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1. UVOD

Kolorektalni karcinom jedan je od naj¢es¢ih karcinoma u ljudi. U stalnom je porastu i danas
predstavlja vise od 90 % zlocudnih tumora debeloga crijeva. Muskarci nesto ¢esce
obolijevaju, a vr$na incidencija je izmedu 60 i 70 godina te je veca u razvijenim zemljama

(Damjanov i sur., 2018).

U Hrvatskoj je usvojen Nacionalni program ranoga otkrivanja raka debeloga crijeva koji se
provodi medu osobama u dobi izmedu 50. i 74. godine s ciljem otkrivanja karcinoma
debeloga crijeva u najranijoj fazi kako bi se ranije uspostavila terapija, smanjila smrtnost,
povecala uspjesnost lijeCenja te opcenito unaprijedila kvaliteta zivota bolesnika 1 povecala

svijest o ozbiljnosti bolesti.

Interakcija stecenih i nasljednih genetskih promjena s okolisnim ¢imbenicima kroz dulje
vremensko razdoblje dovodi do nastanka karcinoma kolona 1 rektuma. Nakupljaju se mutacije
u onkogenima, tumorskim supresorskim genima i genima za popravak krivo sparenih baza u
DNA (MMR geni) tijekom razvoja normalnoga epitela kolona §to dovodi do adenoma i
metastatskih karcinoma (Kapitanovi¢, 2015). Boljim razumijevanjem i poznavanjem
genetskih pojava, biljega te mogu¢ih mehanizama nastanka karcinoma, pridonosi novim
strategijama prevencije, dijagnoze, pa tako i terapije kolorektalnoga karcinoma (Kapitanovi¢,

2015).



1.1. Anatomija debeloga crijeva

Crijevo je cjevasti zavojiti organ u trbusnoj Supljini koji se nadovezuje na pilorus zeluca,
zavrSava analnim otvorom, a osnovna podjela je na tanko i debelo crijevo (Straus i Cvoriséec,

2009).

Debelo crijevo (lat. intestinum crassum) nastavlja se na tanko crijevo (lat. ileum) i proteze se
do analnoga otvora. Zapocinje kao slijepo crijevo (lat. caecum) u desnoj ilijacnoj jami na
¢ijem se dnu nalazi crvuljak (lat. apendix vermiformis). Uzlazno debelo crijevo (lat. colon
ascendens) pruza se izmedu slijepoga crijeva i desnoga zavoja debeloga crijeva te doseze do
donje plohe jetre. Potom, prelazi u poprecno debelo crijevo (lat. colon transversum) koje se
proteze izmedu desnoga i lijevoga zavoja debeloga crijeva te zavija u silazno debelo crijevo
(lat. colon descendens) u lijevom gornjem kutu trbuha. Nastavlja u sigmoidno debelo crijevo
(lat. colon sigmoideum) u lijevoj ilijacnoj jami 1 zdjelici, a zavrSava ravnim crijevom (lat.
rectum) u straznjem srediSnjem dijelu male zdjelice. Rektum sadrzi sfinktere, vazne za
kontinenciju i otvara se cmarom (lat. anus). Uzlazno, silazno i ravno debelo crijevo
nepomicni su dijelovi prirasli uz straznju trbusnu stjenku, dok su slijepo crijevo, poprecno i

sigmoidno debelo crijevo pomicni dijelovi debeloga crijeva (JalSovec, 2018).

Uzlazni 1 poprecni kolon naziva se proksimalni dio debeloga crijeva, a distalni dio ¢ine silazni

1 sigmoidni kolon.



1.2. Histologija debeloga crijeva

Crijevnu stjenku izvana gradi glatka peritonealna ovojnica (lat. tunica serosa) koja je rahlim
vezivom povezana s miSi¢nim tkivom (lat. tunica muscularis), a prema crijevnom lumenu
nalazi se sloj podsluznice i sluznice (lat. funica mucosa) koja se sastoji od triju slojeva. Sloj
epitelnih stanica nalazi se prema lumenu, ispod je vezivni sloj sluznice (lat. lamina propria
mucosae) u kojem su smjesteni limfni ¢vorovi 1 zlijezde koje izlucuju crijevni sok te zadnji

sloj glatkih misiénih vlakana (lat. lamina muscularis mucosae) (Straus i Cvoriéec, 2009).

First part of he duodenum
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Slika 1. Anatomija debeloga crijeva, prilagodeno i preuzeto prema

https://www.surgeryjournal.co.uk



1.3. Fiziologija debeloga crijeva

Specifi¢ne funkcije crijeva jesu probava i apsorpcija hrane (tanko crijevo), a apsorpcija vode i
elektrolita iz himusa, stvaranje ¢vrstoga fecesa, pohrana fekalnih masa do njihova izbacivanja
uloga je debeloga crijeva. Apsorpcija se u najvecoj mjeri dogada u proksimalnom dijelu
debeloga crijeva (apsorpcijski kolon), dok se pohrana fekalnih masa nalazi u distalnoj

polovici (spremi$ni kolon) (Guyton i Hall, 2017).

Prema Guytonu i Hallu (2017), u lumen debeloga crijeva dnevno prijede oko 1,5 L himusa, a
kako se tekuc¢ina i otopljene tvari sve viSe apsorbiraju prolaskom kroz crijevo, fecesom se
izbaci tek manje od 100 mL tekuéine. Sluznica debeloga crijeva obloZena je mnogobrojnim
Lieberkiihnovim kriptama, no u njoj nema resica kao u sluznici tankoga crijeva. Epitelne
stanice su uglavnom mukozne stanice koje luce samo sluz, one gotovo uopcée nemaju
probavnih enzima. Sluz §titi crijevnu stjenku od oStecenja, velike bakterijske aktivnosti u
fecesu i sluzi kao ljepilo koje povezuje fekalne mase. Sluznica izlucuje hidrogenkarbonatne
ione od strane epitelnih stanica koje ne izlucuju sluz i istodobno apsorbira iste koli¢ine
kloridnih iona. Takoder, tako se osigurava luznatost sekreta i onemogucava nagrizanje
crijevne stjenke kiselinama nastalim u fecesu. Izravnim dodirnim podrazivanjem epitelnih
stanica koje oblazu debelo crijevo i lokalnim ziv€anim refleksima koji podrazuju mukozne
stanice u Lieberkiihnovim kriptama postize se regulacija brzine izlu¢ivanja sluzi. Aktivna je i
potpunija apsorpcija natrija za razliku od sluznice tankoga crijeva jer su spojista izmedu
epitelnih stanica mnogo ¢vrs¢a te onemogucavaju glavninu povratne difuzije, a zbog
stvorenoga gradijenta elektricnoga potencijala, apsorbiraju se i kloridi. Osmotski gradijent
kroz sluznicu, nastao zbog apsorpcije natrija i kalija, omogucuje i apsorpciju vode. Takoder,
djelovanjem bakterija u apsorpcijskom kolonu, nastaje vitamin K stvoren od bakterija, §to je
od iznimne vaznosti s obzirom da vitamin K unesen dnevnom prehranom cesto nije dovoljan

za normalno zgrusavanje krvi.



Za razliku od segmentacijskih kretnji koje nastaju u tankom crijevu, u debelom crijevu
pronalazimo velika kruzna suzenja. Kruzni se misi¢ steze na svakom od tih suzenih mjesta, a
istodobno se kontrahira i uzduzno misi¢je debeloga crijeva. Tako se nepodrazeni dijelovi
crijeva, zbog kontrakcija kruznoga i uzduznoga misi¢ja, ispupce prema van u haustracije,
vrecaste tvorbe. Spore i trajne haustralne kontrakcije uzrokuju potiskivanje himusa od
ileocekalnoga zalistka kroz debelo crijevo, a polutekuci himus na tom putu postaje polukruta
zitka masa. Funkciju potiskivanja mogu obavljati i masovne kretnje koje se pojavljuju jedan
do tri puta u danu, pobuduju ih gastrokoli¢ni i duodenokoli¢ni refleksi, ali i nadrazaj debeloga
crijeva (ulcerozni kolitis). Kada masovne kretnje potisnu feces u rektum, rastezanje rektalne
stjenke pobuduje aferentne signale, oni se Sire mijentericnim spletom te izazivaju stvaranje
peristalti¢nih valova u silaznom, sigmoidnom kolonu i rektumu te feces prolazi prema anusu.
Inhibicijski signali iz mijenterickog pleksusa olabave unutarnji analni sfinkter kada se
peristalticki val priblizi anusu, a do defekacije dolazi ukoliko se svjesno olabavi vanjski

analni sfinkter (Guyton i Hall, 2017).



1.4. Karcinogeneza
1.4.1. Tumori

Patoloske tvorbe koje nastaju zbog prekomjernog rasta abnormalnih stanica nazivamo
novotvorinama (tumori, neoplazme). Dijele se na dobro¢udne (benigne) i zlo¢udne (maligne)
tumore. Zlo¢udni tumori, ¢esto nazivani rakom, Sire se u okolna tkiva, a krvlju ili limfom i u

druge dijelove tijela (metastaziranje) (Damjanov i sur., 2018).

Zlo¢udni tumori dijele se na karcinome, sarkome 1 hemoblastome. Karcinomi su maligni
tumori epitelnih, mukoidnih stanica i parenhimatoznih organa poput pluca, jetre, bubrega

(Straus i Rumora, 2009) te su najées¢i oblik tumora.

Razvoj malignih tumora dogada se u nekoliko stadija: inicijacija, promocija i progresija te
metastaziranje. Inicijacija podrazumijeva nepovratan proces u kojem se razvija klon od jedne
zlocudno preobrazene stanice. Promocija je reverzibilan proces koji ovisi o u¢inku
karcinogenih faktora, dok su za progresiju karakteristicne vidljive genomske promjene te
stvaranje lokalnoga tumora. Metastaziranje je $irenje tumora po organizmu (Straus i Rumora,

2009).

1.4.2. Etiologija zlo¢udnih tumora

Maligna stanica nastaje akumulacijom brojnih oStecenja koja su izbjegla stani¢ne mehanizme
popravka. Osteceni su geni tumorskih supresora i antionkogeni koji imaju ulogu u regulaciji
stani¢noga ciklusa, apoptoze i stabilnosti genoma. U manjem broju sluc¢ajeva oSte¢enje moze
biti prisutno u zametnim stanicama te se prenositi na potomstvo, ali najcesc¢e se dogadaju u
somatskim stanicama utjecajem raznih mutagena poput bioloskih ¢imbenika (EBV, HIV tip 1,
HPV tipovi 16,18), djelovanjem razlicitih okolisnih faktora (suncevo zracenje, aflatoksin),
lijekova, stil Zivota (pusenje, alkohol), profesionalna izlozenost (arsen, azbest) (Vrdoljak 1
sur., 2013). Ksenobiotici, koji postaju karcinogeni nakon metaboli¢ke aktivacije pomocu
enzimskih sustava za biotransformaciju i detoksikaciju smjestenih u endoplazmatskom
retikulu, mogu se kovalentno vezati na DNA, RNA i proteine $to uzrokuje mutacije, pojacanu

metilaciju DNA kao i promjene u strukturi kromatina (Straus i Rumora, 2009).



Pokazalo se kako ulogu u nastanku i progresiji malignih tumora, osim mutacija, imaju
epigenetske promjene (nisu vezane uz izravne promjene DNA, primjerice metilacija DNA),
molekule mikro-RNA (sudjeluju u regulaciji genske ekspresije), mehanizmi povezani sa
skrac¢ivanjem telomera (krajevi kromosoma kada se skrate do odredene duljine, stanica

prestaje s diobom) (Vrdoljak i sur., 2013).

1.4.3. Geneticka teorija karcinogeneze

Genske mutacije zasluzne su za zlo¢udnu preobrazbu stanica, a mogu se podijeliti na
pokretacke (engl. driver), koje se dogadaju u protoonkogenima, tumorskim supresorskim
genima te su povezane s nastankom malignih tumora, 1 usputne (engl. passenger) koje nisu
vazne za progresiju tumora, nego su posljedica genomske nestabilnosti (Vdroljak 1 sur.,

2013).

Onkogeni su geni koji mijenjaju normalne signale ¢ime nestaje kontrola rasta i proliferacije,
stanice se nekontrolirano dijele, a nastaju zbog mutacija ili abnormalne ekspresije
protoonkogena, odnosno gena koji sudjeluju u regulaciji normalne stani¢ne proliferacije i
diferencijacije. Tumorski spresorski geni kodiraju proteine koji inhibiraju proliferaciju i
prezivljavanje stanice, a inaktivacijom tih gena, mutacijom ili epigenetski (metilacija njihovih
promotora), eliminiraju se ovi regulacijski proteini 1 dolazi do nastanka tumora. Za razliku od
tumorskih supresorskih gena gdje je nuzna inaktivacija oba alela (recesivni u¢inak), promjene
kojima nastaju onkogeni imaju dominantni u¢inak, dovoljna je promjena u jednom alelu za

ocitovanje ucinka (gtraus i Rumora, 2009; Vrdoljak i sur., 2013).

Mnogi protoonkogeni su geni za tirozinske kinaze, proteine koji fosforiliraju tirozinske
ogranke drugih proteina te tako prenose signal unutar stanice (Vrdoljak i sur., 2013).
Tirozinske kinaze nisu dio receptora i u citoplazmi se nalaze vezane za membranu preko
svojega N-kraja, kao §to su ¢lanovi porodice Src kinaza. Aktivacija gena src povezana je s
nastankom karcinoma kolona gdje je povecana aktivnost Src-kinaze. Produkt bcl-2 onkogena
integralni je protein koji inhibira apoptozu i poti¢e prezivljavanje malignih stanica, a u ranoj
fazi nastanka kolorektalnih tumora, abnormalna je ekspresija bcl-2 gena. Nativni tip
tumorskoga supresorskog gena p353 kontrolira diobu regulacijom ulaska stanice u S-fazu
ciklusa. To€kasta mutacija u jednom alelu i delecija u drugom, prisutna je kod 75-80 %

karcinoma kolona (Straus i Rumora, 2009).



1.4.4. Karakteristike tumora

Kako navode Vrdoljak i sur. (2013), zajednicka obiljezja svih vrsta raka jesu samodostatnost s
obzirom na signale rasta, izmicanje apoptozi, tumorska angiogeneza, tkivna invazija,
neogranicen potencijal umnazanja i neosjetljivost na signale koji inhibiraju rast, a kasnije su
dodane jos cetiri karakteristike: sposobnost izbjegavanja imunosnoga odgovora, poremecen
metabolizam, upala te genomska nestabilnost.

Mati¢ne stanice raka imaju sposobnost samoobnavljanja 1 diferenciranja u druge stanice raka.
Upravo su one vazne u lijeCenju jer se pretpostavlja da lijek koji moze unistiti velik dio

stanica zlo¢udnoga tumora, ali ne i mati¢ne, ne¢e dovesti do izlje¢enja (Vrdoljak i sur., 2013).

1.5. Karcinom debeloga crijeva

Maligni tumor zljezdanoga epitela sluznice debeloga crijeva koji nastaje zbog genskih
promjena i okoliSnih ¢imbenika tijekom duzeg vremenskoga razdoblja, naziva se karcinom

debeloga crijeva.

Kod muskaraca se nalazi na tre¢em mjestu prema ucestalosti (iza raka pluca i prostate), dok
kod Zena zauzima drugo mjesto (iza raka dojke). Karcinom se naj¢es¢e razvija u sigmoidnom
kolonu (25 %), rektumu i anusu (45 %), stoga je vazno naglasiti pravilnu prehranu i redovito
praznjenje stolice kako bi doticaj potencijalno kancerogenih tvari iz fecesa bio u §to kraCem
vremenu sa sluznicom crijeva. UCestalost raka na mjestu slijepoga crijeva i uzlaznoga kolona
je 15 %, u popre¢nom dijelu kolona 10 %, a najmanja je u silaznom kolonu
(https://www.zzjzdnz.hr/zdravlje/prevencija-raka/rak-debelog-crijeva-ranije-otkrivanje-bolja-

prognoza).



1.5.1. Patohistologija

Vecina karcinoma debeloga crijeva razvijaju se iz dobrocudnih adenoma koji izrastaju iz
crijevne stijenke 1 Sire se u lumen (adeno-karcinomski slijed). Adenomatozni polipi histoloski
se dijele na tubularne, tubulovilozne i vilozne adenome, a neadenomatozni obuhvacaju
hiperplasti¢ne polipe, juvenilne polipe, pseudopolipe, lipome (http://www.msd-
prirucnici.placebo.hr/msd-prirucnik/bolesti-probave/tumori-probavnog-sustava/polipi-kolona-

i-rektuma).

Duze od pet godina potrebno je za adeno-kacinomski slijed. Rizik od obolijevanja ovisi o
veli€ini, broju, histoloSkom tipu te vremenu rasta polipa, a ve¢u moguénost maligne pretvorbe
imaju vilozni tip 1 polipi ve¢i od 10 mm. Od ostalih oblika malignih tumora, to su mucinozni
(prevladava mnogo mucina), scirozni (fibrozna komponenta), skvamozni i melanokarcinom

(Brki¢ i Grgi¢, 2006).

Prva patohistoloska podjela prema Dukesu, koja uzima u obzir transmuralnu penetraciju
karcinoma prema okolnom tkivu te postojanje metastaza u limfnim ¢vorovima (Bergman

Markovi¢, 2015).

Tablica 1. Klasifikacija prema Dukesu i stopa prezivljavanja (dopunjena Astler-Collerovom
klasifikacijom s podskupinama B1 i C1), preuzeto i prilagodeno prema Bergman Markovi¢,

2015.

Klasifikacija prema Dukesu Stopa prezivljavanja
A - tumor ograni¢en na sluznicu 80-95 %
B - tumor proSiren na cijelu stijenku 65 %

B1 - tumor ograni¢en na submukozu i mukozu

B2 - tumor zahvaca 1 miSi¢ni sloj

C - tumor proSiren na limfne ¢vorove 50 %
C1 - miSiéni sloj i regionalni limfni ¢vorovi
C2 - tumor probija cijelu stijenku cijeva i ovojnicu uz

regionalne limfne ¢vorove

D - postoje udaljene metastaze <0%




U klinicku praksu uvedena je TNM klasifikacija gdje T oznaCava primarni tumor, N (nodus)
metastaze regionalnih limfnih ¢vorova i M prisutnost udaljenih metastaza karcinoma debeloga
crijeva (Straus i Rumora, 2009). TNM klasifikacija dijeli se na UICC (Union Internationale
Contre le Cancer) 1 AJCC (American Joint Committee on Cancer) koja zahtijeva pregled
najmanje 12 limfnih ¢vorova pa na osnovi toga NO predstavlja tumore kod kojih su svi limfni
¢vorovi bez tumorskoga tkiva, N1 oznacava tumor opazen u jednom do tri regionalna limfna

¢vora, a N2 oznacava tumor naden u Cetiri ili viSe regionalnih limfnih ¢vorova (Roth, 2001).

Tablica 2. TNM Kklasifikacija karcinoma debelog crijeva, preuzeto i prilagodeno prema

Bergman Markovi¢, 2015.

T1-T4 Dubina invazije
NO Limfni ¢vorovi negativni
N1 Metastaze u 1-3 limfna ¢vora
N2 Metastaze u viSe od 3 limfna ¢vora
MO Nema udaljenih metastaza
Ml Prisutne udaljene metastaze

1.5.2. Klinicka slika

Klini¢ka slika bolesnika dugo je asimptomatska jer kolorektalni adenokarcinom raste sporo te

kada naraste dovoljno velik tada se javljaju simptomi.

Lijevostrane karcinome karakterizira sideropeni¢na anemija, stolica pomijeSana krvlju,
izmjena dijareje 1 zatvora uz gréevite bolove u donjem dijelu abdomena jer karcinom kruzno
zahvaca crijeva. Kod desnostranih karcinoma javlja se takoder sideropeni¢na anemija, slabost
1 zamor, dok opstrukcija kasnije nastupa jer je ve¢ega lumena i tekuceg sadrzaja.
Uznapredovala bolest o€ituje se sistemskim manifestacijama, odnosno povisenom

temperaturom, slabost, malaksalost te gubitak tjelesne mase (Damjanov i sur., 2018).
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1.5.3. Rizik za obolijevanje

Najveci broj slucajeva karcinoma debeloga crijeva pojavljuje se sporadicno (75 %), pod
utjecajem vanjskih faktora, manji udio zauzimaju pacijenti s pozitivnom obiteljskom
anamnezom ili osobnom anamnezom kolorektalnih adenoma (15-25 %), a najmanji broj ¢ine
osobe s genetskom predispzicijom (1 %) te upalne bolesti crijeva (1 %)
(https://www.zzjzdnz.hr/zdravlje/prevencija-raka/rak-debelog-crijeva-ranije-otkrivanje-bolja-

prognoza).

Nasljedni sindromi koji povecavaju rizik su Lynchov sindrom i familijarna adenomatozna
polipoza (FAP). Lynchov sindrom je nepolipozni autosomno-dominantni poremecaj u kojem
dolazi do mutacija gena za popravak pogresno sparenih baza. Mutacije su najces¢e na genima
MSH?2 i MLH1 koje se ocituju kao mikrosatelitska nestabilnost. Osim §to Lynchov sindrom
povecava rizik od nastanka kolorektalnoga karcinoma (u mladoj zivotnoj dobi od 45-50
godina), moZe uzrokovati 1 karcinome tankoga crijeva, endometrija, jajnika, uretera. APC 1
beta-kateninski put odgovorni su za nastanak oko 80 % sporadi¢nih karcinoma crijeva te su
takoder uzrok obiteljske adenomatozne polipoze. Obje su kopije gena APC izgubljene zbog
¢ega nastaje poremecaj razgradnje beta-katenina koji se nakuplja i premjesta u jezgru te

pokrece diobu stanice (Damjanov i sur., 2018).

Rizik za nastanak bolesti povecava visokokalori¢na prehrana prepuna Zivotinjskim
masnoc¢ama, nedostatak tjelovjezbe, pusenje i alkohol. Pretpostavlja se da intestinalne
bakterije pretvaraju dijetalne fosfolipide u diacilglicerol koji moze u¢i u stanice epitela i
stimulirati proteinsku kinazu C §to dovodi do proliferacije stanice. Takoder, povecana razina
zucnih kiselina oStecuje sluznicu, a tijekom metabolizma masti stvaraju se slobodni radikali.
Prehrana bogata vlaknima, kalcija, antioksidansi, fizicka aktivnost, primjena nesteroidnih
antireumatika, hormonska nadomjesna tarepija smanjuju rizik od obolijevanja (Brki¢ i Grgi¢,

2006).

Takoder, rizik od razvoja tumora ovisi o dobi, incidencija raste nakon pedesete godine, a
vrs$nu vrijednost dostize u dobi od oko sedamdeset godina. Bolesnici koji imaju kroni¢ne
upalne bolesti debeloga crijeva (ulcerozni kolitis, Crohnova bolest) te prethodno operirani od

kolorektalnoga karcinoma posebno su rizi¢ne skupine (Damjanov i sur., 2018).
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1.5.4. Dijagnoza i prognoza

Kod vecine pacijenata, bolest se otkriva u simptomatskoj fazi, a kod asimptomatskih osoba
dijagnosticira pomoc¢u metoda za rano otkrivanje bolesti (test okultnog fekalnog krvarenja u

stolici).

Ukoliko simptomi ukazuju na postojanje bolesti, potreban je klinic¢ki pregled koji ukljucuje
digitorektalni pregled, rektostigmoidoskopiju, kolonoskopiju ili irigografija (kada se
kolonoskopija tehnicki ne moze izvesti). Kolonoskopija je zlatni standard, ona najbolje
prikazuje cijelo debelo crijevo, omogucéuje endoskopsko odstranjivanje polipa te uzimanje
uzoraka za biopsiju. Razvijena je takoder virtualna kolonoskopija gdje se koristi magnetska
rezonancija i odgovarajuci raCunalni program te se procesira endoluminalni prikaz debeloga
crijeva, ispunjenoga zrakom. Dijagnoza prosirenosti kolorektalnoga karcinoma, otkriva se
endoskopskim ultrazvukom i radioloskim slikovnim metodama (Roth, 2001; Brki¢ i Grgi¢,

2006).

Prognoza bolesti ovisi o zrelosti tumora i histoloSkom tipu. Povezana je s dubinom prodora
tumora kroz stijenku crijeva, postojanje udaljenih metastaza te zahvacenost perifernih limfnih
¢vorova. Stageing sustav, odnosno Dukesova klasifikacija prosirenosti i TNM-klasifikacija

dijele karcinom debeloga crijeva i rektuma (CRC) u Cetiri stadija (Brki¢ 1 Grgi¢, 2006).
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Prema Brkic¢u i Grgicu (2006), sljedeca Cetiri stadija jesu:

stadij A (TINOMO) obuhvaca povrsinske tumore koji ne prodiru kroz m. mucosae te

nema pozitivnih limfnih ¢vorova;

stadij B obuhvaca dvije podskupine tumora koji ne zahvacaju regionalnie limfne
¢vorove:
B1 (T2NOMO) u kojem je tumor ograni¢en na m. mucosae

B2 (T3-T4NOMO) gdje tumor prodire u ili kroz serozu;

stadij C predstavlja tumore koji zahvacaju regionalne limfne ¢vorove te se takoder
dijeli na dvije podskupine:
C1 (T2N1MO) - tumor ogranicen na m. mucosae

C2 (T3-TAN1MO) - tumor prodire u ili kroz serozu;

stadij D (TXNXM1) obuhvaca tumore s udaljenim metastazama (jetra, pluca, kosti,

bubrezi, nadbubrezne Zlijezde, mozak).

Mucosa TINOMO T2NOMO T3-4NOMO T2NIMO T3-4N1MO TXNXM1

”\r\?

Liver Lungs

Distant
Metastases

Slika 2. Prikaz stadija proSirenosti kolorektalnog karcinoma; preuzeto i prilagodeno prema

http://what-when-how.com
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1.5.5. Terapija

Lijecenje kolorektalnoga karcinoma ve¢inom je zajednicki pristup koji obuhvaca kirursko 1

farmakolosko lijeCenje te zracenje (Roth, 2001).

Osnovni nacin lijecenja je kirurSko odstranjenje tumora, a vrsta kirurSkoga zahvata ovisi o
lokalizaciji malignoga tkiva. Za prvi stadij prosirenosti karcinoma, potrebno je kirurSkim
zahvatom odstraniti segment crijeva zahvacen tumorom, pripadajuce krvne zile, 12 ili 13
limfnih ¢vorova te limfna drenaza. Kemoterapija se provodi, nakon odstranjenja tumora, u
stadijima B 1 C (Dukes) zbog moguce ponovne pojave tumora. Sustavni u¢inak kemoterapije,
osim tumorskih stanica uniStava i zdrave stanice (probavni sustav, koStana srz, vlasiste), zbog
¢ega su najcesce nuspojave celavost, mucnina, smanjenje broja krvnih stanica. Bolesnici u
stadiju C moraju biti podvrgnuti kemoterapiji, za razliku od pacijenata stadija B koji ovisi o
diferenciranosti karcinoma, prijeoperativnoj koncentraciji karcinoembrionalnoga antigena
(CEA) u serumu te o invaziji vena zlo¢udnim stanicama (Bergman Markovi¢, 2015).
Standardna adjuvantna kemoterapija karcinoma kolona u Hrvatskoj je leukovorin (potencira
citotoksi¢ni efekt 5-FU) + 5-fluorouracil kroz Sest ciklusa s 28-dnevnim razmacima, a druge
mogucnosti su monoterapija kapecitabinom (manje nuspojava te bolja kvaliteta zivota) i
FOLFOX-4 kombinacija leukovorin + 5-fluorouracil + oksaliplatina (12 ciklusa, Sest mjeseci)

kojom se postize najbolji uspjeh (Brki¢ 1 Grgi¢, 2006).

Radioterapija koristi zracenje kako bi se smanjila veli¢ina ili uklonila tumorska masa. Kod
velikih tumora, radioterapija se provodi i prije kirur§kog zahvata, a kemoradioterapija se
primjenjuje kod karcinoma rektuma (Bergman Markovi¢, 2015). Nakon terapije mjeri se
razina karcinoembrionalnoga antigena u serumu koja se povecava tijekom progresije
kolorektalnoga karcinoma i razvoja metastaza zato je njeno odredivanje korisno za pracenje
uspjesnosti lije¢enja i prognoze (Straus i Rumora, 2009). Takoder, dostupni su i bioloski
lijekovi poput bevacizumaba, monoklonskoga protutijela na vaskularni endotelni faktor rasta
(engl. vascular endothelial growth factor, VEGF) koji ciljano djeluje na tumorsko tkivo i ima

manji profil nuspojava od klasi¢nih kemoterapeutika.
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2. OBRAZLOZENJE TEME

vvvvv

kako u svijetu tako i u Hrvatskoj. lako medicinska znanost znacajno istrazuje i ulaze resurse u
dijagnostiku i lijecenje ove maligne bolesti, pojavnost novih sluc¢ajeva i smrtnost, u stalnom

su porastu.

Svrha ovoga diplomskoga rada jest proucavanje stru¢nih i znanstvenih radova koji se odnose
na genetsku podlogu razvoja kolorektalnoga karcinoma te znacajnost proucavanja genetskih

biljega za rano otkrivanje i lijeenje bolesti.
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3. MATERIJALI I METODE

Za izradu diplomskoga rada, obradena je stru¢na i znanstvena literatura iz bibliografske baze

podataka PubMed u razdoblju od 2010. do 2021. godine. Znanstveni ¢lanci pretrazivani su
pod klju¢nim rije¢ima: karcinom kolona (engl. colon cancer), kolorektalni karcinom (engl.
colorectal cancer), kromosomska nestabilnost karcinoma kolona (engl. chromosomal
instability in colon cancer), mikrosatelitska nestabilnost karcinoma kolona (engl.
microsatellite instability in colon cancer), genski biljezi (engl. genetic biomarkers),
Pretrazivanja su takoder, obuhvatila radove objavljene na Portalu hrvatskih znanstvenih i
strucnih Casopisa Hr¢ak te Google Scholar pod klju¢nim rije¢ima kolorektalni karcinom i

karcinom kolona u istom razdoblju.
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4. REZULTATI I RASPRAVA

Karcinom kolona i rektuma (CRC) rezultat je nakupljanja genetskih mutacija somatskih
(stecene) 1/ili stanica germinativne linije (nasljedne) u vremenskom periodu od deset do

petnaest godina.

Na dnu crijevnih kripti nalaze se epitelne maticne stanice ¢ijom diobom nastaje jedna stanica-
kéi (ostaje mati¢na) i druga koja proliferira i diferencira. Budu¢i da su epitelne stanice crijeva
smjestene u nepovoljnom okruzenju i u kontaktu s raznim mutagenima, zive nekoliko dana te
se odbacuju u lumen crijeva. Obnova crijevnoga epitela neprestano se dogada diobom
mati¢nih stanica u populaciju prijelazno-umnazajucih stanica koje se kasnije diferenciraju u
stanice povrSinskog epitela crijeva (apsorptivne, peharske i enteroendokrine stanice) (Cooper i

Hausman, 2010).

Iako mati¢na stanica opisanim nac¢inom diobe §titi genom, javljaju se nestabilnosti u genima.
Glavni mehanizmi nastanka CRC-a ukljucuju kromosomsku nestabilnost (engl. chromosomal
instability pathway, CIN), mikrosatelitsku nestabilnost (engl. microsatellite instability
pathway, MSI) 1 hipermetilacije CpG otoka (CIMP) (Recio-Boiles 1 Cagir, 2021).
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4.1. Kromosomska nestabilnost (CIN)

Najcesci oblik genske nestabilnosti prisutan u 85 % kolorektalnoga karcinoma (adeno-

karcinomski slijed) jest kromosomska nestabilnost. Karakterizira je visoka stopa amplifikacija

ili delecija dijelova kromosoma, a posljedi¢no nastaje aneuploidija, gubitak heterozigotnosti i

rearanzman kromosoma. Akumuliraju se mutacije u specificnim onkogenima poput KRAS i

BRAF, te tumorskim supresorskim genima APC i TP53. Geneticki model karcinogeneza

kolorektalnoga karcinoma Fearona 1 Vogelsteina, pokazuje kako se inaktivacija APC gena na

kromosomu 5q dogada u ranom stadiju nastanka adenoma. Aktivacija signalnog puta Wnt

putem mutacije 4PC moZe zapoceti nastanak adenoma. Slijede mutacije u onkogenima KRAS

1 BRAF (adenomatozna faza), a u kasnijoj fazi tumoriogeneze, pojavljuju se delecija

kromosoma 18q, inaktivacija tumorskoga supresorskog gena 7P53 na kromosomu 17p

(Nguyen i Duong, 2018).

Normal
epithelium

APC

Early

Dwell time:

Adenoma

Many decades

APC/Wnt signalling

Cancer

LOH 18q (DCC)
SMAD4 LOH 17p
KRAS CDC4 (TP53)
Intermediate J’ Late l 5
N Adenoma Adenoma
2-5 years T 2-5 years ; I
BRAF CDC4 TGFBR2
KRAS BAX
IGF2R

Slika 3. Molekularni slijed karcinogeneze CRC-a, preuzeto i prilagodeno prema

Nguyen i Duong, 2018.
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Mehanizmi koji takoder dovode do nastanka kromosomske nestabilnosti jesu defekti u

kromosomskoj raspodjeli (anafaza) i disfunkcija telomera.

Kontrolna tocka sklopa mitotickoga vretena glavni je mehanizam provjere stanicnoga ciklusa
koji odgada pocetak anafaze sve dok se udvostruc¢ene kromatide pravilno ne rasporede u
metafaznoj ravnini. Defekti u ovoj kontrolnoj tocki, dovode do nejednolike kromosomske
raspodjele te posljedi¢no do aneuploidije, nepravilanog broja kromosoma u stanicama kceri.
Somatske mutacije u genima hZw10, hZwilch, hRod (kodiraju kinetohorne proteine vazne za
kontrolu mitoze) i prekomjerna ekspresija CENP-E (protein E vezan za centromeru)
primije¢ene su u CRC-u. Takoder, nastanak CIN-a u CRC-ima povezuje se pretjeranom
ekspresijom gena AURKA 1 PLK1 koji kodiraju kinaze vezane na centrosom (Pino i Chung,

2010).

Drugi mehanizam koji dovodi do nastanka CIN-a je disfunkcija telomera, odnosno DNA-
proteinskih kompleksa koji Stite krajeve eukariotskih kromosoma od ostecenja tijekom
razdvajanja. Nakon svake diobe stanice gubi se dio telomerne DNA 1 kada se postigne kriticna
duljina telomera, pokrecu se kontrolne tocke oSte¢enja DNA kojom se aktiviraju putevi koji
vode starenju stanice i apoptozi. Prilikom oSte¢enja telomera, kromosomski krajevi ulaze u
ciklus lom-fuzija-most (engl. breakage-fusion-bridge) koja se moze dogadati tijekom vise
generacija te dovesti do genomske nestabilnosti. Aktivnost telomeraza, enzima koji produljuju
telomere, povecana je u CRC-ima. U kasnijim fazama karcinogeneze, aktivnost telomeraza
pridonosi besmrtnosti tumorskih stanica te je primije¢eno kako je u stadijima C i D (Dukes)

povecana duljina telomera u usporedbi s A i B stadijima (Pino i Chung, 2010).
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4.1.1. Tumorski supresorski gen APC/Wnt signalni put

APC (engl. adenomatous polyposis coli) je tumorski supresorski gen na kromosomskom
polozaju 5921 koji u normalnim uvjetima blokira prijelaz iz G1 u S fazu stani¢noga ciklusa
(Armaghani i sur., 2012). Wnt signalni put potice proliferaciju mati¢nih stanica prilikom
obnavljanja stanica u debelom crijevu zbog ¢ega poremecena aktivnost tih signalnih puteva

dovodi do nastanka karcinoma kolona. (Cooper i Hausman, 2010).

Vaznu ulogu u Wnt signalizaciji ima beta-katenin, kodiran CTNNBI genom, koji se
razgraduje pod utjecajem APC proteina te se zaustavlja Wnt signalizacija. Mutirani APC gen
ili mutacije u beta-kateninu uzrokuju nakupljanje beta-katenina koji odlazi u jezgru, stvara
kompleks s transkripcijskim ¢imbenikom TCF/LEF (engl. T cell factor/lymphoid enhanced
factor) 1 dovodi do pretjerane aktivacije Wnt signalnog puta ¢ime se potice proliferacija,

migracija, invazija i metastaziranje kancerogenih stanica (Nguyen i Duong, 2018).

Mutacije u APC genu ili delecije alela odgovorne su za pojavu 90 % CRC-a, a ako su nastale
u zametnoj liniji tada su uzrok familijarne adenomatozne polipoze (FAP), karakterizirane
stotinama dobroc¢udnih adenoma debeloga crijeva koje je potrebno ukloniti prije nego §to
postanu maligni (Cooper 1 Hausman, 2010; Nguyen i Duong 2018). Sporadi¢ni slucajevi
CRC-a povezuju se s mutacijama ili delecijom alela APC gena u somatskim stanicama.
Priblizno 5-10 % mutacija drugih komponenata Wnt signalizacije, poput CTNNBI gena
pridonosi razvoju CRC-a (Koveitypour i sur., 2019).
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4.1.2. KRAS onkogen

RAS geni kodiraju Ras proteine (p21) koji mogu vezati gvaninske nukleotide (GDP se veze na
inaktivni oblik Ras proteina, dok aktivni oblik veze GTP) i imju sposobnost hidrolize GTP-a
medusobnim djelovanjem proteina koji aktiviraju GTP-azu i Ras-GTP kompleks (Cooper 1
Hausman, 2010). Ras proteini smjesSteni su na unutra$njoj povrsini stanicne membrane i
sudjeluju u prijenosu mitogenih signala do stani¢ne jezgre u odgovoru na faktore rasta kako bi

stanice proliferirale ili se diferencirale (Straus i Rumora, 2009).

Tockasta mutacija u RAS protoonkogenu stvara RAS onkogen: KRAS (gen virusa Kirstenova
sarkoma), HRAS (gen virusa Harveyeva virusa) i NRAS (na kratkom kraku ljudskog
kromosoma 1). K-ras proteini u ljudskim karcinomima, neprestano su aktivirani te je
neregulirana staniéna proliferacija (Straus i Rumora, 2009). Mutacija onkogena KRAS nalazi
se u oko 50 % karcinoma kolona koja inducira proliferaciju mutacije u 4PC u stanicama i
inhibira programiranu stani¢nu smrt (Damjanov i sur., 2018). Priblizno 90 % mutacija
pronadena je na kodonima 12 1 13 na egzonu 1, a 5 % mutacija nalazi se na kodonu 61 na

egzonu 2 (Pons i Correa, 2015).

Jedan od stani¢nih puteva prijenosa signala u koju su ukljuceni Ras proteini je signalni put
Ras-Raf-MAP-kinaza. Aktivacija MAPK (engl. mitogen-activated protein kinases) dogada se
u prisutnosti faktora rasta koji sjedaju na EGFR (engl. epidermal growth factor receptor) te
pripadaju porodici ERK (engl. extracellular signal-regulated kinase). Aktivirani Ras-proteini
aktiviraju Raf (protein-serin/treonin-kinaze) koji ¢e fosforilirati protein kinazu dvostruke
specificnosti MEK (MAP kinaza/ERK kinaza). MEK ¢e fosforilacijom na treoninskom 1
tirozinskom ostatku aktivirati ERK koji ¢e ulaskom u jezgru aktivirati transkripcijski faktor
Elk-1. Prilikom normalnih uvjeta, aktivnost kompleksa Ras-GTP prestaje zbog hidrolize
GTP-a, no kod mutiranih K-ras proteina nema GTP-azne aktivnosti i GTP je stalno vezan
zbog Cega su takvi proteini neprestano aktivirani $to potice nekontroliranu proliferaciju

stanica karcinoma (i u odsutnosti faktora rasta) (Cooper 1 Hausman, 2010).
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Slika 4. Signalni put Ras-Raf-MAP-kinaza, preuzeto 1 prilagodeno prema
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4.1.3. BRAF onkogen

Gen BRAF nalazi se na kromosomu 7 (7q34), kodira za BRAF protein-serin/treonin kinazu i
sudjeluje u Ras-Raf-MAPK signalnom putu koji je odgovoran za stani¢ni rast, diferencijaciju,
proliferaciju, starenje 1 apoptozu (Hussain 1 sur., 2015). Ras-Raf-MAPK signalizacija sastoji
se od malih Ras proteina (vezu GTP), aktiviraju RAF porodicu proteina (BRAF, ARAF,
RAF1) koji fosforiliraju MEK proteine, a oni aktiviraju ERK te u konacnici dolazi do
aktivacije transkripcijskog faktora Elk-1 i regulacije stani¢nih aktivnosti (Sanz-Garcia i sur.,
2017).

Mutacije mogu ¢lanove porodice gena RAF pretvoriti u onkogene zbog ¢ega se poremeti
regulacija aktivnosti Raf proteina. Kako se u signalnom putu Raf nalazi odmah iza Ras-a,
aktivacija KRAS 1 BRAF onkogena dovode do aktivacije ERK u tumorskim stanicama,

fosforilacije transkripcijskih faktora te promjena u ekspresiji gena (Cooper i Hausman, 2010).

Priblizno 90 % svih BRAF mutacija ¢ini transverzija T1799A na egzonu 15 koja rezultira
supstitucijom aminokiseline valin glutamatom na polozaju 600 proteina (V600E mutacija).
Mutirana aminokiselina oponasa regulatornu fosforilaciju te uzrokuje povecanu kinaznu
aktivnost BRAF proteina otprilike 10 puta u usporedbi s proteinom divljega tipa. [zmedu
8-12 % slucajeva metastatskoga kolorektalnog karcinoma povezuje se s BRAF mutacijama.
Veca ucestalost mutacija pronadena je u tumorima proksimalnoga debelog crijeva (uzlazni i
poprecni kolon), slabije diferenciranim, mucinozne histologije, tumori nastali MSI-om 1

velikim primarnim tumorima (Sanz-Garcia 1 sur., 2017).
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4.1.4. PIK3CA onkogen

Gen PIK3CA (engl. phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate 3-kinase, catalytic subunit alpha)
kodira protein p110 alfa, kataliticku podjedinicu PI3K (fosfatidilinozitol 3-kinaza), klase I.
Signalni put PI3K/Akt aktiviran EGFR signalizacijom, ukljucuje stani¢ni rast, pokretljivost,
proliferaciju, diferencijaciju, prezivljavanje i jedan je od najcesc¢ih nereguliranih puteva

karcinogeneze u ljudi (www.atlasgeneticsoncology.org).

PI3K fosforilira PIP2 (fosfatidilinozitol 4,5-bisfosfat) i pretvara ga u PIP3 (fosfatidilinozitol
1,4,5-trisfosfat) koji se potom veze za domenu homolognu plekstrinu na Akt (protein-
serin/treonin-kinaza). Akt se premjesta na unutarnju stranu membrane gdje se aktivira
kinazom PDK1 i mTORC2 kompleksom. Tako aktivirana Akt fosforilira transkripcijske
faktore (FOXO), proteine koji su izravni regulatori stani¢noga prezivljenja (Bad) 1 druge
proteinske kinaze (GSK-3). FOXO (uzrokuje stanicnu smrt) i GSK-3 (nadzire metabolizam te
stani¢nu proliferaciju), nakon fosforilacije s Akt, ostaju u inaktivnom stanju (Cooper 1

Hausman, 2010). Dakle, aktivacija Akt rezultira stanicnom proliferacijom i prezivljavanjem.
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Slika 5. Aktivacija PI3K-AKT signalnog puta, preuzeto i prilagodeno prema
https://www.mdpi.com/2073-4409/9/4/970/htm
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Somatske mutacije u PIK3CA genu (ekson 9 1/ili 20) pojavljuju se u 10-20 % slucajeva CRC-
a i povezane su s KRAS mutacijama te hipermetilacijom CpG otoka (Hamanda i sur., 2017).
Mutacija PI3K kod pacijenata s KRAS divljim tipom tumora pokazuje loSiju prognozu za
specificnu smrtnost od karcinoma kolona (Ulamec 1 Kruslin, 2014). Isto tako, malignosti
benignih lezija mogu pridonijeti amplifikaciji Akt-a (regulira aktivnost razli¢itih posrednika
stani¢noga prezivljavanja) i hipraktivaciji mMTORCI1 (ukljucen u regulaciju stani¢nog rasta,

sintezu proteina i autofagiju putem S6 kinaze) (Koveitypour i sur., 2019).

Takoder, vazno je istaknuti jo§ jednu tumorsku supresorsku molekulu, PTEN (engl.
phosphatase and tensin homologue protein) koja defosforilira PIP3 i inhibira PI3K/Akt
signalizaciju. Mutacije PTEN gena primijecene su u 20-40 % CRC-a. Najcesce se dogada
gubitak ekspresije gena pa tako 1 funkcije PTEN proteina (Koveitypour i sur., 2019).

4.1.5.LOH 18q i DCC

LOH 18q (engl. loss of heterozygosity) oznacava gubitak jednoga ili oba alela na kromosomu
18q, a smatra se da vecina takvih gubitaka nastaje zbog nepravilnoga mitotskog razdvajanja u
anafazi. U pocetku je gen DCC (engl. deleted in colorectal carcinoma) bio predstavljen
genom koji kodira za tumoski supresorski protein DCC, no kasnije je utvrdeno kako je njegov
produkt stani¢ni povrSinski receptor za ziv€ani protein netrin-1 (Pino i Chung, 2010). DCC
blokira stani¢ni rast u odsutnosti netrina-1 koji se stvara duboko u kriptama crijevne mukoze,
a kako se epitelne stanice vremenom pomicu prema povrsini tako se koli¢ina netrina-1

smanjuje (Armaghany i sur., 2012).

Priblizno 70 % CRC-a pokazuje gubitak heterozigotnosti u dijelu DCC gena. Mutacija u DCC
genu, onemogucava vezanje liganda netrina-1 za transmembranski DCC receptor te
posljedi¢no stanice abnormalno prezivljavaju. Apoptoticki uc¢inak DCC-a moze nadvladati

takoder pretjerana ekspresija netrina-1 §to se dogada u kasnijim stadijima CRC-a (Armaghany

isur., 2012).
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4.1.6. TGFBR2, SMAD2/SMAD4

Geni TGFBR2, SMAD?2 i SMAD4 pripadaju skupini tumorskih supresorskih gena.

TGFBR?2 (engl. transforming growth factor beta receptor 2) kodira receptor za TGF-f (engl.
transforming growth factor beta), a SMAD?2 1 SMAD4 kodiraju transkripcijske faktore koje
aktivira signalizacija putem TGF-f te se zaustavlja stani¢na proliferacija. Stani¢ni ciklus
prestaje u G1 fazi pomocu inhibitora Cdk p15, p21, p27 i p57. Signalizacija putem receptora
za TGF-pB ¢imbenika rasta pocinje vezanjem TGF-f3 na proteinske serinske/treoninske kinazne
receptore koji sadrze polipeptide tipa I i II (zdruZeni nakon vezanja liganda). Receptor tipa I1
fosforilira tip I koji zatim fosforilira transkripcijske ¢cimbenike obitelji Smad. Aktivirani
proteini Smad stvaraju komplekse i prelaze u jezgru gdje poticu transkripciju gena (Cooper i

Hausman, 2010).
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Slika 6. TGF-B signalni put, preuzeto i prilagodeno prema

https://www.nature.com/articles/nrd3810
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TGF-B djeluje kao tumorski supresorski protein u normalnim epitelnim stanicama kolona tako
Sto inhibira stani¢nu proliferaciju, a aktivira diferencijaciju i apoptozu. CRC-i koji izgube
odgovor na TGF-B, rezistentni su na TGF-f induciranu inhibiciju stanicnoga rasta. Medutim,
pokazalo se kako je u uznapredovalom CRC-u, TGF-B pretjerano eksprimiran i povecava
stvaranje mitotickih faktora rasta (TGF-a, FGF, EGF) te se tako ponasa kao tumorski

promotor (Koveitypour i sur., 2019).

Priblizno 10-15 % sporadi¢nih slucajeva CRC-a pokazuju mutacije u genu 7TGFBR?2 koje se
ceSce ocituju kao MSI s otprilike 80 % slucajeva s mutacijama pomicanja okvira ¢itanja (engl.
frame-shift mutation) na poliadenozinskom mjestu (egzon 4) (Fleming i sur., 2013).
Istrazivanja pokazuju kako inaktivacija gena TGFBR2 takoder doprinosi razvoju CRC-a tako
Sto se povecava stani¢na proliferacija zbog produljene aktivacije Cdk4 (Koveitypour i sur.,

2019).

SMAD2 1 SMAD4 nalaze se na kromosomu 18q koje je uobic¢ajeno mjesto gubitka
heterozigotnosti pa se gubitkom toga kromosoma inaktivira TGF- 3 signalizacija, izbjegava
apoptoza i potice stani¢na proliferacija. Mutacije SMAD?2 pronadene su u priblizno 3-6 %
slucajeva CRC-a, dok SMAD4 mutacije u oko 20-30 % CRC-a (Koveitypour i sur., 2019).
Mutacije SMAD4 u zametnoj lozi uzrok su nastanku juvenilnoga polipoznog sindroma
(autosomno dominantan poremecaj) gdje postoji predispozicija za visSestruke

gastrointestinalne polipe 1 karcinom (Fleming i sur., 2013).
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4.1.7. Tumorski supresorski gen 7P53

Gen TP53 nalazi se na kratkom kraku kromosoma 17p 1 kodira protein p53 koji se aktivira
nakon oSte¢enja DNA, aktivacija onkogena te inhibira stani¢ni ciklus, inducira apoptozu ili
starenje (Li 1 sur., 2015). Dakle, p53 djeluje na nacin da zaustavlja stani¢ni ciklus i1 pokrece
popravak osStecenja prije nego se takva DNA replicira, a ukoliko se oStecenja ne uspiju
popraviti, p53 aktivira apoptozu kojom se uklanjaju stanice iz kojih bi mogao nastati maligni
tumor (Vrdoljak i sur., 2013). Protein p53 zaustavlja napredak stani¢nog ciklusa indukcijom
inhibitora Cdk p21, a u¢inak na apoptozu posredovan je aktivacijom proapoptotic¢kih clanova
Bcl-2 (engl. B-cell lymphoma-2) porodice Noxa i PUMA (Cooper i Hausman, 2010). Cdk
kinaze (engl. cyclin-dependent kinases) i ciklini glavni su regulatori ciklusa-diobe stanica, a
p21 (WAFI1) meta je gena TP53 pomocu kojega se zaustavlja prijelaz iz Gl uSte G2u M
fazu (Li i sur., 2019).

Stanice bez p53 ne uspijevaju zaustaviti stanicni ciklus niti se ukloniti apoptozom prilikom
osSte¢enja DNA (zraCenje, kemoterapeutici) zbog ¢ega se stvaraju ¢este mutacije 1 genetska
nestabilnost (Cooper i Hausman, 2010). Mutacije u 7P53 dovode do nastanka mutantnoga
proteina koji dopusta stanici ulazak u ciklus te je poja¢ano eksprimiran kod oko 70 % CRC-a
(Straus i Rumora, 2009). Dva glavna geneti¢ka mehanizma p53 mutacija ukljuéuju missense
mutacije (pogresSne mutacije) i delecija 7P53 gena (LOH 17p). Vecina missense mutacija
dogada se u egzonima 5-8 (DNA vezuju¢a domena) i uglavnom u kodonima 175, 245, 248,
273, 282 koji obuhvacaju nuklotidni prijelaz C u T ili G u A ¢ime dolazi do supstitucije druge
aminokiseline te nastaje poremecaj specificnoga vezanja DNA (Li i sur., 2015). Delecija
TP53 gena pretezito je potaknuta insercijama, delecijama, mutacijama pomicanja okvira
Citanja i rezultira gubitkom tumorske supresorske funkcije zahvacenoga alela 7P53 (Li 1 sur.,
2019). Ishodi 7P53 mutacija, osim gubitka funkcije divljeg tipa pS3, moze biti dobitak
funkcije (engl. gain-of-function, GOF) gdje protein p53 ima pojacan onkogeni ucinak, potice
stvaranje 1 napredak tumora (Li 1 sur., 2019). Primijeceno je kako su pacijenti s mutiranim
p53 kemorezistentniji 1 loSije prognoze u odnosu na CRC pacijente s divljim tipom p53 (Li 1

sur., 2015).
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Mutacije u zametnoj liniji ili nasljedene mutacije 7P53 gena mogu biti uzrok Li-Fraumeni
sindromu (LFS), autosomno-dominantnoj nasljednoj predispoziciji za ranu pojavu karcinoma
u razlic¢itim tkivima prema porijeklu (adenokortikalni karcinom, tumor mozga, rak dojke,
CRC, melanom, leukemija/limfomi). Brojne studije potvrdile su missense mutacije zametne
linije 7P53 gena u visoko ocuvanoj DNA vezuju¢oj domeni. Mutacije u zametnoj liniji 7P53
pronadene su u 75 % pacijenata s LFS-om, a vjerojatnost da ¢e osoba koja nosi mutaciju 7P53
tijekom zivota razviti karcinom priblizava se 75 % kod muskaraca i 100 % kod Zena (Guha i

Malkin, 2017).

4.1.8. NM23 gen

Metastazni supresorski gen NM23-H1 (engl. metastasis inhibition factor nm23) kodira protein
nukleozid-difosfat-kinazu i sudjeluje u sintezi ve¢ine nukleozid-trifosfata, stani¢noj
proliferaciji, diferencijaciji, ekspresiji gena i prijenosu signala preko receptora za faktor rasta
(https://www.genecards.org). Gen NM23 sastoji se od dva homologna gena NM23-H1 1
NM?23-H?2 koji su smjesteni na kromosomskom polozaju 1722 (Jin 1 Dain, 2016). Protein
NM23-H1 prirodno je eksprimiran u jezgri i citoplazmi svih somatskih stanica te na povrsini

veéine hematopoetskih stanica (Tripkovi¢ i sur., 2012).

Studija Jin 1 Dai (2016) proucavala je ulogu mutacije NM23-HI gena u CRC-u, koristeci
metodu analize konformacijskog polimorfizma jednolan¢ane DNA (engl. single strand
conformation polymorphism, SSCP) za odredivanje tockaste mutacije i imunohistokemijsku
metodu za utvrdivanje ekspresije gena. Analizirano je 63 uzorka ljudskoga tkiva CRC-a iz
bolnice Shangai Pudong-SveuciliSte Fudan. Tockaste mutacije gena NM23-H1 analizirane su
od 2. do 5. egzona te je utvrdeno kako uzorci DNA produkata gena od 2. do 4. egzona
pokazuju dvije vrpce, dok 5. egzona cCetiri vrpce u SSCP detekciji. Zatim je analiziran
kodiraju¢i protein i otkriveno je kako samo 5. sekvenca eksona ima polimorfizam. Sinonimna
mutacija, pronadena je na 360. poziciji baza zamjenom T u C, medutim kodirajuca
aminokiselina serin ostala je ista (AGT u AGC). Razina ekspresije gena NM23-HI smanjena
je ili izgubljena u invazivnom karcinomu kolona u usporedbi sa susjednim normalnim
tkivima, a to¢kasta mutacija nije dominantan uzrok metastatskoga CRC-a. Cini se da je NM23
presudan za inhibiciju adhezije stanica-stanica 1 invazivnu migraciju jer je pojacana ekspresija

proteina NM23 sprijecila metastaze kod kineskih pacijenata s tumorima probavnoga sustava.
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Jedna druga studija Tripkovi¢ i sur. (2012) provedena na SveuciliSnom odjelu za kirurgiju
(Bolnicki centar u Splitu) koja je obuhvacala 100 pacijenata s CRC-om podvrgnutih
kirurskom lijecenju, istrazivala je povezanost imunohistokemijske ekspresije NM23 gena u
stanicama CRC-a s Dukesovom klasifikacijom proSirenosti tumora, pojavom, udaljenosti
metastaza i prezivljavanjem. Imunohistokemijskom metodom odredivala se ekspresija NM23
u tumorskom epitelu, a kasnije se primijenila polu-kvantitativna procjena (ocjena 0-3).
Pozitivan rezultat smatrao se citoplazmatsko bojenje tumorskih stanica, a reakcija je
procijenjena zbrojem udjela i intenziteta mrlje. Rezultati istrazivanja pokazali su kako nema
razlike u ekspresiji gena NM23 u normalnoj crijevnoj sluznici i primarnom karcinomu kolona.
Pretjerana ekspresija NM23 povezuje se s klini¢kim stadijem A (Dukes) i dobro
diferenciranim tumorom §to ukazuje na protektivnu ulogu gena u ranoj tumoriogenezi. U
kasnijim fazama razvoja karcinoma, drugi tumorski supresorski geni i onkogeni mogu
potisnuti uc¢inak gena NM23 §to omogucuje nastanak malignijih fenotipa 1 vecu sposobnost

invazije te metastaziranje tumorskih stanica.
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4.2. Mitoticke kinaze

Klju¢nu ulogu u regulaciji stani¢nog ciklusa, a samim time i CIN-a, imaju mitoticke kinaze
(PLK-1, AURORA, CDK-1, Bub-1) koje pokre¢u regulatorne povratne i signalne petlje te
dolazi do zaustavljanja stani¢noga ciklusa ili napredovanja kroz kontrolne tocke. Rade¢i
zajedno, kinaze reguliraju Citav niz kontrolnih toc¢aka stani¢noga ciklusa, efektorskih proteina,
a njihova deregulacija povezuje se s viSestrukim zlo¢udnim tumorima. Pronadena je poviSena
ekspresija tith molekula u tumorskim stanicama te su istaknute kao potencijalni terapijski
ciljevi. Preciznije razumijevanje njihove uloge u malignostima trebalo bi pruziti nove

mogucénosti za njihovo iskoristavanje u svrhu lije¢enja (Cunningham i sur., 2020).

4.2.1. PLK-1

PLK-1 gen kodira serin/treonin-proteinsku-kinazu PLK-1 (engl. polo-like kinase 1) koja ima
vaznu ulogu u M fazi stani¢noga ciklusa, proliferaciji, regulaciji sazrijevanja centrosoma i
diobenoga vretena, inaktivaciji inhibitora kompleksa/ciklosoma (APC/C) te regulaciji
mitotiCkoga zavrSetka i citokinezi. PLK-1 djeluju tako $to vezu i fosforiliraju, putem polo-
slog domene, specificne motive na ve¢ fosfolirilanim proteinima, a imaju klju¢nu ulogu u
funkciji centrosoma i bipolarnom sklopu vretena fosforilacijom KIZ, NEDD-1 i NINL.
Fosforilacija NEDD-1 (engl. neural precursor cell expressed developmentally down-
regulated) potie vezanje gama-tubulinskog prstena (gTuRC) na centrosom koji je vazan

korak za formiranje vretena (https://www.genecards.org).

Shematski prikaz PLK-1 strukture pokazuje glavne domene kinaze; Ser/Thr-kinaznu domenu,
povezujucu regiju i polo-slog domenu. Kataliticka aktivnost potrebna je za aktivaciju
fosforilacije na ostacima T210 i S137, a mjesto za signalizaciju razgradnje u proteasomu
naziva se D-slog. NLS usmjerava PLK1 u jezgru, dok polo-slog domena povezuje PLK1 na
centrosom i supstrate. PLK 1 kinaza prvenstveno je eksprimirana u stanicama koje se aktivno
dijele te je gotovo nemoguce uociti njenu pojavu u stanicama koje ne proliferiraju. Njena
povisena ekspresija moze dovesti do replikacijskoga stresa koji vode do dvostrukih lomova
DNA. Nacin na koji PLK-1 potice replikaciju DNA prilikom oste¢enja DNA (induciranim
stresom poput ultraljubicastog zracenja) jest fosforilacija ORC2 (engl. origin recognition
complex subunit 2) ili regulacijom geminina, inhibitora replikacije DNA (Cunningham i sur.,

2020).
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Slika 7. Shematski prikaz strukture PLK-1 kinaze, preuzeto i prilagodeno prema

Cunningham 1 sur., 2020.

PLK-1 vazna je molekula za proliferaciju mnogih ljudskih tumora, ukljucujuéi i CRC.

Prema istrazivanju Takahashi i sur. (2003), u uzorcima CRC-a pokazala se velika uCestalost
snazne (++) ili umjereno pozitivne (+) reakcije u citoplazmi epitelnih stanica koje
eksprimiraju PLK-1. Prilikom klinicko-patoloske karakterizacije, nije pronadena znacajna
povezanost izmedu ekspresije PLK-1 1 spola, dobi, lokalizacije tumora te histoloske
diferencijacije. Prethodna su istrazivanja opc¢enito pokazala povecanu razinu PLK-1 u brzo
proliferiraju¢im stanicama i lo§iju prognozu u pacijenata s njenom prekomjernom
ekspresijom. PLK-1 jest znac¢ajno povezana s tumorskim stadijem, progresijom, invazijom i
metastazama u limfnim ¢vorovima, medutim ne povezuje se s udaljenim metastazama (M).
Takoder, akumulacija tumorskoga supresorskog gena 7P53 znacajno je povezana s

prekomjernom ekspresijom PLK-1.
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4.2.2. AURORA KINAZE

Postoje tri ¢lana porodice aurora kinaza koje reguliraju diobeno vreteno, razdvajanje
kromosoma i sazrijevanje centrosoma. To su serinske/treoninske-kinaze koje kontroliraju
stani¢nu proliferaciju od ulaska u mitozu do citokineze, a razina kinaza raste od G2 do M faze

(https://www.sciencedirect.com/topics/neuroscience/aurora-a-kinase).

Aurora kinaza A kodirana je genom 4URKA. Gen ima vaznu ulogu u razdvajanju kromosoma
tijekom mitoze, sudjeluje u tvorbi polova diobenoga vretena 1 sazrijevanju centrosoma
(https://www.sciencedirect.com/topics/neuroscience/aurora-a-kinase). Prema istrazivanju
Chuang i sur. (2016), pretpostavlja se da amplifikacija 20q kromosoma dovodi do pretjerane
ekspresije gena AURKA (20q11) Sto potic¢e malignu transformaciju tijekom razvoja CRC-a.
Budu¢i da visoke razine AURKA povecavaju brzinu stvaranja vretenastih vlakana,
pretpostavlja da bi poviSena ekspresija AURKA u polipima mogla povecati CIN (Chuang i
sur., 2016.).

Aurora kinaza B (AURKB) ¢iji je gen smjeSten na kromosomu 17p13, pripada obitelji
kromosomskih proteina putnika te je bitna za to¢nost kromosomskoga razdvajanja,
orijentacije, kondenzacije kromosoma, stvaranje nuklearne ovojnice i citokinezu. Regija
kromosoma 17p13 nije uobicajeno mjesto amplifikacije gena u tumorima te ona izostaje,
medutim neke su studije pokazale poviSena ekspresija mRNA 1 proteina u nekoliko zlo¢udnih
bolesti povezanih s invazijom limfnih ¢vorova, proliferacijom i metastazama. Jedna druga
studija pokazala je kako poviSena ekspresija AURKB moze pridonijeti progresiji karcinoma
stvaranjem aneuploidije tako §to se povecava mitoticka fosforilacija na histonu H3 (Ser-10)

(Pohl i sur., 2011).

Za razliku od AURKA i AURKB koje su eksprimirane u ve¢ini normalnih tipova somatskih
stanica, Aurora C kinaza (AURK C) ve¢inom se nalazi u testisima i jajnicima Sto pokazuje
specificnu ulogu u regulaciji kromosomske segregacije mejoze (Pohl i sur., 2011). AURKC
nalazi se na kromosomu 19 (19q13) te na razini proteina dijeli homologiju sekvenci s
AURKA (60 % identi¢no) i AURKB (75 % identi¢no) u domeni kinaze (Quartuccio i
Schindler, 2015). AURKC prekomjerno je eksprimirana u mnogim stani¢nim linijama raka, a
njena poviSena ekspresija u mitotickim stanicama dovodi do amplifikacije centrosoma i
multinukleacije (Quartuccio i Schindler, 2015). AURKC i AURKA lokaliziraju se u
centrosomima tijekom interfaze i imaju ulogu u grupiranju centrosoma zbog toga su nove

terapije raka usmjerene na inhibiciju grupiranja centrosoma uklanjanje prisiljava stanice
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karcinoma na formiranje multipolarnog vretena i izaziva stani¢nu smrt (Quartuccio 1

Schindler, 2015).

4.2.3. SKA3

Gen SKA3 (engl. spindle and kinetochore associated complex subunit 3) kodira komponentu
proteinskoga kompleksa povezanoga s vretenom i kinetohorima koji regulira vezivanje
mikrotubula za kinetohore tijekom mitoze te je potreban za normalnu segregaciju kromosoma

i diobu stanica (https://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=SKA3).

Nalazi se na kromosomu 13q 1 identificiran je kao novi gen u poticanju maligne
transformacije. Vise razine SKA43 gena povezuju se s viSom razinom AURKA §to pokazuje
kako su ovi proteini medusobno povezani te doprinose visokoj kromosomskoj nestabilnosti.
Medusobni utjecaj ovih proteina moze biti vazan doprinos zlo¢udnoj transformaciji CRC-a

(Chuang i sur., 2016).

Otkriveno je kako stanice s niskom razinom SKA3 postizu poravnanje metafaza, ali ne
uspijevaju utiSati kontrolnu tocku diobenog vretena niti u¢i u anafazu, a nakon duljega
vremena zastoja u metafazi, kromatide se odvajaju i zadrzavaju krute kinetohone

mikrotubularne veze (Darum i sur., 2009).
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4.3.7ZG16

Gen ZG16 (engl. zymogen granule 16) nalazi se na kromosomu 16, ima ulogu u transportu
proteina, povezuje submembranski matriks na luminalnoj strani membrane zimogene granule
(ZGM) s pridruzenim sekretornim proteinima tijekom stvaranja granula u trans Golgijevoj

mrezi (TGN) (https://www.proteinatlas.org/ENSG00000174992-ZG16).

Istrazivanja pokazuju kako gubitak gena ZG 16 ima vaznu ulogu u inicijaciji i progresiji CRC-
a te bi mogao posluziti kao potencijalni biljeg za dijagnozu i prognozu bolesti. Budu¢i da,
protein ZG16 posjeduje lektinsku domenu, pripisuju mu se vazne funkcije od stimulacije T
stanica do prepoznavanja i inhibicije tumorskih stanica. Primarno se nalazi u zrelim epitelnim
stanicama donjega probavnog sustava, a moze biti vazna komponenta zastitnog sloja sluzi
koja dijeli epitel domacina od komenzalnih bakterija u debelom crijevu. Znacajan gubitak
gena u CRC-u moze poremetiti dobro organizirani sustav nadzora i olakSati invaziju bakterija
u sustav domacina. Tako mogu nastati lokalne upalne promjene i povecani rizik od razvoja

raka (Meng i sur., 2018).
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4.4. Mikrosatelitska nestabilnost (MSI)

Jedan od mehanizama nastanka CRC-a jest MSI koja se pojavljuje u 15-20 % sporadi¢nih
slucajeva, dok je ucestalost u nasljednom nepolipoznom CRC (Lynchov sindrom) iznad 95 %

(Nguyen i Duong, 2018).

Mikrosatelite (engl. STR, short tandem repeats, kratka tandemska ponavljanja) predstavljaju
ponavljajuce sljedove od 1-6 parova baza koji se tandemski ponavljaju u genomu. Oni
predstavljaju priblizno 3 % ljudskoga genoma te su skloni visokoj stopi mutacija. MSI u
tumorskoj DNA podrazumijeva molekulski fenotip koji nastaje zbog neispravnosti u DNA
popravljackom sustavu (engl. MMR, mismatch repair system), odnosno mutacija u MMR
genima. MMR sustav ispravlja pogreSno umetanje, deleciju i neuskladenost baza-baza nastale
tijekom replikacije DNA i rekombinacije koje su izbjegle proces provjere DNA polimeraze.
Glavni proteini ukljuceni u prokariotski MMR sustav uklju¢uju MutS i MutL, a u eukariotima
homolozi za MutS su MSH2, MSH3 1 MSH6. Eukariotski homolozi za MutL su MLHI,
MLH?2 i MLH3 te homolozi PMS1 i PMS2 u post-mejotskom razdvajanju koji djeluju kao
heterodimeri (Nojadeh i sur., 2018).

Postoje tri grupe mikrosatelitne nestabilnosti CRC-a: MSI-high (visoka), MSS (stabilna) i
MSI-low (niska) koji se detektiraju mononukleotidnim i dinukleotidnim biljezima. CRC s vise
od 30 % nestabilnih lokusa smatraju se visokim MSI, tumori s 10-29 % nestabilnosti niskim
MSI, a odsutstvo ekspresije MMR proteina u tumorskom tkivu ukazuje na MSS (Pons i
Correa, 2015). MSI-visoki CRC-i su heterogeni, uzrokovani mutacijama u zametnoj lozi
(Lynchov sindrom) ili somatskim mutacijama (sporadi¢ni) u razli¢itim genima (Gatalica i

sur., 2016).

Lynchov sindrom ili nasljedni nepolipozni kolorektalni karcinom (engl. HNPCC, hereditary
non-polyposis colorectal cancer), autosomno dominantna je bolest koja nastaje zbog mutacija
u zametnoj lozi u MMR genima (MSH2 na kromosomu 2p16; MLHI na kromosomu 3p21;
MSH6 na kromosomu 2p16; PSM2 na kromosomu 7p22). Budu¢i da geni MMR kodiraju
proteine koji su neophodni za pravilan popravak neuskladenih sljedova DNA te popravak
malih delecija i insercija, inaktivacija tih gena ometa popravak DNA te dovodi do

promijenjenih slijedova mikrosatelita i mikrosatelitske nestabilnosti (Nojadeh i sur., 2018).

36



Mutacije u BRAF genu prisutne su u 40-50 % sporadicom kolorektalnom karcinomu s
visokim-MSI, ali gotovo nikad se ne nalaze kod pacijenata s Lynchovim sindromom. Stoga je
status mutacije BRAF vrlo koristan biljeg za razlikovanje obiteljskoga od sporadicnoga CRC-

a (Pons i Correa, 2015).

4.5. Hipermetilacija CpG otoka

Fenotip metilatora CpG otoka (engl. CpG island methylator phenotype, CIMP) u
promotorskoj regiji tumorskih supresorskih gena, opisana je u gotovo svakom tumorskom tipu
kao mehanizam inaktivacije gena i stani¢nih puteva poput popravka DNA, stani¢noga ciklusa,
apoptoze i stani¢ne adherencije. CpG dinukleotidi nedostaju u ljudskom genomu zbog
spontane deaminacije koja se dogada tijekom razvoja zametne linije. Medutim, priblizno
polovica ljudskih gena (promotorska regija) sadrzi CpG bogate regije duljine 0,5 Kbp do
nekoliko Kbp (CpG otoci) (Esteller, 2002).

Tipicni CpG otoci ni u jednoj fazi razvoja ne podlijezu metilaciji i dopustaju ekspresiju
odredenoga gena uz prisustvo odgovarajucih transkripcijskih faktora. Maligna ¢e stanica
sadrzavati odredene CpG otoke tumorskih supresorskih gena koji su hipermetilirani §to je
najvjerojatnije postupan proces za razliku od tockastih mutacija nastalih iznenada. Postoje
dvije teorije o nastanku ove nepravilnosti u metilaciji, jedna objaSnjava metilaciju karcinoma
tako da se ona $iri iz normalnih centara metilacije koji okruzuju CpG otok bez metilacije.
Druga teorija tvrdi postojanje usadene metilacije 1 zbog toga se odredeni CpG dinukleotidi

otoka metiliraju Sto posljedi¢no privlaci vise metilacije (Esteller, 2002).
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Slika 8. CpG otok tumorskoga supresorskog gena u normalnoj i malignoj stanici, preuzeto 1

prilagodeno prema Esteller, 2002.

Uoceno je kako se epigenetsko utiSavanje metilacijom citozina u CpG otocima promotorske
regije tumorskih supresorskih gena uspostavlja slozenim uzajamnim djelovanjem najmanje tri
neovisno kodirane DNA metiltransferaze (DNMT1, DNMT3a i DNMT3b). U ljudskim
tumorima Cesta je poviSena ekspresija DNMT1 i DNMT3b. Homologna je rekombinacija
primijenjena u stani¢noj liniji raka debeloga crijeva HCT-116 kako bi se izbacila iz funkcije
oba enzima, DNMT1 i DNMT3b. Aktivhost DNA metiltransferaze u tim stanicama gotovo je
potpuno eliminirana i doslo je do 95 % smanjenja sadrzaja 5-metilcitozina te demetilacije
ponovljenih sekvenci. Takoder, studija je pokazala demetilaciju i ponovnu ekspresiju dvaju
tumorskih supresorskih gena u tim stanicama, p16INK4a i TIMP3, $to objaSnjava blisku
suradnju tumorskih supresorskih gena metiltransferaza. Hipermetilacija CpG otoka tih gena
nije jedinstvena znacajka stani¢ne linije HCT-116, nego se nalazi i u drugim stani¢nim

linijama raka debeloga crijeva, primarnim tumorima i adenomima kolona (Paz i sur., 2003).

Studija Wang i sur. (2014) istrazivala je ekspresiju i ulogu tumorskoga supresorskog gena
ARHI (engl. Aplyasia ras homolog member I, DIRAS3 gen) koji se nalazi na kromosomu 1p31
1 kodira za protein koji veze GTP. Razina ekspresije ARHI znafajno je sniZena u uzorcima
tkiva pacijenata s karcinomom kolona te se povezuje s loSijom prognozom i klasifikacijom

prema Dukesu.
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4.6. Znacenje za dijagnostiku i prognozu

CRC je ve¢inom asimptomatski sve dok ne napreduje u uznapredovale stadije, stoga je vazno
rano otkrivanje programom probira i pra¢enjem molekularnih biljega iz uzoraka krvi, stolice 1
tumora kako bi se ranije uspostavilo lije¢enje te u konacnici smanjila smrtnost. Veliki su
pomaci u lijecenju karcinoma kolona postignuti, medutim recidiv te metastaze tumora 1 dalje
utjecu na prognozu bolesti. Cilj je povecanje stope prezivljavanja pacijenata zbog cega postoji
hitna potreba za razvojem novih terapijskih ciljeva te novih minimalno invazivnih

molekulskih biljega.

4.6.1. Molekularni testovi detekcije CRC-a

Ocekivano je kako su molekularni testovi osjetljiviji 1 specificniji od metoda kolonoskopije 1
testova stolice kojima se dijagnosticira karcinom u kasnijim fazama kod znacajnoga broja
pojedinaca. Intenzivna istrazivanja usmjerena su na identificiranje molekularnih biljega u
svrhu razvoja neinvazivnih novih dijagnosti¢kih metoda otkrivanja CRC-a. Idealan
molekulski biljeg trebao bi biti siguran, jednostavan za mjerenje, pristupacan, omoguciti
otkrivanje genomske promjene i/ili varijacije u ekspresiji proteina koje specifi¢no koreliraju s
boles¢u pomazucdi lije€nicima prilikom dijagnoze. Svoju primjenu nalaze i u procjeni rizika od
buducih bolesti, agresivnosti malignosti tijekom vremena i vjerojatnosti da ¢e pacijent

reagirati na odredeni tretman (pomo¢ kod personalizirane terapije) (Pons i Correa, 2015).

4.6.2. Klasifikacija CRC-a prema molekulskim biljezima

Molekularni testovi koji su trenutno u uporabi pri procjeni pacijenata s CRC-om dijele se na
testiranja na temelju tumora (engl. tumor-based tests) u kojima se provodi analiza
KRAS/BRAF mutacija, analiza MSI-a, fenotip metilatora CpG otoka. Zatim, koriste se testovi
na temelju stolice (engl. stool-based tests) gdje se provjerava okultno krvarenje u stolici (engl.
FOBT), DNA/RNA testovi te detekcija proteina u stolici. Krvni testovi (engl. blood-based
tests) kojima se identificiraju CRC-specifi¢ni antigeni u krvi, obuhvacaju analizu biljega
CEA-a (karcinoembrionalni antigen), CA19-9 (karbohidratni antigen 19-9) i TIMP-1 (tkivni

inhibitor metaloproteinaza) (Pons 1 Correa, 2015).
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4.6.3. KRAS mutacije i prognoza CRC-a

K-Ras je kljuéni posrednik signalnih kaskada izazvanih EGFR-om 1 aktivira se nizvodno
nakon aktivacije EGFR-a te rezultira nizvodnom signalizacijom preko PI3K i izvanstani¢ne
signalno regulirane kinaze. Otkrivanje KRAS mutacija povezano je sa smanjenom stopom
odgovora na odabir kemoterapeutika zbog cega je mutacijski status KRAS-a kritiCan ¢imbenik
pri razmatranju odabira ciljane terapije. Povezanost mutacije gena KRAS i odgovora na anti-
EGEFR terapiju prvi je put prijavljena u pacijenata s metastatskim CRC-om (mCRC). PoviSena
ekspresija EGFR-a povezuje se s loSom prognozom i povecanim rizikom od metastaza u
CRC-u, ali predstavlja obecavajucu terapijsku metu. Prema jednoj retrospektivnoj analizi,
opazen je smanjen odgovor na anti-EGFR terapiju i lo$ije ukupno prezivljavanje kod
pacijenata s mutiranim KRAS onkogenom u usporedbi s pacijentima koji su imali divlji tip.
Razumijevanje ¢imbenika koji reguliraju ekspresiju KRAS-a moze dovesti do buduce

ucinkovite terapijske strategije (Arrington i sur., 2012).

4.6.4. BRAF mutacije i prognoza CRC-a

Prema Sarasqueta 1 sur. (2010) najviSe BRAF mutacija (90 %) €ini tranzicija aminokiseline
valin u glutamat na polozaju 600 proteina (mutacije V600E) koja uzrokuje konstitutivnu
aktivaciju proteina. Provedeno istrazivanje pokazalo je znacajnu povezanost mutacije V60OE
s MSI-om i tumorima desnoga kolona te se povezuje s loSijom prognozom za pacijente s

karcinomom kolona II 1 III stupnja neovisno o stadiju bolesti 1 terapiji.

Testiranje mutacije gena BRAF postalo je vazno za prognozu, dijagnozu, lijeCenje 1
predvidanje ishoda ciljane terapije. BRAF mutacije omogucuju razlikovanje sporadi¢noga
CRC-a s visokim MSI od nepolipoznoga nasljednoga CRC-a (Lynchov sindrom), a kod
pacijenata gdje KRAS nije mutiran u mCRC-u ima ulogu u donoSenju odluka o lije¢enju
budu¢i da BRAF mutacija pokazuje rezistenciju na inhibitore EGFR-a (cetuksimab i

panitumumab) (https://emedicine.medscape.com/article/2045309-overview#showall).
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4.6.5. Mikrosatelitna nestabilnost (MSI)

Status MSI-a moze biti u¢inkoviti biljeg za prognozu i dijagnozu sporadi¢noga CRC-a koji se
uglavnom nalazi u proksimalnom kolonu, mucinozne je histologije, slabo diferenciran, sadrzi
povecan broj limfocita koji infiltriraju tumor te posjeduju BRAF mutacije. Razne studije
pokazuju kako je MSI-H povezan s boljom prognozom, povecanim prezivljavanjem bolesnika
1 boljim ishodom, a dodatne studije potvrduju da MSI moze biti neovisni pokazatelj manje
agresivne bolesti. MSI moze biti koristan u odgovoru na adjuvantnu kemoterapiju
5-fluorouracilom i irinotekanom, medutim jos uvijek je kontroverzan status MSI te pod
ispitivanjima (Pons i1 Correa, 2015). Prema Gatalica i sur. (2016), MSI-H CRC su korisni
kandidati za ciljanu imunoterapiju s inhibitorima kontrolne to¢ke imunosnoga odgovora

(pembrolizumab).

4.6.6 Fenotip metilatora CpG otoka (CIMP)

CIMP je karakteriziran hipermetilacijom CpG otoka smjestenoj u promotorskoj regiji Sto
dovodi do utiSavanja tumorskih supresorskih gena na razini transkripcije. Gotovo 40 % CRC-
a povezuje se sa statusom CIMP-a te moZe utjecati na prognozu CRC pacijenata. U usporedbi
s niskim/negativnim CIMP-om, CRC s visokim CIMP-om ¢es¢e su prisutni kod osoba starije
zivotne dobi, Zenskog spola, s KRAS 1 BRAF mutacijama, proksimalno lociranim tumorom,
losije diferencijacije 1 visoke stope MSI-a. Medutim, nesuglasna je povezanost statusa CIMP-

a 1 CRC-a u prijasnjim objavljenim studijama (Joo, 2015).

Studija Wodraz i sur. (2013), usporedivala je 1 kvantificirala de novo metilaciju u CIMP
stani¢nim linijama CRC-a 1 CIMP negativnim stanicama u kontekstu razlicitih lokusa, nakon
demetilacije stanica posredovane 5-aza-2'deoksicitidinom (5-AZA). Uocena je relativno brza
remetilacija u CIMP negativnim stanicama koja je pocela s odredenim vremenskim
zakaSnjenjem, nego u CIMP stanicama gdje je ponovna metilacija zapocCela bez vremenskoga
kaSnjenja, ali znacajno sporijom brzinom. Pretpostavlja se kako je veca brzina metilacije u
CIMP-negativnim stanicama povezana regulacijom aktivnosti DNA metiltransferaze
(povratna sprega). Buduc¢i da je cilj smanjiti hipermetilirana stanja u stanicama karcinoma,
razumijevanje takvih mehanizama bit ¢e potrebno za procjenu posljedica koncepata lijecenja

¢ime bi se eventualno promijenili neki od malignih fenotipova.
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5. ZAKLJUCCI

Karcinom kolona i rektuma jedan je od najces¢ih zlo¢udnih bolesti i globalni svjetski
problem. Zajednicki cilj je smanjiti pojavnost ove bolesti zbog cega su prevencija i rano
otkrivanje od iznimne vaznosti. lako se u Hrvatskoj provodi Nacionalni program prevencije

karcinoma debeloga crijeva, ucestalost od smrtnosti je u porastu.

CRC se definira kao maligni tumor epitelnih stanica sluznice kolona, a nastaje uslijed
interakcija steCenih i nasljednih genskih varijanti s vanjskim ¢imbenicima tijekom duljega
vremenskoga perioda. Glavni mehanizmi nastanka ukljucuju kromosomsku nestabilnost
(CIN), mikrosatelitnu nestabilnost (MSI) te hipermetilaciju CpG otoka (CIMP). Nakupljaju se
mutacije u onkogenima (KRAS, BRAF), tumorskim supresorskim genima (4PC, TP53),
stvaraju se delecije kromosoma (18q) i disfunkcija telomera. Dogadaju se promjene u
ekspresiji gena koji kodiraju za mitoticke kinaze (PLK-1, AURK) te je promijenjena regulacija
stani¢ne signalizacije i diferencijacije (APC/Wnt signalni put, Ras-Raf-MAP-kinazni put).

Istrazivanjem genetske podloge bolesti i otkrivanjem novih molekulskih biljega, postizu se
veliki pomaci u dijagnostici i lijeCenju. Prioritet je otkrivanje karcinoma u §to ranijoj fazi
pronalaZzenjem novih minimalno invazivnih biljega kako bi se povecala stopa prezivljavanja

pacijenta i izljecenje.
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7. SAZETAK

Kolorektalni karcinom (CRC) jedan je od naj¢es¢ih zlocudnih bolesti 1 globalni svjetski
problem. Zajednicki cilj je smanjiti pojavnost ove bolesti zbog cega su prevencija i rano
otkrivanje od iznimne vaznosti.

Bolest se definira kao maligni tumor epitelnih stanica sluznice kolona, a nastaje uslijed
interakcija ste¢enih i nasljednih genetskih promjena s vanjskim ¢imbenicima tijekom duljega
vremenskoga perioda. Glavni mehanizmi nastanka ukljucuju kromosomsku nestabilnost
(CIN), mikrosatelitnu nestabilnost (MSI) te hipermetilaciju CpG otoka (CIMP). Nakupljaju se
mutacije u onkogenima (KRAS, BRAF), tumorskim supresorskim genima (APC, TP53),
nastaju delecije kromosoma (18q), disfunkcija telomera. Dogadaju se promjene u ekspresiji
gena koji kodiraju za mitoticke kinaze (PLK-1, AURK) te je promijenjena regulacija stani¢ne
signalizacije 1 diferencijacije (APC/Wnt signalni put, Ras-Raf-MAP-kinazni put).

Ucestalost od smrtnosti jos uvijek je u porastu zbog ¢ega se istrazuje genetska podloge bolesti
1 otkrivaju novi molekulski biljezi kako bi se olaksala dijagnostika i lijeCenje.

Prioritet je otkrivanje karcinoma u $to ranijoj fazi pronalaZzenjem novih minimalno invazivnih

biljega kako bi se povecala stopa prezivljavanja pacijenta.

Kljucne rijeci: kolorektalni karcinom, genski biljezi, kromosomska nestabilnost,

mikrosatelitska nestabilnost, hipermetilacija CpG otoka, dijagnostika

48



7. SUMMARY

Colorectal cancer (CRC) is one of the most common malignancies and a global problem. The
common goal is to reduce the incidence of these disease, which is why prevention and early
detection are extremely important.

Disease is defined as a malignant tumor of the epithelial cells of the colonic mucosa, and
occurs due to the interaction of acquired and inherited genetic changes with environmental
factors over a long period of time. The main mechanisms of formation include chromosomal
instability (CIN), microsatellite instability (MSI) and hypermethylation of CpG islands
(CIMP). Mutations accumulate in oncogenes (KRAS, BRAF'), tumor suppressor genes (4PC,
TP53), occurs chromosome deletions (18q), telomere dysfunction. Changes in the expression
of genes encoding mitotic kinases (PLK-1, AURK) occur and the regulation of cell signaling
and differentiation (APC/Wnt signaling pathway, Ras-Raf-M AP-kinase pathway) is altered.
The incidence of death is still increasing which is why the genetic underpinnings of the
disease are being investigated and new molecular biomarkers are being discovered to
facilitate diagnosis and treatment.

The priority is to detect cancer at the earliest possible stage, with finding new minimally

invasive biomarkers to increase the patient's survival rate.

Keywords: colorectal cancer, genetic biomarkers, chromosomal instability, microsatellite

instability, hypermethylation of CpG islands, diagnostic
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