) te
medusobno anastomoziraju. Gornji dio vanjskog venskog spleta se izljeva u gornju rektalnu
venu koja je korijen portalne vene. Srednji i donji dio se izlijeva u srednju i donju rektalnu
venu koje su korijenovi unutrasnje ilijacne i pudendalne vene te pripadaju sistemskoj venskoj
cirkulaciji (1).

Inervacija debelog crijeva je autonomna, simpaticka i1 parasimpaticka. Parasimpatikus
potice , a simpatkus inhibira peristaltiku (1).

U submukozi i subserozi crijevne stijenke nalazi se bogata limfna mreza odakle se
limfa drenira ekstramuralnim putovima u epikoli¢ne, parakoli¢ne, intermedijalne (uz velike
krvne zile) 1 glavne limfne ¢vorove (uz gornju i donju mezentericnu arteriju). Limfa iz kolona
1 gornje dvije treine retuma se drenira u paraaortalne limfne ¢vorove odakle se prazni u
cisternu (lat. cisterna hili). Limfa iz donje tre¢ine rektuma i analnoga kanala moze se drenirati
prema gore u paraaortalne , ali i1 lateralno uz unutraSnje ilijane arterije, prema ingvinalnim
limfnim ¢vorovima (1).

Desni i lijevi segmenti debelog crijeva su razli¢itog embrioloskog podrijetla. Segment
koji se proteze od cekuma do proksimalne dvije tre¢ine poprecnog kolona nastaje iz srednjeg
crijeva koje dobiva krvnu opskrbu od gornje mezenteri¢ne arterije. Segment koji zapocinje od
distalne tre¢ine poprecnog kolona do gornjeg analnog kanala nastaje iz straznjeg crijeva koje
dobiva krvnu opskrbu od donje mezentericne arterije. S obzirom na tu podjelu, desnostrani
karcinomi debelog crijeva su karcinomi cekuma, uzlaznog kolona, desne koli¢ne fleksure i
proksimalne dvije tre¢ine poprecnog kolona, a lijevostrani su karcinomi lijeve kolicne
fleksure, distalne tre¢ine poprecnog kolona, silaznog kolona, sigmoidnog kolona i rektuma (4,

5).



1.2 KARCINOM DEBELOG CRIJEVA

1.2.1 Epidemiologija

Karcinom debelog crijeva jedan je od najceS¢ih tumora na kojeg otpada 9,7% svih
zlo¢udnih bolesti. Treci je po u€estalosti u muskaraca (10% od ukupnog broja), iza raka pluca
i prostate, te drugi u zena (9,2% od ukupnog broja), iza raka dojke. Stopa incidencije
primarnih tumora debelog crijeva u 2012. godini u svijetu bila je 17,2/100 000 stanovnika
(muskarci 20,6/100 000 stanovnika, a zene 14,3/100 000 stanovnika) (6).

Karcinom debelog crijeva ¢ini 90% malignih tumora debelog crijeva, a njegova
ucestalost je u stalnom porastu (7). Najvise karcinoma debelog crijeva se dijagnosticira u dobi
od 65. do 74. godine, dok je smrtnost najvisa u dobi od 75. do 84. godine (8).

Gotovo 55% slucajeva javlja se u razvijenijim podrucjima. Zemljopisna varijacija
pojavljivanja Sirom svijeta je Siroka, a zemljopisni obrasci muskaraca i Zena vrlo su sli¢ni.
NajviSa procijenjena stopa incidencije je u Australiji/Novom Zelandu (ASR, eng. Age
standardised rate 44,8 1 32,2 na 100.000 u muskaraca i Zena), a najmanji u zapadnoj Africi
(4,51 3,8 na 100 000) (9). Ako populacija migrira iz regije s manjim rizikom u onu s ve¢im
(npr. u Europljana koji su nakon II. svjetskog rata emigrirali u Australiju) njezin rizik
oboljenja od tumora debelog crijeva se povecava (10).

U Hrvatskoj su stope incidencije i mortaliteta od tumora debelog crijeva sli¢ne
srednjim vrijednostima razvijenog svijeta i u stalnom su porastu. Broj novih slucajeva prati se
u Registru za rak Republike Hrvatske koji se vodi pri Hrvatskom zavodu za javno zdravstvo.
Broj novodijagnosticiranih u 2014. godini je 21 434 pri ¢emu je odnos musSkaraca naspram
zena 53:47. Drugi je po ucestalosti kod muskaraca (17% svih tumora), iza raka pluéa, i drugi
u zena (12% svih tumora), iza raka dojke. Vecina tumora dijagnosticira se od 70. do 74.

godine (11).

1.2.2 Etiologija

Novija istrazivanja pokazuju da je uzrok nastanka karcinoma debelog crijeva
multifaktorijalan. Karcinom debelog crijeva je rijedak prije Cetrdesete godine zivota.
Incidencija polako raste nakon pedesete godine, sa svakim daljnjim desetljeCem rizik se
povecava, te vrSak incidencije doseze u dobi oko sedamdeset i pet godina (7).

Nacin zivota i vrsta prehrane vazan su rizi¢ni ¢imbenik za nastanak karcinoma debelog
crijeva. Prehrana bogata ukupnim i zasi¢enim masnim kiselinama te povecana energijska

vrijednost hrane, smanjena tjelesna aktivnost i sjedilacki nacin Zivota (12), crveno meso i
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alkohol (13) povecavaju rizik nastanka karcinoma debelog crijeva. Vaznu ulogu u smanjenju
rizika imaju vlakna jer poveéavaju volumen stolice §to ubrzava praznjenje crijeva i skracuje
kontaktno vrijeme potencijalnih karcinogena u crijevnom sadrZaju sa crijevnom sluznicom.
Zastitnu ulogu imaju: vitamini A, C i1 E, selen, aspirin te oralna kontracepcija (14). U
Dalmaciji je uoc€ljiv porast novooboljelih. Istrazivanja su pokazala da uzrok tome nije samo
bolja dijagnostika ve¢ i djelovanje rizi¢nih ¢imbenika. Stanovnici manje konzumiraju ribu,
voc¢e 1 povrée u svojoj prehrani pa su im vrijednosti kolesterola i ukupnih masno¢a medu
najvisima u Hrvatskoj (10).

U patogenezi ove bolesti jos uvijek vrijedi pravilo da vecina kolorektalnih karcinoma
nastaje iz adenoma — tzv. adenomsko - karcinomski slijed. Juvenilni polipi, hamartomi i
upalni polipi nemaju maligni potencijal i potrebno ih je razlikovati od adenoma koji su
potencijalno premaligne lezije. U 80% slucajeva karcinom debelog crijeva nastane u
adenomatoznom polipu (3). Nasljedni karcinomi debelog crijeva mogu se na¢i u 5%
bolesnika. Dva glavna tipa su sindrom obiteljske adenomatozne polipoze (FAP — engl.
familial adenomatous polyposis) 1 nasljedni nepolipozni rak debelog crijeva (HNPCC — engl.
hereditary nonpolyposis colorectal cancer) (15). Crohnova bolest, a pogotovo ulcerozni
kolitis povecavaju rizik nastanka karcinoma debelog crijeva (16). Znatno vec¢i rizik (najmanje
tri puta) od razvoja novog, tzv. metakronog karcinoma debelog crijeva, imaju osobe kojima je

operiran karcinom debelog crijeva (7).

1.2.3 Klinicka slika

Karcinom debelog crijeva raste polagano. Jedan od naj¢es¢ih prvih znakova bolesti je
hipokromna, mikrocitna anemija kao posljedica okultnog krvarenja. Anemija se moze
prezentirati kao malaksalost, dispneja u naporu i anginozna bol. Nalaz hipokromne mikrocitne
anemije kod muskarca starijeg od 40 godina treba pobuditi sumnju na tumor debelog crijeva
(10). U zena ponavljane trudnoce, menstrualni gubitak krvi ili nepravilno materni¢no
krvarenje mogu biti podloga za anemiju pa je kod njih simptomatologija manje jasna (7).

Simptomi tumora debelog crijeva ovise o njegovoj lokalizaciji duz debelog crijeva.
Karakteristike tumora lokaliziranog u proksimalnom dijelu desnog crijeva su: stolica boje
trule viSnje, kasna pojava simptoma, rijetko dovodi do opstrukcije, a ¢eS¢e se moze palpirati
tumorska masa. Opstrukcija Bauchinijeve valvule dovest ¢e do opstrukcije distalnog dijela
tankog crijeva. Od pojave prvih simptoma do postavljanja dijagnoze prode u prosjeku 1 — 2

godine.


https://www.genome.gov/10000466/

Ljevostrana lokalizacija tumora debelog crijeva znatno brze dovodi do opstrukcije jer
je lumen tog dijela crijeva uzi, stolica je kompaktnija, a tumor obi¢no dodatno suzava lumen
jer prstenasto zahvaca stjenku. Zrak koji se nakuplja u crijevima, pogotovo nakon jela, dilatira
crijevo proksimalno od tumora te izaziva bol. Ritam je stolice poremecen. Zatvor se
izmjenjuje s proljevom, a zaostala stolica moze izazvati opstrukciju. Hematokezija s pojavom
svjeze krvi koja oblaze stolicu takoder upozorava na ljevostranu lokalizaciju tumora,
pogotovo na podrucje sigmoidnog kolona i rektuma. Krv je u stolici to svjetlija Sto je tumor
blize kraju debelog crijeva. Perinealna i sakralna bol moZe se pojaviti ako se tumor debelog
crijeva proSirio i zahvatio mokra¢ni mjehur, rodni¢nu stijenku ili okolne Zivce.

Simptomi kod tumora debelog crijeva ¢esto se mogu zamijeniti s drugom bolestima,
kao $to su divertikulitis, iritabilni kolon te upala hemeroidalnih ¢vorova (10). Gubitak tjelesne
tezine 1 poviSena temperatura uz izrazenu slabost i1 malaksalost obi¢no su znakovi
uznapredovale bolesti. U oko 25 do 30 % bolesnika u razdoblju postavljanja dijagnoze bolest
je uznapredovala i ne moze se rijesiti kirurSkim zahvatom (7). Najces¢a mjesta metastaza su
jetra (70%) 1 prsni kos (32% karcinoma kolona i 47% karcinoma rektuma) dok je na treCem
mjestu u karcinomu kolona peritonej (21%), a kod rektuma kost (12%) (17). Metastatski
tumor ne uzrokuje uvijek simptome, medutim kad se pojave njihova priroda 1 ucestalost ovisit
¢e o veli¢ini i mjestu metastaziraju¢ih tumora. Zutica ili oteklina javljaju se kada se tumor
prosirio na jetru, a kratko¢a daha ukoliko se proSirio na plu¢a. Ako se tumor prosirio na kost,
najces¢i simptomi su bol 1 prijelomi (18). U hitnoci se pod slikom opstrukcije ili peritonitisa

operira 20-ak% bolesnika (10).

1.2.4 Histoloska slika

Prema histoloSkoj slici u vise od 90% oboljelih rije¢ je o adenokarcinomu (Slika 1)
razli¢itog stupnja zrelosti zlijezda i1 s razli¢itom sposobnoscu luc¢enja mucina (19). Mucin je
visokomolekularni glikoprotein, koji se nalazi u vakuolama stani¢ne citoplazme i stani¢nu
jezgru potiskuje rubno, formirajuéi tipi¢nu sliku stanice poput prstena pecatnjaka (7).
Mucinozni adenokarcinom je tip adenokarcinoma u kojoj su tumorske stanice okruzene
obiljem izvanstanicnog mucina u vise od 50% volumena tumora.

Prema stupnju diferencijacije adenokarcinom moze biti:

1. dobro diferenciran (> 95% tumora Cini zljezdana komponenta),
2. umjereno diferenciran (50 — 95% zljezdane komponente),

3. slabo diferenciran (< 50% zljezdane komponente).



U praksi, vecina kolorektalnih adenokarcinoma (~ 70%) su umjereno diferencirani. Dobro 1
slabo diferencirani adenokarcinomi ¢ine 10% i 20%. Ostali tumori debelog crijeva su
karcinoid, leomiosarkom ili limfom (20).

U mikroskopskom pregledu bitno je traziti dokaze invazije tumorskih stanica uz
prisutnost dezmoplazije (tip fibrozne proliferacije koja okruzuje tumorske stanice nakon
invazivnog rasta tumora) te Cesto prisutnu karakteristicnu nekrozu, tzv. prljava nekroza.
Pronalazak prljave nekroze u mikroskopskom pregledu metastaze nepoznatog podrijetla treba
pobuditi sumnju na primarni karcinom debelog crijeva (19).

Svi adenokarcinomi debelog crijeva se Sire izravno kroz crijevnu stijenku u okolne
strukture te metastatski kroz limfne 1 krvne zile. Tumor se u pocetku $iri u limfne ¢vorove, a
poslije se moze prosiriti izravno po peritoneju (karcinomatoza peritoneuma) te putem portalne

vene u jetru, dok se nisko smjeSteni rektalni karcinomi Sire najprije u pluc¢a putem donje

Slika 1. Adenokarcinom debelog crijeva

(preuzeto s: https://librepathology.org/wiki/Colorectal adenocarcinoma )

1.2.5 Patohistoloska klasifikacija

ProSirenost adenokarcinoma u vrijeme dijagnoze klju¢ni je cimbenik koji se koristi za
definiranje lijeCenja i1 procjenu mogucnosti uspjeSnog lijeCenja. Sustavi za klasifikaciju
karcinoma kodificiraju proSirenost bolesti kako bi klini¢arima i pacijentima omogucili lakSe
kvantificiranje prognoze, standardizirano lije¢enje u cijelom svijetu i usporedbu skupina
pacijenata u klinickim ispitivanjima. Najces¢e koriSteni sustav klinickog stadija bolesti je
TNM sustav. Ovaj sustav definira opseg primarnog tumora (T), zahvacenost regionalnih

limfnih ¢vorova (N) i1 pojavu udaljenih metastaza (M). Najnovije TNM smjernice objavljuje


https://librepathology.org/wiki/Colorectal_adenocarcinoma

American Joint Commite on Cancer (AJCC) ¢ija je zadnja revizija kao osmo izdanje,

dostupno od studenog 2016. godine i prikazano je u Tablici 1 (2, 21).

Tablica 1. TNM Kklasifikacija

TNM Klasifikacija

T — primarni tumor N — limfni ¢vorovi M - presadnice
Tx | primarni tumor se ne NX | zahvacenost limfnih ¢vorova ne moze | M0 | bez udaljenih metastaza
moze odrediti se odrediti
TO | nema dokaza o NO | uregionalnim limfnim ¢vorovima M1 | prisutne udaljene
postojanju primarnog nema presadnica metastaze
tumora
Tis | karcinom in situ N1 | presadnice u 1-3 regionalna Mla | prisutne metastaze jedne
limfna ¢vora strane ili jednog organa
bez metastaziranja u
peritonej
T1 | tumor invadira Nla | presadnice u 1 regionalnom M1b | prisutne metastaze dva ili
submukozu limfnom ¢voru viSe mjesta ili organa bez
metastaziranja u peritonej
T2 | tumor invadira miSiéni | N1b | presadnice u 2-3 regionalna Mlc | metastaziranje u peritonej
sloj limfna ¢vora bez zahvacanja drugih
mjesta ili organa
T3 | tumor invadira kroz Nle¢ | Nisu zahvaceni limfni ¢vorovi, ali
misic¢ni sloj u tumorski depoziti su prisutni u
neperitonealno subserozi, mezenteriju ili
perikoli¢no ili neperitoniziranom perikoli¢nom/
perirektalno tkivo perirektalnom/ mezorektalnom tkivu
T4 | tumor perforira N2 | presadnice u 4 i viSe regionalnih
visceralni peritone;j ili limfnih ¢vorova
izravno invadira ostale
organe ili strukture
T4a | tumor perforira N2a | presadnice u 4-6 regionalna
viscerali peritonej limfna ¢vora
T4b | tumor izravno invadira | N2b | presadnice u 7 i vise regionalnih
ostale organe ili limfnih ¢vorova
strukture

Patoloska TNM Kklasifikacija (pTNM) temelji se na pregledu reseciranog tkiva

ukljucujuci najmanje 12 limfnih ¢vorova ukoliko je rije¢ o operacijskom zahvatu, a ako je

rije¢ o palijativnom zahvatu ili preoperativnoj radioterapiji i kemoterapiji moze ih biti i manje

(22). Uz napomenu da stadij N1c obuhvaca tumorske depozite tumora tj. diskretni tumorski

¢vor unutar podrucja limfne drenaze primarnog karcinoma bez zahvacanja tkiva limfnog

¢vora, vaskularne ili neuralne strukture. Istrazivanje prema kojem 10% primarnih karcinoma

debelog crijeva ima tumorske depozite, a 2,5% karcinoma kolona te 3,2% karcinoma rektuma

ima tumorske depozite iako je histoloski nalaz limfnih ¢vorova bio uredan, ukazuje na

znacajnu ulogu Nlc kao negativnhog prognostickog ¢imbenika (29). U najnovijoj TNM

klasifikaciji bolesnici kod kojih je dijagnosticirana peritonealna karcinomatoza izdvojeni su u

skupinu M1c¢ zbog dokazano losijeg prezivljenja (30).




Patohistoloski pregled tumora i1 limfnih ¢vorova najcesce se definira klasifikacijom po
Dukesu i modificiranom klasifikacijom po Astler Colleru.
Klasifikacija po Dukesu:

A tumor ograni¢en na stjenku crijeva,

B tumor invadira masno tkivo,

C metastaze u regionalnim limfnim ¢vorovima.
Modificirana klasifikacija po Astler Colleru:

A tumor invadira submukozu,

B1 tumor invadira miSi¢ni sloj,

B2 tumor invadira masno tkivo, okolni organi nisu zahvaceni,

B3 tumor zahvaca okolne organe,

C1 dubina odgovara B1 stadiju, metastaze prisutne u regionalnim limfnim ¢vorovima,

C2 dubina odgovara B2 stadiju, metastaze prisutne u regionalnim limfnim ¢vorovima,

C3 dubina odgovara B3 stadiju, metastaze prisutne u regionalnim limfnim ¢vorovima
(23, 24).

Svakom TNM stadiju pridruzen je stadij bolesti s obzirom na koji se odreduje terapija

1 prognoza bolesti (Tablica 2) (2).

Tablica 2. AJCC prognosticki stadij

AJCC prognostic¢ke grupe stadija
STADIJ T N M | Dukes | MAC
0 Tis NO MO / /
1 T1,T2 NO MO A A/B1
ITA T3 NO MO B B2
11B T4a NO MO B B2
11C T4b NO MO B B3
ITA T1,T2 NI1/Nlc MO C Cl
ITTA T1 N2a MO C Cl
I11B T3-T4a N1/Nlc MO C C2
I1IB T2-T3 N2a MO C Cl1/C2
I1IB T1-T2 N2b MO C Cl
IC T4a N2a MO C C2
HIC T3-T4 N2b MO C C2
HIC T4b N1-N2 MO C C3
IVA Bilo koji | Bilo koji N | Mla / /
T

IVB Bilo koji | Bilo koji N | M1b / /
T

IvC Bilo koji | Bilo koji N | Mlc / /
T




Stadiju 0 odgovara tumor in situ tj. stadiju Tis TNM klasifikacije. Tis se razlikuje u
debelom crijevu u odnosu na ostatak gastrointestinalnog sustava, a definiran je kao invazija
lamine proprije bez prodora kroz muskularnu laminu mukoze. Ne smatra se invazivnim jer
nema rizik pojave metastaza. Tumor je invazivan ukoliko invadira submukozu (25, 26).

Petogodi$nje prezivljenje u bolesnika sa stadijem I je > 90%, stadijem II 70-80%,
stadijem III 40-60% te 20-40% u bolesnika s resektabilnim jetrenim ili pluénim presadnicama
nakon operacije 1 primjene kemoterapije ili kemoimunoterapije. U bolesnika s inoperabilnim

metastatskim karcinomom debelog crijeva srednje prezivljenje iznosi oko 20 mjeseci (20).

1.2.6 Prevencija

Primarna prevencija adenokarcinoma debelog crijeva ukljucuje prepoznavanje i
uklanjanje okoliSnih 1 metabolickih karcinogena, kao i medicinski nadzor nad genskim
¢imbenicima. Metode primarne prevencije joS nisu dovoljno razradene. Sekundarna
prevencija ukljucuje otkrivanje preneoplasti¢nih i ranih neoplasti¢nih oblika adenokracinoma
debelog crijeva u asimptomatskoj ili ranoj simptomatskoj fazi s ciljem povecavanja
mogucnosti izljeCenja, prezivljavanja i kvalitete zivota (10).

Primjer sekundarne prevencije koji se povodi se u Republici Hrvatskoj je Nacionalni
program ranog otkrivanja raka debelog crijeva. Kao metode ranog otkrivanja karcinoma
debelog crijeva primjenjuju se razli¢ite metode kao Sto su testovi okultnog fekalnog krvarenja,
proktosigmoidoskopski 1 kolonoskopski pregled, irigografija s dvostrukim kontrastom te
odredivanje tumorskih markera. U Republici Hrvatskoj po preporuci Europskog i Svjetskog
drustva za gastrointestinalnu endoskopiju kod osoba iznad 50 godina sa prosje¢nim rizikom
savjetuje se popunjavanje anketnog upitnika i testiranje na okultno krvarenje svako dvije
godine. U osoba poviSenog i visokog rizika za razvoj karcinoma debelog crijeva kao §to je
osobna anamneza kolorektalnog adenoma ili raka, ulcerozni kolitis, Morbus Crohn, obiteljska
anamneza polipoznih sindroma (FAP, Gardnerov, Turcotov, Peutz-Jeghersov sindrom,
familijjarna juvenilna polipoza), nepolipozni rak kolona, rodak u prvom koljenu s
kolorektalnim rakom, potrebno je program ranog otkrivanja raka debelog crijeva zapoceti u
ranijoj dobi (31).

Test kojim se otkriva krv u stolici (FBOT — engl. fecal occult blood test) jednostavan
je test kojim se mogu otkriti male koli¢ine krvi koje se ne vide pregledom stolice. Pacijent
dobije dijagnosticki kit s uputama. Test se izvodi kod kuce. U kitu se nalazi Cetkica s kojom se
prebriSe povrSina stolice. Taj uzorak se nanese na za to predvideni prozorci¢ na kontrolnoj

traci. Kako se ne bi propustila zlo¢udna bolest svako krvarenje iz debelog crijeva se smatra
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karcinomom dok se ne dokaze suprotno (32, 33). Ako je test na okultno fekalno krvarenje
pozitivan ispitanika treba uputiti na kolonoskopski pregled da bi se otkrio razlog krvarenja te
ukoliko je potrebno istovremeno uzeo biopticki uzorak endoskopskom terapijom —
polipektomijom. Budu¢i da je senzitivnost testa oko 50%, negativan test ne znaci potpunu
sigurnost da osoba ne boluje od polipa ili raka debelog crijeva. Na to treba upozorite osobe
Ciji test na okultno fekalno krvarenje je negativan. Specificnost testa za karcinom debelog
crijeva je 98%, dok je prediktivna vrijednost pozitivnog testa na okultno fekalno krvarenje

manja u otkrivanju raka debelog crijeva (5-10%) u odnosu na adenome (20-30%) (31).

1.2.7 Dijagnostika

Dijagnostika adenokarcinoma debelog crijeva zapocinje uzimanjem anamneze i
fizikalnim pregledom bolesnika. Potrebno je dobiti podatke o Cimbenicima rizika (npr.
obiteljska anamneza polipoznih sindroma) i simptomima koji ukazuju na tumor debelog
crijeva. Veliko zna¢enje imaju podaci o gubitku tjelesne tezine i promjenama stolice (20, 34).
Digitorektalni pregled je obvezni dio fizikalnog pregleda jer je vecéina rektalnih karcinoma
lokalizirana u donjoj tre¢ini rektuma i lako su pristupacni kod digitorektalnog pregleda.
Lije¢nik uvodi kaziprst u otvor debelog crijeva te provjerava prisutnost abnormalnog tkiva,
nepravilnosti i prisutnosti krvi u stolici (32).

Laboratorijske pretrage mogu otkriti anemiju ili zuticu koje lije¢nika mogu uputiti na
provodenje dodatnih pretraga s ciljem otkrivanja bolesti. U krvi je moguce detektirati i
tumorske markere poput CEA i CA 19-9. U bolesnika s postavljenom dijagnozom koji su ve¢
na terapiji, promjene nivoa tih biljega mogu upucivati na regresiju ili progresiju bolesti (7).

Od endoskopskih metoda primjenjuje se rektoskopija za pregled zavrSnog dijela
debelog crijeva s krutom ili fleksibilnom optickom cijevi (34). Metode izbora za izravnu
procjenu rektalnog tumora jesu rektoskopija i sigmoidoskopija s moguc¢noséu odredivanja
veli¢ine, proSirenosti, fiksacije, udaljenosti od analnog ruba i biopsije sumnjivih promjena
sluznice (20). Tom je metodom moguce uzeti uzorak (komadi¢ crijevne sluznice) za analizu te
odstraniti patoloske izrasline — polipe. Gotovo polovica svih polipa debelog crijeva nalazi se u
tom podrucju (34).

Kolonoskopija je endoskopska metoda na temelju koje se uz pomo¢ fleksibilne opticke
cijevi najobjektivnije postavlja dijagnoza. Omogucuje uzimanje bioptickog uzorka i
postavljanje tone patohistoloSke dijagnoze, a od presudnog je znacenja za izbor kirurskog
postupka. Osim toga kolonoskopija daje direktan uvid u cijeli kolon i moze otkriti sinkroni

karcinom koji se nadu u gotovo 50% slucajeva karcinoma debelog crijeva (10). Prilikom
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pretrage mogu se odstraniti polipi tako da je ona ujedno 1 terapijska metoda. Ako tumorska
masa sprjeCava pregled cijelog crijeva, kolonoskopija se ponavlja nakon operacije (32).
Virtualna kolonoskopija koja koristi CT (CT kolonografija) i MR (magnetska rezonancija)
trenutno se istrazuje kako bi se utvrdila njena svojstva u odnosu na postojece metode.
Tijekom pretrage upuhuje se zrak u crijeva kako bi se ona prosirila te se nakon toga rade
snimke (32).

Kod 5-10% bolesnika kolonoskopijom se ne moze otkriti tumor zbog tehnickih
razloga (presavijeno crijevo, loSa priprema bolesnika) pa se u tom slucaju moze uraditi
rendgenska pretraga pomocu barijeve kase (32). Irigografija je vrsta rendgenske pretrage
kojom se omogucuje pregled debelog crijeva u cijelosti aplikacijom kontrastnog sredstva -
barijeve kase. U zavr$no crijevo umece se tanka cjevCica putem koje se unosi kontrastno
sredstvo 1 zrak kako bi se ustanovile moguce nepravilnosti u ispunjenosti crijevne Supljine, tj.
otkrile neuobicajene izrasline ili polipi (34).

Transrektalnim ultrazvukom i MR-om/CT-om se koristimo ukoliko zelimo procijeniti
dubinu prodora u crijevnu stjenku i u regionalne limfne ¢vorove. Za procjenu prosirenosti
bolesti prije operacije radi se CT cijelog abdomena, rtg-prikaz pluca i odredivanje razine
tumorskog biljega CEA u krvi. Poslijeoperacijska razina CEA u krvi daje uvid u daljnje

napredovanje bolesti i rano otkrivanje recidiva (20).

1.2.8 Terapijski postupak

O izboru najprikladnije terapije odluCuje ponajprije stupanj proSirenosti bolesti.
Karcinom debelog crijeva Siri se lokalnom invazijom, limfnim, hematogenim i
transperitonealnim putem. KirurS§ko je lijeCenje i danas prva metoda izbora u terapiji
karcinoma debelog crijeva. Kirurski zahvat uvjetovan je karakteristikama tumora (veli¢ina,
invazija, mjesto i prosSirenost bolesti), anatomijom krvnih zila debelog crijeva te opéim
stanjem bolesnika. Nije dovoljno samo odstraniti crijevni segment zahvacen tumorom ve¢ i
regionalne limfne ¢vorove drenaznog podru¢ja zahvacenog dijela crijeva zajedno s
pripadajué¢im krvnim Zilama uz napomenu da resekcijska granica za kolon mora biti najmanje
5 cm, a za rektum 2 cm od makroskopske granice tumora. Vrstu kirurSkog zahvata odreduje
smjestaj tumora te se tako izvodi desna hemikolektomija ukoliko je rije¢ o cekumu i
ascedentnom kolonu, resekcija transverzalnog kolona za tumore srediSnjeg dijela
transverzalnog kolona, lijeva hemikolektomija za tumore lijenalne fleksure, descendentnog
kolona 1 oralnog dijela sigmoidnog kolona, prednja resekcija rektuma ako je tumor smjesten u

aboralnom dijelu sigmodinog kolona i rektuma. U lijeenju karcinoma rektuma metoda izbora
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je kirursko lijecenje. Tumori lokalizirani u gornjem dijelu rektuma operiraju se abdominalnim
putem uz ocuvanje analnog kanala i sfinktera (mezorektalna resekcija), a kontinuitet se
uspostavlja terminiterminalnom anastomozom. Ukoliko je lokalizacija tumora u donjem dijelu
rektuma, dijelu sigmoidnog kolona, analnog ruba 1 sfinktera na prednjoj se trbusnoj stjenci
formira anus praeter (3).

Zrafenje se ne indicira u svim stadijima karcinoma debelog crijeva i rektuma. U
bolesnika u II stadiju bolesti gdje postoji visok rizik ponovne pojave bolesti ili kod onih u III
stadiju moze se koristiti adjuvantna kemoterapija ili adjuvantno zracenje u kombinaciji s
kemoterapijom. Zracenje u kombinaciji s kemoterapijom moze se koristiti i palijativno s
ciljem ublazavanja simptoma bolesti. Kombinacija folne kiseline (leukovorina) i 5-FU,
poznata kao Mayo protokol, jedna je od moguénosti kemoterapije karcinoma debelog crijeva.
Osim Mayo protokola mogu se koristiti oksaliplatin 1 irinotekan. U IV stadiju bolesti
(metastatski stadij) potrebno je bolesnike selekcionirati na one s resektabilnom, potencijalno
resektabilom 1 neresektabilnom metastatskom bolesti. Operiraju se isklju¢ivo jetrene
metastaze 1/ili pluéne metastaze. Noviji oblik terapije je bioloska terapija, zasada najpoznatiji
bevacizumab (anti-VEGF, eng. Vascular endothelial growth factor) 1 cetuximab (anti-EGFR,
eng. Epidermal growth factor receptor) (20).

Odgovor na terapiju ovisi o mutacijama, kao na primjer aktivacija RAS-a koja
predvida lo$ odgovor na terapiju monoklonalnim anti-EGFR protutijelima i mikrosatelitska

nestabilnost kod terapije 5-FU (35, 36).

1.2.9 Prognosticki ¢imbenici

Najvazniji prognosticki ¢imbenik kod adenokarcinoma debelog crijeva jest proSirenost
tumora u vrijeme postavljanja dijagnoze, te je zbog toga potrebno odrediti tocan stadij tumora
prema TNM sustavu (7). Medutim, prije donoSenja konacne odluke o terapiji potrebno je
razmotriti jo§ neke ¢imbenike za koje postoji dokaz da utjecu na ishod terapije (2).

Karcinoembrijski antigen (CEA) jedan je od najpoznatijih tumorskih biljega, iako nije
ni tumor ni organ specifican. Proizvode ga fetalno crijevo, jetra i gusteraca izmedu drugog i
Sestog mjeseca trudnoce pa ga svrstavamo u onkofetalne proteine (37). Proizvode ga brojni
adenokarcinomi te karcinomi plocCastih stanica plu¢a i drugih sijela (38). Nije dokazana
njegova korist kao markera za probir, medutim koristan je u postoperativnom pracenju
bolesnika u kombinaciji s CT-om. Medijan prezivljenja bolesnika s razinom CEA< 30ng/ml

je veci u odnosu na pacijente s razinom CEA> 30ng/ml (39). Razina CEA mozZe biti poviSena
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1 kod nezlo¢udnih bolesti (npr. ciroza, pankreatitis, hepatitis, kolecistitis i upalne pluéne
bolesti) i pusenja (20).

Odgovor tumora na preoperativnu radioterapiju (karcinom rektuma), kemoradijaciju
(karcinom rektuma) ili kemoterapiju (karcinom debelog crijeva) vazan je prognosticki
¢imbenik. Postoje snazni dokazi da je potpuni nestanak tumora povezan s boljom prognozom.
Bolesnici s minimalnom ili bez preostale bolesti nakon terapije ima bolju prognozu od onih s
ostatnom bolesti. Na operacijskom uzorku bolesnika koji je prethodno bio podvrgnut radio
1/ili kemoterapiji patolog mora zabiljeziti karakteristike ostatnog tumora prema jednom od
sustava za tumorski regresijski gradus (21, 40). Nakon neoadjuvantne kemoterapije bitno je
pregledati i limfne ¢vorove jer bolesnik bez ostatne bolesti primarnog sijela moze imati
tumorske stanice u limfnom ¢voru (41).

Cirkumferencijalni resekcijski rub (engl. circumferential resection margin, CRM) je
udaljenost izmedu najdublje tocke invazije tumora u primarnom raku i resekcijskog ruba
masnog tkiva. Sto je veéa udaljenost, to je bolja prognoza za karcinome debelog crijeva koji
nastaju u podrucjima debelog crijeva koji djelomic¢no nemaju peritonej. Postoje snazni dokazi
kako je CRM jedna od najvaznijih prognosti¢kih odrednica lokalne kontrole kod karcinoma
debelog crijeva. Udaljenost CRM od 0 do 1 mm nosi visoki rizik za recidiv tumora 1 povezana
je sa slabijim prezivljavanjem (42).

Limfovaskularna invazija (LVI), tj. invazija malih ili velikih krvnih Zila primarnim
tumorom je vazan prognosticki ¢imbenik. Male krvne zile ukljuc¢uju strukture tankog zida
koje su oblozene samo endotelom kao Sto su limfne krvne Zile, kapilare 1 postkapilarne vene.
Za razliku od malih, velike krvne zile imaju glatkomiSi¢nu stijenku (43). Invazija malih
krvnih zila povezana je s metastazom u limfne ¢vorove, a nekoliko je studija pokazalo da je to
nezavisni pokazatelj nepovoljnog ishoda (44).

Perineuralna invazija je invazija zivaca unutar ili u susjedstvu primarnog
kolorektalnog karcinoma i negativni je prognosticki ¢imbenik koji moze biti jednako vazan
kao invazija limfnih ili krvnih Zila. Cesto se previdi, a mozZe biti prisutan u ¢ak 20% primarnih
kolorektalnih karcinoma (45).

Mikrosatelitska nestabilnost (MSI) je jedan oblik geneticke nestabilnosti koji se
ocituje promjenama u nizu ponovljenih sekvenci od jedne do Sest nukleotida (poznatih kao
DNA mikrosatelitske sekvence), koje su uzrokovane funkcionalnim defektom u sustavu za
popravak DNA (DNA MMR, engl. DNA mismatch repair) (46). Pojavljuju se u oko 15%
kolorektalnih karcinoma i povezane su s karcinomima debelog crijeva desnog dijela, Cesto

kod slabo diferenciranih 1 mucinoznih, ali s dobrom prognozom (47). MSI je znak nasljednog
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nepolipoznog raka debelog crijeva (HNPCC) ili Lynchovog sindroma. Visoka razina
mikrosatelitske nestabilnost (MSI-H) je vazna jer ne samo da je dobar prognostic¢ki ¢cimbenik
nego 1 predvida lo§ odgovor na kemoterapiju 5-FU (36). Medutim, dodavanje oksaliplatina (u

FOLFOX rezimima) negira Stetne u¢inke MSI-H (48).

1.3 MUTACIJA GENA KRAS i NRAS

Tijekom posljednje Cetvrtine proslog stoljeca brojne studije su definirale proteine Ras
kao bitne ¢imbenike signalnih putova koji kontroliraju stani¢nu proliferaciju, diferencijaciju
ili prezivljavanje. Poznate su mutacije proteina Ras — H-ras, N-ras ili K-ras koji se Cesto
nalaze u ljudskim tumorima (49). Geni KRAS i NRAS se aktiviraju kada receptor
epidermalnog c¢imbenika rasta (EGFR) veze epidermalni c¢imbenik rasta (EGF, eng.
Epidermal growth factor) ili slicne ¢imbenike rasta i zatim aktivira proteine RAF ili PIK3CA.
Zbog mutacije, geni KRAS i NRAS mogu biti stalno aktivirani i sudjelovati u kolorektalnoj
karcinogenezi kontinuirano stimuliraju¢i stani¢nu proliferaciju i sprjecavajuci stanicnu smrt.
Najcesce se aktiviraju mutacije u kodonima 12 1 13, a kodoni 61 i 146 te ostali kodoni su rjede
mutirani (50). Gen KRAS moze biti aktiviran somatskom mutacijom u do 40% karcinoma
debelog crijeva, a NRAS u oko 7%. Aktiviranje bilo KRAS bilo NRAS gena je los
prognosticki faktor u stadiju IIT i IV bolesti. Sto je jo§ vaZnije, aktivacija RAS-a predvida lo$
odgovor na terapiju monoklonalnim anti-EGFR protutijelima u naprednom karcinomu
debelog crijeva (35, 51). Kod pacijenata s mutacijom gena KRAS ocekuje se slab
odgovornost za anti-VEGF terapiju u naprednom karcinomu debelog crijeva (52).

BRAF je onkoprotein, tocnije serin-treoninska kinaza koja prenosi stani¢ne signale za
proliferaciju i rast sa KRAS 1 NRAS signalnih sustava na druge enzimske sustave. Tockasta
mutacija BRAF V600E moze se otkriti u 6-10% kolorektalnih karcinoma i uduzena je sa
znacajnije losijom prognozom bolesti u stadiju III i IV. Ova mutacija konstitutivno potice
druge enzime koji posreduju kontinuiranom rastu stanica, a time se ukida u¢inkovitost EGFR

inhibitora (38, 53).
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2. CILJ ISTRAZIVANJA

16



Primarni cilj ovog diplomskog rada je istraziti postoji li statisticki znacajna razlika
pojavnosti mutacije gena KRAS i1 NRAS u desnostranom 1 ljevostranom karcinomu debelog
crijeva bolesnika operiranih u Klinickom bolnickom centru Split ¢ija je mutacija odredena u
Klinickom zavodu za patologiju, citologiju i sudsku medicinu na parafinskim uzorcima

tumorskog tkiva u periodu od 2014. do 2017. godine.

Sekundarni ciljevi su:
1. odrediti frekvenciju odredivanja mutacije gena KRAS i NRAS u istraZzivanom
vremenskom razdoblju,
analizirati raspodjelu ispitanika prema spolu i dobi,
odrediti postotak ljevostranih i desnostranih tumora,

odrediti postotak mutacija gena KRAS i NRAS u svih ispitanika,

A S

odrediti statistiCku znacajnost pojavnosti mutacije gena KRAS 1 NRAS u desnostranom i

ljevostranom karcinomu debelog crijeva.
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3.1 Ispitanici

U istrazivanje je uklju¢eno 136 bolesnika s karcinomom debelog crijeva operiranih u
Klinickom bolnickom centru Split, kojima je nakon operativhog zahvata provedena
molekularna analiza mutacije KRAS i NRAS gena iz parafinskih uzoraka tumorskog tkiva u
razdoblju od sijecnja 2014. godine do kraja veljace 2017. godine.

Svim ispitanicima (n=136) je odredena mutacija gena KRAS. Ispitanicima s
negativnim nalazom mutacije gena KRAS 1 jednom ispitaniku s dokazanom mutacijom gena

KRAS (n=73) radena je analiza mutacije gena NRAS.

3. 2 Organizacija istraZivanja
Prema nacinu prikupljanja podataka istrazivanje je opservacijsko, a prema vremenskoj

orijentaciji retrospektivno.

3. 3 Mjesto studije
Istrazivanje je provedeno u Klinickom zavodu za patologiju, sudsku medicinu i

citologiju Klini¢kog bolnickog centra Split.

3. 4 Metoda prikupljanja i obrade podataka

Podaci su prikupljeni pretrazivanjem baze podataka Laboratorija za klini¢ku i sudsku
medicinu 1 Odjela za patologiju Klinickog zavoda za patologiju, sudsku medicinu i citologiju
te arhive Klinike za kirurgiju Klinickog bolni¢kog centra Split.

Prikupljeni podaci uneseni su u programske pakete Microsoft Office za obradu teksta
te Microsoft Excel za izradu tablicnog prikaza. Podaci su analizirani u statistickom programu

R te je uraden j test kojemu je statisticki znadajna p vrijednost postavljena na p< 0,05.

3.5 Opis istrazivanja

Istrazivano je razdoblje od sijecnja 2014. do kraja veljace 2017. godine. Izvor
podataka bili su arhiva nalaza molekularne i patohistoloske dijagnostike Klinickog zavoda za
patologiju, sudsku medicinu i citologiju te arhiva Klinike za kirurgiju Klinickog bolni¢kog
centra Split.

U istrazivanom razdoblju ukupan broj bolesnika kojima je na parafinskim uzorcima

tumorskog tkiva provedena molekularna analiza za odredivanje mutacije gena RAS, a koji su
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operirani u Klinickom bolnickom centru Split bio je 150. Kod svakog bolesnika analizirani
su: spol, dob, lokalizacija tumora i postojanje mutacije gena KRAS i NRAS.

Iz istrazivanja je iskljueno dvanaest bolesnika kojima iz arhivske medicinske
dokumentacije nije bilo moguée precizno odrediti sijelo tumora te dva bolesnika kojima

postupak odredivanja mutacije nije uspio (Slika 2).

ukljuceni isklju€eni
n=136 n=14

Slika 2. Prikaz odabira ispitanika
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U istrazivanom razdoblju broj bolesnika kojima je odredena mutacija bio je 23 u 2014.

godini, 50 u 2015. godini, 58 u 2016. godini i 5 tijekom prva dva mjeseca 2017. godine

(Tablica 3).

Tablica 3. Frekvencija odredivanja mutacije gena RAS

Brojbolesnika
" w B wn [ -~
o (=] o (=] (=] o

=
=)

Godina Broj bolesnika
2014. 23
2015. 50
2016. 58
2017. 5

Pl

7

2014

2015 20156

Godina analiziranja KRAS i NRAS mutacije

b roj bolesnika

Slika 3. Frekvencija odredivanja mutacije gena RAS

Od ukupnog broja bolesnika, n=136, bilo je 92 muSkarca (67,65%), te 44 Zene

(32,35%) (Slika 4).

udio bolesnika

L]

08

07

06

05

svi

W muikarci

04

iZene

03

0.2

01

mugkarci iene

spol bolesnika

Slika 4. Prikaz bolesnika po spolu
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Prosje¢na dob bolesnika je 62,32 godine (raspon 3779 godina). Sesnaest je bolesnika
mladih od 50. godina (11,77%), 63 bolesnika imaju izmedu 50. i 64. godine (46,32%), a 57
bolesnika ima izmedu 65. 1 79. godina (41,91%) (Slika 5). Najveci broj bolesnika svake

analizirane godine je bio u dobnoj skupini izmedu 50. 1 64. godine (Slika 6).
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Slika 5. Raspodjela bolesnika s obzirom na dob
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Slika 6. Dob bolesnika u analiziranom vremenskom razdoblju
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Od ukupnog broja bolesnika ljevostranu lokalizaciju karcinoma debelog crijeva ima

njih 99 (72,79%), a desnostranu 37 (27,21%) (Slika 7).

Bdesno

Elijevo

Slika 7.Postotak bolesnika s ljevostranim 1 desnostranim karcinomom debelog crijeva

Od ukupnog broja bolesnika njih 64 (47,06%) ima, a 72 (52,94%) nema mutaciju gena

KRAS (Slika 8).
W pozitivni
W negativni

Slika 8.Postotak bolesnika s pozitivnim i negativnim nalazom mutacije gena KRAS
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Od ukupnog broja bolesnika koji su obuhvaceni ovim istrazivanjem (n=136), za njih
n=73 (53,68%) je provedeno testiranje na mutaciju gena NRAS.

Od broja bolesnika testiranih na mutaciju gena NRAS njih 11 (15,07%) ima, a 62
(84,93%) nema mutaciju gena NRAS (Slika 9).

I Epozitivni
Enegativni

Slika 9. Postotak bolesnika s pozitivnim i negativnim nalazom mutacije gena NRAS

Od ukupnog broja bolesnika njih 75 (55,15%) ima, a 61 (44,85%) nema mutaciju gena
KRAS ili NRAS (Slika 10).

100% -

90% o

B80%

T0%

60% -
B svi

50% lali=/
& pozitivni

40% 4 = negativni

Udio bolesnika

30%

20%

10% -

0% -

Wi pozitivni negativni

Slika 10. Postotak pozitivnih i negativnih nalaza mutacije analiziranih gena RAS u

bolesnika s karcinomom debelog crijeva
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Od bolesnika s ljevostranom lokalizacijom karcinoma njih 55 (55,56%) ima, a 44
(44,44%) nema mutaciju gena KRAS ili NRAS (Slika 11). Od bolesnika s desnostranom
lokalizacijom karcinoma njih 19 (51,35%) ima, a 18(48,65%) nema mutaciju gena KRAS ili
NRAS (Slika 12).

Nije utvrdena statisticki znacajna razlika u pojavnosti odredivanih mutacija gena RAS
usporedujuéi desnostrane i ljevostrane karcinoma debelog crijeva (3* test; p=0,6613; p<0,05

postavljen kao statisticki znacajan).

.,

Slika 11. Postotak pozitivnih i negativnih nalaza mutacije gena KRAS i NRAS u

M pozitivni

B pnegativni

bolesnika s ljevostranim karcinomom debelog crijeva

Slika 12. Postotak pozitivnih i negativnih nalaza mutacije gena KRAS i NRAS u

® pozitivni

M negativii

bolesnika s desnostranim karcinomom debelog crijeva
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zlo¢udnih bolesti. Unato¢ sve boljoj dijagnostici i terapiji smrtnost mu je i dalje visoka (6).

U ovom radu postotak ispitanika muSkog spola bio je 67,65%, a Zenskog spola
32,35%, izrazeno kao odnos muskog 1 zZenskog spola to je 68:32. Prema podacima iz 2014.
godine odnos osoba muskog i zenskog spola medu novodijagnosticiranim bolesnicima bio je
53:47 (11). U ovom radu su analizirani bolesnici kojima je uzorak upucen na molekularnu
analizu mutacije gena KRAS i NRAS u uzorcima tumorskog tkiva i udio bolesnika muskog
spola je bio ve¢i od udjela osoba muskog spola medu novodijagnosticiranim.

Prema podacima Nacionalnog instituta za tumore Sjedinjenih Americkih Drzava
najveci broj bolesnika u vrijeme postavljanja dijagnoze karcinoma debelog crijeva je u dobi
od 65. do 74. godine, a medijan godina u vrijeme postavljanja dijagnoze je 67. Postotak
novodijagnosticiranih s 84 1 viSe godina je 11,2% (8). Medijan na$ih bolesnika nesto je nizi i
iznosi 63 godine. Najstariji ispitanik u ovom istrazivanju imao je 79, a najmladi 37 godina. Iz
toga bi se moglo zakljuciti da je krivulja raspodjele ispitanika u ovom radu po godinama
pomaknuta prema ranijoj Zivotnoj dobi.

Geni KRAS i1 NRAS imaju vaznu ulogu u signalnom putu koji kontrolira proliferaciju
stanica 1 prezivljavanje. Aktiviranje bilo kojeg gena RAS je los prognosticki faktor u stadiju
III 1 IV bolesti. Prema istrazivanjima, medu kojima je i ono Allegra CJ i suradnika, aktivacija
RAS-a predvida lo§ odgovor na terapiju monoklonalnim anti-EGFR protutijelima u
naprednom kolorektalnom karcinomu (35). Novija istrazivanja, ukljuuju¢i 1 ono
W.A.Bleekera i sur. pokazuju da postoji znacajna razlika u pojavnosti mutacija gena KRAS 1
NRAS u desnostranom 1 ljevostranom karcinomu debelog crijeva §to bi bilo znacajno za
dijagnostiku i terapiju karcinoma debelog crijeva. Istrazivanje je provedeno na 55 bolesnika,
od cega je 13 (23,64%) bolesnika imalo mutaciju gena KRAS. U desnostranom karcinomu
debelog crijeva postotak pozitivnih mutacija iznosio je u 38,46% dok je u ljevostranom
10,34% mutacija bilo je pozitivno (54). Sli¢no tom istrazivanju, viSe pozitivnih mutacija u
desnostranom karcinomu debelog crijeva potvrduje i istrazivanje Takahashi Y i sur (55). U
ovom diplomskom radu od 136 bolesnika njih 64 (47,06%) imalo je mutaciju gena KRAS. U
desnostranom karcinomu debelog crijeva postotak pozitivnih mutacija iznosio je 45,95% dok
je u ljevostranom 47,47% mutacija bilo je pozitivno (54). Usporedujuci rezultate nasSeg
istrazivanja s istraZivanjem koje je proveo W.A.Bleeker proizlazi da bolesnici kojima je
karcinom debelog crijeva operiran u Splitu imaju dva puta veéi postotak ukupnih pozitivnih
KRAS mutacija. Jednako tako, u Splitu je veci postotak mutacija u ljevostranom karcinomu u

odnosu na desnostrani dok je u navedenim istrazivanjima W.A.Bleekera kao 1 onome
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Allegra%20CJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19188670

Takahashi Y 1 sur gotovo Cetiri puta veci postotak mutacija dokazan desno. Analizom
podataka nismo utvrdili statisticki znacajnu razliku u pojavnost mutacija odredivanih gena
RAS u ljevostranom i desnostranom karcinomu debelog crijeva.

KRAS moze biti aktiviran somatskom mutacijom do 40% kolorektalnih karcinoma i
NRAS u oko 7% (35). Kako je u naSem istrazivanju postotak ukupnih pozitivnih mutacija
gena KRAS 47,06% to je nesto vise od podatka koji je zabiljezen u literaturi, a postotak

pozitivnih NRAS mutacija je 15,07% $to je ¢ak dva puta viSe u odnosu na zabiljeZenih 7%.
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6. ZAKLJUCCI
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1. Broj bolesnika kojima je odredena mutacija gena KRAS 1 NRAS je veci svake
godine. Tako se s 23 bolesnika 2014.godine povecao na 50 bolesnika 2015.godine.

2. Veci je udio bolesnika muSkog spola (67,65%) od onih Zenskog spola
(32,35%). Prosjecna dob ispitanika je 62,32 godine. NajviSe bolesnika ima Zzivotnu dob
izmedu 50. 1 64. godine (46,32%).

3. U vedine ispitanika karcinom debelog crijeva lokaliziran je lijevo (72,79%),
dok manji dio ima desnostrani karcinom debelog crijeva (27,21%).

4. Postotak ispitanika bez mutacije gena KRAS (52,94%) je ve¢i u odnosu na
postotak ispitanika koji imaju mutaciju (47,06%). 1 postotak ispitanika bez mutacije gena
NRAS (84,93%) je veci u odnosu na postotak ispitanika koji imaju mutaciju (15,07%).
Mutaciju oba analizirana gena (KRAS ili NRAS) ima da neSto veci postotak ispitanika
(55,15%), od onih koje je nemaju (44,85%).

5. Nije utvrdena statisticki znaCajna razlika u pojavnosti mutacije analiziranih
gena RAS usporedujuéi desnostrane i ljevostrane karcinoma debelog crijeva (y* test;

p=0,6613; p<0,05 postavljen kao statisticki znacajan).
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8. SAZETAK

38



Cilj istrazivanja: karcinom debelog crijeva jedan je od najCe$¢ih tumora na kojeg
otpada 9,7% svih zlo¢udnih bolesti. Cilj ovog diplomskog rada je istraziti postoji li statisticki
znacajna razlika pojavnosti mutacije gena KRAS i NRAS u desnostranom i ljevostranom
karcinomu debelog crijeva bolesnika operiranih u Klinickom bolnickom centru Split ¢ija je
mutacija odredena u Klinickom zavodu za patologiju, citologiju i sudsku medicinu na

parafinskim uzorcima tumorskog tkiva u periodu od 2014. do 2017. godine.

Ispitanici i metode: U istrazivanje je ukljueno 136 bolesnika s karcinomom debelog
crijeva operiranih u Klinickom bolnickom centru Split, kojima je nakon operativnog zahvata
provedena molekularna analiza mutacije KRAS 1 NRAS gena iz parafinskih uzoraka
tumorskog tkiva u razdoblju od sije¢nja 2014. godine do kraja veljace 2017. godine. Podaci su
prikupljeni pretrazivanjem baze podataka Laboratorija za klinicku i sudsku medicinu i Odjela
za patologiju Klinickog zavoda za patologiju, sudsku medicinu i citologiju te arhive Klinike
za kirurgiju Klinickog bolnickog centra Split. Svakom bolesniku prikupljeni su i analizirani
podaci o spolu, dobi, lokalizacija bolesti( desno ili lijevo) i postojanje KRAS i NRAS
mutacije. Svim ispitanicima (n=136) je odredena mutacija gena KRAS. Ispitanicima s
negativnim nalazom mutacije gena KRAS i jednom ispitaniku s dokazanom mutacijom gena

KRAS (n=73) radena je analiza mutacije gena NRAS.

Rezultati: Od ukupnog broja bolesnika analiziranih na KRAS i NRAS mutaciju
(n=136), na muskarce otpada 92 (67,65%), a na Zene 44 (32,35%), Sto ukazuje na 2 puta
ucestalije obolijevanje kod muskaraca nego kod Zena. Prosje¢na dob bolesnika je 62,32
godina (raspon 37-79). Analiza je pokazala da najvise bolesnika ima izmedu 50. i 64. godina
(42,32 %). Od ukupnog broja bolesnika ljevostranu lokalizaciju karcinoma debelog crijeva
ima njih 99 (72,79%), a desnostranu 37 (27,21%). Od ukupnog broja bolesnika njih 64
(47,06%) ima, a 72 (52,94%) nema mutaciju gena KRAS. Mutacija NRAS gena testirana je
kod 73 (53,68%) ispitanika, od kojih njih 11 (15,07%) ima, a 62 (84,93%) nema mutaciju
gena NRAS. Analiza statisticki znacajne razlike KRAS i NRAS mutacija desnostranog i
lievostranog karcinoma debelog crijeva provjerena je y* testom te je p=0,6613 (p<0,05

postavljen kao statisticki znacajan).

Zakljuéci: Broj bolesnika kojima je odredena mutacija gena KRAS i NRAS je veci
svake godine. Ve¢i je udio bolesnika muskog spola od onih zenskog spola. KRAS i NRAS

mutacije su negativni prognosticki faktori. Njihova aktivacija predvida lo§ odgovor na
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terapiju monoklonalnim anti-EGFR protutijelima u naprednom karcinomu debelog crijeva.
Pojedina istrazivanja pokazala su da postoji bitna razlika u pojavnosti KRAS i NRAS
mutacije izmedu ljevostranog i desnostranog karcinoma debelog crijeva. U ovom istrazivanju
kod vecine ispitanika karcinom debelog crijeva lokaliziran je lijevo, dok manji dio ima
desnostrani karcinom debelog crijeva. Postotak ispitanika bez mutacije gena KRAS je veéi u
odnosu na postotak ispitanika koji imaju mutaciju. I postotak ispitanika bez mutacije gena
NRAS je ve¢i u odnosu na postotak ispitanika koji imaju mutaciju. Mutaciju oba analizirana
gena (KRAS ili NRAS) ima da nesSto veci postotak ispitanika, od onih koje je nemaju. Nije
utvrdena statisticki znacCajna razlika u pojavnosti mutacije analiziranih gena RAS

usporedujuéi desnostrane i ljevostrane karcinoma debelog crijeva.
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9. SUMMARY
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Research Objective: Colorectal cancer is one of the most common tumors, which accounts
for 9.7% of all malignant diseases (6). The aim of this thesis is to investigate whether there is
a statistically significant difference in occurrence between the mutation of KRAS and NRAS
genes in the right-sided and left-sided colorectal cancer of patients treated with surgery at the
University hospital of Split, whose mutation was determined in the Clinical Institute of
Pathology, Cytology and Judicial Medicine on paraffin tumor tissue patterns in the period

from 2014 to 2017.

Subjects and Methods: The study included 136 patients with colorectal cancer treated with
surgery at the University hospital of Split, who after the operation were analysed on mutations
of KRAS and NRAS genes from paraffin tumor tissue samples from January 2014 to the end
of February 2017 year. Data was collected by searching the database of the Clinical and
Judicial Medicine Laboratory and Department of Pathology of the Clinical Institute of
Pathology, Judicial Medicine and Cytology and the Clinic for Surgery of the University
hospital of Split. All patients were collected and analyzed on gender, age, localization of the
disease (right or left) and the existence of KRAS and NRAS mutations. All patients (n = 136)
were analyzed on mutation of KRAS gene. Patients with a negative mutation finding of
KRAS gene and one patients with proven mutation of KRAS gene (n = 73) were analyzed to a
NRAS mutation analysis.

Results: Of the total number of patients analyzed on KRAS and NRAS mutation (n = 136),

men were 92 (67.65%) and women 44 (32.35%), which indicates a twice-frequent incidence
of males rather than women. The average age of the patient was 62.32 years (range 37-79).
The analysis showed that most patients were between 50 and 64 years (42.32%). Out of the
total number of patients the number of left-sided tumor was 99 (72.79%), and right-sided 37
(27.21%). Out of the total number of patients there were 64 (47.06%) who had mutation, and
72 (59.84%) did not have KRAS mutations. The mutation of NRAS genes was tested in 73
(53.68%) patients, of whom 11 (15.07%) had mutation and 62 (84.93%) did not have NRAS
mutation. Statistically significant differences KRAS and NRAS mutations of right and left
colorectal cancer were checked by the y2 test in which p = 0.6613 (p <0.05 set as statistically

significant).

Conclusions: The number of patients with KRAS and NRAS mutations is getting higher
every year. There wass a higher percentage of male patients than female. KRAS and NRAS
mutations are negative prognostic factors. Their activation predicts poor response to
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monoclonal anti-EGFR antibodies therapy in advanced colorectal cancer. In this study, most
colorectal cancer were left-sided, while less patients had right-sided colorectal cancer. The
percentage of patients with no mutation of KRAS genes was higher than the percentage of
patients with mutation. Also, the percentage of patients without NRAS mutation was higher
than the percentage of patients who had a mutation. The mutation of both analyzed genes
(KRAS or NRAS) had a slightly higher percentage of pozitive patients than those who did not
have mutation. There was no statistically significant difference in the occurrence of RAS

mutations by comparing right-sided and left-sided colorectal cancer.
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