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1.UvOD

1.1. Epidemiologija karcinoma debelog crijeva

Karcinom debelog crijeva velik je javnozdravstveni problem. Prema Registru za rak
Republike Hrvatske kod mu &araca se nalazi na drugom mjestu po u estalosti te ini
17% svih karcinoma, a odmah iza karcinoma plu a koji ini 18% svih karcinoma. Kod
-ena se nalazi na drugom mjestu po u estalosti s udjelom od 13%, dok je kod -€na na
prvom mjestu karcinom dojke koji ini 26% svih karcinoma kod -ena. (1)

Ne @0 je druga ija epidemiolo &a situacija u svijetu. Kod mu &araca se nalazi na
tre em mjestu po u estalosti i ini 8% od ukupno novootkrivenih karcinoma iza
karcinoma prostate (koji ini 27%) te bronha i plu a (koji ini 14%). Kod -ena se
tako er nalazi na tre em mjestu po u estalosti iza karcinoma dojke (29%) te
karcinoma bronha i plu a (13%) (2) Ono 4o je vrlo zanimljivo primijetiti jest opadanje
incidencije karcinoma debelog crijeva u razvijenim zemljama poput Amerike (3) kao i
smanjenjenje stope mortaliteta ak za 47% ako se gleda 2011. godina u odnosu na
1990. godinu. Smatra se da je to smanjenje incidencije i mortaliteta posljedica
prevencije karcinoma debelog crijeva te ranog otkrivanja putem screeninga i boljih
mogu nosti lije enja. Bez obzira na smanjenje ukupne incidencije i mortaliteta
pokazano je da je incidencija karcinoma debelog crijeva kod osoba mla ih od 50
godina u porastu te se predvi a da e stopa incidencije porasti ak za 124% kod
pacijenata u dobi od 20 do 34 godine. Uzrok je toj pojavnosti nepoznat. (4) U
Hrvatskoj, na -alost, jo auvijek raste incidencija karcinoma debelog crijeva, a za razliku

od ostalih razvijenih zemalja u porastu je i mortalitet.

1.2.Klasifikacija karcinoma debelog crijeva

Stupnjevanje karcinoma debeloga crijeva zasniva se na TNM-klasifikaciji, gdje T
ozna ava primarni tumor, N zahva enost limfnih vorova, a M prisutnost udaljenih
metastaza. (5) Za razliku od ostalih karcinoma T ne zna i veli inu tumora, ve dubinu
prodora kroz stijenku crijeva (Tablica 1.1.) Karcinomi kolona i rektuma, bez obzira na
razli iti terapijski pristup, dijele isti sustav stupnjevanja budu i da je ishod bolesti u

odnosu na stadij bolesti gotovo jednak.(6)



Tablica 1.1. Definicija za T, N, M stadij

Primarni tumor (T)

TX Primarni se tumor ne mo -e procijeniti
TO Nema dokaza primarnog tumora
Tis Karcinom in situ: intraepitalijalni tumor ili invazija laminae propriae
T1 Tumor ulazi u podsluznicu
T2 Tumor ulazi u mi a ni sloj crijeva
T3 Tumor prolazu kroz mi a ni sloj crijeva u okolno masno tkivo
T4 T4a | Tumor prolazi kroz povr anu visceralnog peritoneuma
T4b | Tumor direktno prodire ili je prirastao uz okolna tkiva i organe

Regionalni limfni vorovi (N)

NX Regionalni limfni  vorovi ne mogu se procijeniti
NO Nema metastaza u regionalne limfne vorove
N1 Metastaza u 1 " 3 regionalna limfna vora
Nla | Metastaza u jedan regionalni limfni vor
N1b | Metastazau 2" 3 regionalna limfna vora
N1lc | Nakupine tumorskih stanica u okolnom masnom tkivu, korijenu
debelog crijeva bez metastaza u regionalne limfne vorove
N2 Metastaza u 4 ili vi & regionalnih limfnih vorova

N2a

Metastaza u 4 " 6 regionalnih limfnih vorova

N2b

Metastaza u 7 ili vi @ regionalnih limfnih vorova

Udaljene metastaze (M)

MO

Nema udaljenih metastaza

M1

Prisutne udaljene metastaze

Mla

Metastaze ograni ene na jedan organ ili podru je

M1b

Metastaze u viae od jednog organa ili podru ja ili metastaze

potrbu anice




Prema AJCC (American Joint Committee on Cancer) staging manual (5), ovisno o
TNM-statusu, bolesnici se mogu podijeliti u 4 stadija (I, Il, Il I V), koji se s obzirom na
prognozu klasificiraju u podstadije. Kroz povijest su prihva ene i koridene i dvije
klasifikacije koje se jo aponekad koriste u klini koj praksi, a to su klasifikacija po
Dukesu (7) te po Astler Colleru (8) (Tablica 1.2.)

Tablica 1.2. Usporedba tri postoje e klasifikacije koje se koriste u klini koj praksi

Stadij T N M Dukes MAC’
0 Tis NO MO - -
[ T1 NO MO A A
T2 NO MO B B1
A T3 NO MO B B2
1B T4a NO MO B B2
e T4b NO MO C B3
HIA T1-T2 N1/Nlc MO C c1
T1 N2a MO C c1
1B T3-T4a N1/Nic MO C [o7)
T2-T3 N2a MO C C1/C2
T1-T2 N2b MO C Cc1
Me T4a N2a MO C [o7)
T3-T4a N2b MO C [o7)
T4b N1-N2 MO C C3
IVA Bilo koji T | BilokojiN | Mla - -
IVB Bilo koji T | Bilo kojiN | M1b - -

MAC" modificirana Astler Coller klasifikacija




Kada se bolesniku doka e karcinom debeloga crijeva, kolonoskopski i biopsijom
patohistolo &i potvrdi, potrebno je u initi kompletnu obradu kako bi se u inilo pravilno
stupnjevanje, a time i adekvatno lije io pacijent. Potrebna je kompletna krvna slika,
biokemijski profil, odre ivanje CEA (karcinoembrionalni antigen) i po etni CT
(kompjuterizirana tomografija) prsi da, trbuha i zdjelice s kontrastom (9), a ako bolesnik
nije u mogu nosti primiti kontrast, potrebno je u initi magnetnu rezonanciju abdomena
i zdjelice i CT toraksa bez kontrasta. Lije enje se karcinoma debelog crijeva i rektuma
razlikuje jer je kod nemetastatskog karcinoma rektuma osnova lije enja
kemoradioterapija nakon koje slijedi operativni zahvat, dok je kod karcinoma debeloga
crijeva osnova lije enja operativni zahvat nakon kojega slijedi, ako je potrebno,
kemoterapija.

Stupnjevanje kolorektalnog karcinoma provodi se na osnovi patohistolo &ih preparata
nakon kirur &og zahvata te na osnovi prethodno navedenih radiolo &ih pretraga. U
patohistolo &om nalazu treba se nalaziti sljede e: stupanj diferenciranosti tumora,
dubina prodora tumora kroz stijenku crijeva i zahva enost okolnih struktura (T), broj
pregledanih limfnih vorova te broj zahva enih limfnih vorova (N) (10), prisutnost
udaljenih presadnica na potrbu anici ili ostalim strukturama (M) (11-13), status
resekcijskih rubova (11, 13), zahva anje krvnih i limfnih +a (14, 15), invaziju
tvaca(16, 17) i nakupine tumorskog tkiva izvan stijenke crijeva i limfnih vorova u

masnom tkivu oko crijeva (18, 19).

1.3 Terapija karcinoma debelog crijeva

Poseban je problem kako tretirati bolesnika nakon operativhog zahvata (20). Kod
bolesnika sa stadijem bolesti i ne indicira se nikakva daljnja terapija (21). Kod
bolesnika sa stadijem Il indicirana je daljnja kemoterapija nakon kirur &og tretmana
(22), dok poseban problem predstavljaju pacijenti stadija Il. Oko 25% bolesnika sa
stadijem Il tumora ima povrat bolesti unutar 5 godina (23). Utjecaj dodatne
kemoterapije kod bolesnika stadija Il bio je temelj istra +vanja nekoliko klini kih studija.
Rezultati metaanalize 5 studija pokazali su da su ve inu koristi imali bolesnici sa
stadijem Il bolesti (24-26). Novi rezultati 12 kontroliranih klini kih studija od 1988. do



2010. pokazali su zna ajnu dobit od dodane kemoterapije kod pacijenata sa stadijem Il
bolesti. (27).

S druge strane Quasar collaborative group (23) studija pokazala je malu dobit od
kemoterapije u odnosu na pra enje u pacijenata sa stadijem Il tumora debelog crijeva.
Dobit iznosi oko 3,6% te je ispod prihvatljive razine od 5% pa prema tome rutinska
primjena kemoterapije u stadiju Il nije indicirana.

Brojnim studijama dodo se do nekih parametara koji zna e loaju prognozu za
bolesnike oboljele od karcinoma debelog crijeva, a to su broj pregledanih limfnih
vorova manji od 12 (28), invazija krvnih ili limfnih +a, invazija +vaca, nizak stupan;j
diferenciranosti tumora, mla a dob bolesnika, bliski resekcijski rubovi, primarni tumor
ve i od 5 cm, perforacija za vrijeme operativhog zahvata ili prije operativnog zahvata
(21, 29). Na osnovi prethodno navedenih parametara odlu ujemo ho emo i
bolesnicima dati kemoterapiju.

U praksi esto vidimo bolesnike koji imaju dobre prognosti ke imbenike, no bez
obzira na to vrlo brzo razviju metastatsku bolest, a i esto kod bolesnika s malim
primarnim tumorom na emo metastatsku bolest u startu. Potrebna su daljnja
istra +vanja kako bi se tom popisu dodali jo aneki parametri koji bi mogli to nije odrediti

prognozu.

1.4. Mikrosatelitska nestabilnost

Jedan je od tih parametara i mikrosatelitska nestabilnost. U pojedinih bolesnika s
kolorektalnim karcinomom dolazi do inaktivacije gena koji ispravljaju pogre &e DNK
polimeraze u mikrosatelitskim sekvencama ( mismatch repair ili MMR geni) (30).
Poznato je najmanje sedam gena MMR sustava: hMLH1, hMLH3, hMSH2, hMSH3,
hMSH6, hPMS1 i hPMS2, a nalaze su u oko 15 - 20 % sporadi nih kolorektalnih
karcinoma (31). Mikrosatelitski su kratke ponavljaju e sekvence DNK, koje se esto
ponavljaju u genomu nekog organizma. Tumori s mikrosatelitskom nestabilno a u (MSI
tumori), koje zovemo jo ai RER+ tumorima (od eng. Replication Error ), obilje -ava
velika akumulacija mutacija u odre enim kratkim (mikrosatelitskim) sekvencama koje
se ponavljaju kroz genom (MSI-H, H od eng. High ), a eae su 100 - 1 000 puta od
razine mutacija u normalnim stanicama (30, 32). Epigenetske promjene ( naj eae

izazvane metilacijom) hMLH1 i hMSH2 naj e ai su uzrok MMR mutacija u karcinomu
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debeloga crijeva (33). Osoba s mutacijom MLH1 i MSH2 nosi vjerojatnost nastanka
kolorektalnog karcinoma oko 80 % do 45-te godine +vota. U ovih je bolesnika ubrzan i
nastanak carcinoma debelog crijeva, te se on mo € na i ve oko 3 godine nakon
urednog nalaza kolonoskopije. Novotvorine vezane uz ovaj genski poreme aj nastaju
prvenstveno u oralnom crijevu, e ae kod -ena. Kod pronalaska ovog tumora ve a je
lokalna invazija, ali ni+m ukupnim stadijem bolesti i rje e prisutnim udaljenim
metastazama (34). lako se smatralo da je ovo put nastanka nepolipoznog karcinoma
kolona, sve je viae dokaza da poreme aji MMR gena induciraju adenom-karcinom
sekvencu, ali sa znatno kra im vremenom pretvorbe od adenoma do karcinoma

Screening se danas sistemski radi u mnogim zemljama, odre ivanjem MSI u
tumorskom tkivu kolorektalnog i endometrijalnog karcinoma, bilo genetskom analizom
ili imunohistohemijskom analizom etiri MMR proteina (hnMLH1, MSH2, MSH6, PMS2).
Na osnovu nalaza karcinome kolona dijelimo u tri skupine miksrosatelitski visoko
nestabilne (MSI-H), mikrosatelitski nisko nestabilne (MSI-L), te mikrosatelitski stabilne
tumore (MSS). Mikrosatelitski stabilni tumori povezani su sa lo @om prognozom, dok
su mikrosatelitski visoko nestabilni tumori povezani sa boljom prognozom i nikakvom

u inkovito a u fluoropirimidinske terapije. (35)

1.5. Zna aj tumorske strome

Jednostavni koncept da tumorska progresija ovisi jedino o unutarnjim mogu nostima
tumorskih stanica zadnjih se godina sve vi & odbacuje. Sve vi @& dokaza upu uje na to
da je tumorska progresija posljedica interakcije izme u tumorskih stanica i stanica
strome koja ih okru wje (36,37). Dosad poznata istra +vanja potvrdila su da tumorska
stroma utje e na tumorski rast, angiogenezu i diseminaciju. Smatra se da stroma
poti e tumorogenzu razli itim mehanizmima koji  uklju uju remodeliranje
ekstracelularnog matriksa, supresiju imunog odgovora i poreme aj regulatornih putova
strome kojim djeluju na pokretljiovost i agresivnost stanica karcinoma (38 40).

Pokazano je kako stroma ima prognosti ku vrijednost u karcinomu jednjaka (41, 42) te

karcinomu dojke (43), posebno triple negativnhom karcinomu dojke (44, 45).

Panayiotou i suradnici su u prosincu 2015. godine objavili rad u kojem su dokazali

potpuno obrnutu stuaciju na karcinomu endometrija. Pokazali su da je mali udio strome



povezan s loaom prognozom i ostalim prognosti ki loam karakteristikama kod
karcinoma endometrija. Postavljena je pretpostavka da interakcija izme u tumorskih

stanica i stanica strome varira me u razli itim karcinomima (46).

Udio strome tumora prethodno je istra +van na karcinomu debelog crijeva. Joasu
2007. godine Mesker i suradnici pokazali da je tumorska stroma neovisni pokazatel;

pre 4vljenja u odnosu na satus limfnih vorova i stadij tumora (47).

2010. godine objavljen je rad Westa i suradnika kojim su dokazali da je manji udio
tumorskih stanica nezavisni prediktor pre 4vjenja kod pacijenata s karcinomom kolona
(48).

2012. godne zapo ela je VICTOR studija (49, 50) u koju je bilo planirano uklju iti 7000
pacijenata i ispitati u inkovitost rofecoxiba u lije enju pacijenata s karcinomom debelog
crijeva stadija Il i lll. S obzirom na kardiotoksi nost rofecoxiba studija je bila prekinuta.
Rezultati te velike studije na preko 700 pacijenata potvrdili su prethodna istra +vanja i
istaknuli stromu kao nezavisni prognosti ki imbenik kod karcinoma debelog crijeva
stadija Il i Ill (51), do je dokazano i u istra+vanju Parka i suradnika iz 2014. (52).
Postavlja se zapravo logi no pitanje je li udio tumorske strome neovisni prognosti ki

imbenik u pre +vljenju kod karcinoma debelog crijeva.



2. HIPOTEZA

Predlo -eno istra Hvanje pretpostavlja da udio tumorske strome utje e na ishod bolesti
kod bolesnika oboljelih od kolorektalnog karcinoma svih stadija. O ekujemo da e se
udio tumorske strome pove avati pove anjem stadija tumora te da e pacijenti koji
imaju ve i udio tumorske strome imati lo au prognozu nego oni s manjim udjelom
strome kako u pre +ljenju do progresije bolesti tako i u ukupnom pre vljenju. Na
osnovi gore navedenoga tumorska stroma mo € se izdvojiti kao neovisni prognosti ki
imbenik kod pacijenata oboljelih od karcinoma debelog crijeva, koji je jednostavan,

brz i jeftin za odre ivanje.



3. CILJEVI ISTRA }IVANJA

Ciljevi su istra Hvanja sljede i:

1. Statisti ki kvantificirati ulogu udjela tumorske strome u odnosu na ukupno
pre +vljenje te vrijeme do progresije bolesti.

2. Statisti ki usporediti odnos udjela tumorske strome s prethodno poznatim
prognosti kim imbenicima kod karcinoma debelog crijeva (T stadij tumora, N
stadij tumora, postojanje metastaza, postojanje invazije krvnih ili limfnih +a, ili

postojanje invazije +vca, stupanj diferenciranosti tumora, lokalizacija tumora).

3. Odrediti utjecaj prethodno poznatih karakteristika tumora (T stadij, N stadij,
postojanje metastazaa, stupanj diferenciranosti tumora, lokalizacija tumora) na

ukupno pre +vljenje i pre +vljenje do progresije bolesti

4. Definirati parametre koji bi pridonijeli ve oj kvaliteti rada, a time i boljim

rezultatima uz manje tro &ove lije enja.



4. ISPITANICI | METODE

4.1. Ustroj studije

Provedena je retrospektivna studija kojom su obuhva eni bolesnici kod kojih je 2006. i
2007. godine operiran karcinom debelog crijeva na Klinici za kirurgiju u Klini kom
bolni kom centru Osijek. Retrospektivha studija odabrana je jer je kod bolesnika
pra eno i ukupno pre +vljenje i vrijeme do progresije bolesti. Kod bolesnika se pratilo
pre vljenje te je kao minimalni razmak od operacije do vremena prikupljanja podataka
trebalo pro i 5 godina. Kako je planiranje ovog istra +vanja zapo eto krajem 2012.
godine, bilo je logi no uzeti 2006. i 2007. godinu. S obzirom na to da se smjernice
HZZO-a za lije enje karcinoma debelog crijeva nisu zna ajno mijenjale od 2006.
godine, bolesnici su dobivali jednaku adjuvantnu terapiju te jednaku terapiju za

metastatsku bolest.

4.2. Ispitanici

Istra +vanjem su bili obuhva eni bolesnici koji su 2006. i 2007. godine operirani na
Klinici za kirurgiju KBC-a Osijek, a nakon toga lije eni ili pra eni na Zavodu za
onkologiju KBC-a Osijek. 1z analize su bili isklju eni bolesnici kod kojih je tumor
dokazan samo kolonoskopijom, a nikada nije odstranjen, te oni bolesnici za koje se
zna da su umrli unutar mjesec dana od operativhog zahvata (perioperativha smrtnost).
Tako er, bolesnici koji su primali neoadjuvantnu onkolo &u terapiju (neoadjuvantna
kemoradioterapija kod karcinoma rektuma) nisu uzeti u analizu. Bolesnici koji su u
anamnezi imali drugi zlo udni tumor ili su imali dva istodobno otkrivena karcinoma
debeloga crijeva tako er nisu uzeti u analizu. Za bolesnike koji su operirani na Kilinici
za kirurgiju, a nisu lije eni na Zavodu za onkologiju KBC-a Osijek, u analizu su
uklju eni samo oni podaci koji su se mogli iaitati iz patohistolo &ih nalaza koji su

dobiveni na Zavodu za patologiju i sudsku medicinu KBC-a Osijek.
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4 .3. Histolo &e metode

Sa Zavoda za patologiju i sudsku medicinu KBC-a Osijek dobiveni su podaci o
patohistolo &im zna ajkama samoga tumora (veli ina tumora, T stadij tumora, broj
odstranjenih limfnih  vorova, broj limfnih  vorova zauzetih tumorom, stupan;j
diferencijacije tumora, zahva anje krvnih i limfninh +a ili zahva anje +vaca, udaljenost
tumora od resekcijskog ruba te je li pacijentu odstranjena i metastaza prilikom
operacije primarnog tumora). Za odre ivanje udjela strome Kkoridgena su arhivska
stakla sa Zavoda za patologiju i sudsku medicinu KBC Osijek.

Nakon prijema crijeva sa tumorom iz kirur &e sale, lumen tumora se otvori, te se ispere
| fiksira u otopini 10% formalina do 24 sata. Nakon pregleda, opisa i mjerenja tumora
uzimaju se uzorci s rubova, iz centra tumora, te iz mjesta najdubljeg prodora tumora
kroz stijenku crijeva, na svaki centimetar tumora po jedan uzorak veli ine 1-2
centimetra, debljine 3-4 mm. Nakon toga se tumorsko tkivo uklapa u parafinske
blokove i re € na debljinu 3-4 mikrometra. Zatim se deparafiniraju u ksilolu i dehidriraju
u gradiranim alkoholima, te bojaju hematoksilin-eozinom. S obzirom na prethodne
radove koji su istra +vali udio strome u tumoru debelog crijeva (47, 48, 51, 52) na
mjestu najdublljeg prodora tumora kroz stijenku crijeva patolog (B.D.) je prona ao
mjesto sa najve im udjelom strome, koje je fotografirano u pove anju 20 puta. Za
fotografiranje je kori @en Olympus BX41 mikroskop s digitalnim fotoaparatom Olympus
C-4040 Digital Camera.

4.4. Odre ivanje udjela tumorske strome

U prethodnim radovima udio strome u tumoru odre ivan je subjektivno. Dva nezavisna
patologa su procjenjivala udio strome, da li ima vi & ili manje od 50% strome, a ukoliko
se nisu slagali, konzultiran je i tre i patolog. (51,52). U radu Meskera i suradnika
kori den je software i image analiser koji na -alost nije dostupan kako u na aj bolnici,
tako niti u ostalim bolnicama u Republici Hrvatskoj. Mi smo -eljeli koristiti metodu koja

e se mo i koristiti u svim bolnicama, te e biti jednostavna i jeftina za kori @aenje. Tako
da smo razvili naas metodu za odre ivanje udjela strome uz pomo ra unalnog

programa za obradu slike.
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Udio tumorske strome je odre en uz pomo ra unalnog programa Adobe Photoshop
CS2 (Adobe Creative Suite 2 Photoshop, Adobe Systems Incorporated, 345 Park
Avenue, San Jose, California 951 10. USA). Na fotografiji mjesta sa najve im udjelom
tumora ru no je obojana stroma u zelenu boju (Slika 4.1.) Zelena boja je kori dena s
obzirom da se na standardnom bojanju hematoksilin-eozin nida ne boja zelenom
bojom. Na osnovu broja piksela odre uje se udio strome. Ukupan broj piksela na
fotografiji je bio 241968. Nakon &o smo obojali stromu u zeleno, odredili smo broj

piksela obojan zelenom bojom. Nakon toga smo izra unali udio strome po formuli

Udio strome = broj piksela obojan zelenom bojom / 241968

U ve ini preparata poku ali smo dobiti da tumor prekriva cijelu fotografiju, no na nekim
preparatima to nije bilo mogu e, a zbog veli ine tumora (Slika 4.2.). U tom je slu aju
dio koji nije pripadao tumoru ru no obojan obojen -utom bojom. Tako er su podru ja
nekroze obojena -utom bojom, a sluz koja je bila dio tumora nismo bojali utom bojom,
ve je ostala dio tumora. Zatim smo ponovno ru no obojali stromu u zelenu boju.

Nakon toga smo izra unali udio strome u tumoru po formuli:

Udio strome = broj piksela obojan zelenom bojom / ( 241968 broj piksela obojan

+tom bojom)

Prethodno su na anonimnim uzorcima u iinjena testiranja ra unalnog programa jer u
relevantnoj medicinskoj literaturi nije na eno da je taj program Kkori @en u te svrhe, tako
da smo patolog (A..) i glavni istra+va neovisno odre ivali udio strome te izme u
na a dva o itanja nije bilo statisti ki zna ajne razlike pa smo zaklju ili da nije potrebno

dvostruko gledanje i ra unanje udjela strome na preparatima.
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Slika 4.1. Odre ivanje udjela strome u programu Adobe Photoshop CS2 kada tumor

prekriva cijelu sliku

Slika 4.2. Odre ivanje udjela strome u programu Adobe Photoshop CS2, kada tumor

ne prekriva cijelu sliku

Iz povijesti bolesti pacijenata sa Zavoda za onkologiju dobiveni su podaci o spolu, dobi,
datumu operativnog zahvata, vrsti operativhog zahvata, postojanju i sijelu metastaza te
lije enju bolesnika. Tako er su dobiveni podaci o datumu ponovne pojave bolesti, bilo
u obliku udaljenih metastaza ili lokalnog povrata bolesti. progresije bolesti, datumu

zadnje kontrole i datumu smrti pacijenta koji su preminuli.
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4 .4 Statisti ke metode

Kategorijski podaci prikazano su apsolutnim i relativnim frekvencijama. Numeri ki
podaci prikazani su aritmeti kom sredinom i standardnom devijacijom, a po potrebi
navedene su vrijednosti medijana i kvartila te ostalih klasi nih mjera deskriptivhe
statistike.

Ukupno pre +vljenje i pre +vljene do progresije bolesti procijenjeno je Kaplan-
Meierovom krivuljom. Razlike u ukupnom pre +vljenju i pre +vljenju do progresije
testirane su primjenom log-rank testa, te Cox-ovom regresijskom analizom.

Razina zna ajnosti je postavljena postavljena na 0.05.

Za statisti ku analizu kori den je statisti ki program STATISTICA64 (INA ICA 11,
StatSoft.Inc. Tulsa, OK, SAD) te programski paket R, library Olsurv" za survival
analyzis (53)
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5. REZULTATI

5.1. Ispitanici

Na Klinici za kirurgiju KBC-a Osijek 2006. i 2007. godine operirano je 257 blesnika. Od
toga je 4 bolesnika imalo istodobno dva otkrivena karcinoma debelog crijeva, 8 je
bolesnika prethodno imalo karcinom debelog crijeva te je operiran bilo recidiv bilo novi
primarni tumor debelog crijeva. Tri su bolensika u povijesti bolesti imala drugi maligni
tumor (dvije bolesnice s karcinomom dojke i jedan bolesnik melanom). Patohistolo i
preparati za 7 bolesnika bili su tehni ki loa te se iz njih nije mogao odrediti udio
strome.

Iz toga proizlazi da je analiza udjela strome u injena za 236 bolesnika s operiranim
karcinomom debelog crijeva. Od toga je 206 bolesnika lije eno i na Zavodu za
onkologiju KBC-a Osijek, dok je ostalih 30 bolesnika samo operirano i nije lije eno na
Zavodu za onkologiju KBC-a Osijek. Uglavnom su to bolesnici koji su u vrijeme
operacije bili stariji od 80 godina.

Od 236 analiziranih bolesnika 130 (55,08%) su bili mu &arci, a 106 (44,92%) su bile
-ene. Ispitanici su bili u dobi od 66,23 + 11,44 godina.

5.2. Patohistolo &e zna ajke tumora

Ako se pogleda lokalizacija tumora na debelom crijevu, vidi se da je najvi @& tumora bilo
na rektumu (84 ili 35,59%), zatim slijedi sigma u kojoj se nalazilo 68 ili 28,81% tumora.
Tumor u podru ju cekuma i ascendensa imalo je 43, odnosno 18,22% boleesnika.
etrnaest (5,93%) pacijenata imalo je tumor u podru ju descendentnog kolona dok je
11 (4,66%) imalo tumor u podru ju transverzalnog kolona i lijenalne fleksure. Najmanje
pacijenata (5 ili 2,12%) imalo je tumor u podru ju hepatalne fleksure.
Za svaki patohistolo &i preparat primarni je tumor opisan veli inom u centimetrima u
dvije dimenzije te dubinom prodora kroz stijenku crijeva (T stadij). U analizu je uzeta
ve avrijednost u centimetrima, po do je ta vrijednost povezana sa ishodom bolesti.
Veli ina tumora iznosila je 5,69+£2,61 cm, s medijanom od 5 cm (0,7 " 20 cm). Za 5
pacijenata veli ina tumora nije se mogla odrediti zbog rastrganosti preparata pri

operativnom zahvatu. Raspodijela veli ine tumora prikazana je na slici 5.1.
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Slika 5.1. Raspodjela veli ine tumora debelog crijeva kod pacijenata oboljelih od
karcinoma debelog crijeva

Najvi & bolesnika imalo je tumor T3 stadija (proboj kroz itavu stijenku crijeva i arenje
u okolno masno tkivo), ukupno 185 ili 78,72%. Dvadeset devet bolesnika (12,34%)
imalo je tumor T2 stadija (tumor koji ulazi u mia ni sloj, ali ga ne probija). T4 tumor
(tumor koji probija potrbu aicu ili infiltrira okolne organe) imalo je 18 bolesnika
(16,66%). Svega 3 bolesnika (1,28%) imalo je tumor T1 stadija. Za jednog se pacijenta
T stadij nije mogao odrediti s obzirom na to da se u patohistolo &om opisu opisuje kao
rastrgani tumor.

Kod 232 pacijenta mogao se odrediti broj pregledanih limfnih vorova, dok se za 4
pacijenta broj limfnih vorova dao opisno ( nekoliko ) te ti bolesnici nisu u di u analizu
broja izva enih limfnih vorova. Prosje no je pregledano 16 limfnih vorova, pri emu
postoje bolesnici kod kojih nije opisan nijedan limfni vor, dok je kod jednog bolesnika

opisano 95 limfnih vorova. Kako je potrebno pregledati minimalno 12 imfnih vorova
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da bi se dobio dobar stadij bolesti, odnosno da bi se patolog mogao izjasniti o N stadiju
bolesti. Svi bolesnici koji su imali pregledano manje od 12 limfnih vorova, a me u
pregledanim limfnim vorovima nije bilo onih zauzetih tumorom, ozna eni su
nepoznatim statusom limfnih vorova. Ako je pregledano manje od 12 limfnih vorova,
ali su limfni vorovi bili zauzeti tumorom, klasificirani su u N stadij prema broju zauzetih
limfnih vorova.

Za 24 bolesnika (10,17%) tako nedostaje status limfnih vorova (4 ima opisni broj
limfnih vorova, a ostalih 20 ima izva eno manje od 12 limfnih vorova, a nijedan nije
zauzet tumorom, te je kod tih bolesnika status limfnih vorova nepoznat). Od 212
pacijenata za koje postoji N status, NO status, tj. bez zahva anja limfnih vorova
tumorskim tkivom, ima 72 bolesnika (33,96%). Jedan do tri zauzeta limfna vora (N1
stadij) ima 56 bolesnika (26,42%), dok via od tri zauzeta limfna vora ima 84
bolesnika (39,62%).

'to se ti e metastatske bolesti, za vrijeme operacije bila je prisutna u 47 bolesnika
(22,38%) i to naj e ae samo u jetri u 37 pacijenata, potrbu aici u 4 bolesnika, plu ima
kod jednog bolesnika te u 3 bolesnika potrbu aica i jetra, a u 2 bolesnika jetra i plu a.
Za 26 bolesnika se ne zna jesu li u trenutku operacije imali metastaze jer isto nije bilo
napisano na patohistolo &om preparatu. Radi se o bolesnicima koji nemaju povijest
bolesti na Zavodu za onkologiju. Za 3 je bolesnika koji nemaju povijest bolesti na
Zavodu za onkologiju u patohistolo &om izvje @aju napisano da imaju metastatsku
bolest te da je u injen samo palijativni operativni zahvat.

Raspodijela tumora po stadijima prikazana je na slici 5.2.

Tumori koji su imali T1 ili T2 stadij primarnog tumora, a nisu imali odgovaraju i broj
limfnnih  vorova ili su imali nepoznato postojanje presadnica, stavljeni su u stadij

bolesti I.
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Slika 5.2. Raspodiela karcinoma debelog crijeva prema stadiju bolesti

Kod bolesnika je tako er gledano postojanje invazije krvnih i limfnih +a, te invazije
tvaca. Kod 59 bolesnika (25,11%) bila je prisutna invazija krvnih ili limfnih Ha ili
invazija +vaca dok ju 176 bolesnika (74,89%) nije imalo. Za jednog bolesnika
nedostajali su podaci o invaziji krvnih | limfnih +a te -+vaca.

Stupanj diferencijacije tumora itan je iz patohistolo &ih izvje aa. Dobro diferenciranih
tumora bilo je 103 (43,64%), srednje diferenciranih tumora 90 (38,14%), a slabo
diferencirnin tumora bilo je 12 (5,18%). Za 31 tumor nije bio odre en stupan;j
diferencijacije.

Odre ena je i udaljenost tumora od ruba resekcije. Prosje na udaljenost tumora od
ruba resekcije bila je 5,58 £ 4,93 cm. Raspodjela udaljenosti od ruba resekcije
prikazana je na slici 5.3.
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Slika 5.3. Udaljenost tumora od ruba resekcije kod bolesnika oboljelih i operiranih od

karcinoma debelog crijeva

Adjuvantnu terapiju za karcinom debelog crijeva dobivalo je 140 bolesnika, od toga su
102 bolesnika (72,86%) primala kemoterapiju temeljenu na 5-fluorouracilu, a 38
(27,14%) bolesnika primilo je kemoradioterapiju. Kemoradioterapiju su primali bolesnici
s karcinomom rektuma.

Od 89 bolesnika koji su u trenutku operacije imali metastatsku bolest ili su je razvili

tijekom pra enja, kod 21 bolesnika (23,59%) u injena je operacija metastaza.

5.3. Analiza udjela strome prema patohistolo &im zna ajkama tumora
Udio strome u tumorskom tkivu odre en je za sve bolesnike koji su uzeti u analizu.

Srednja vrijednost iznosi 44,23 % + 12,10 %, a raspodjela udjela strome prikazana je

na slici 5.4.
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Slika 5.4. Raspodjela udjela strome kod pacijenata oboljelih i operiranih od karcinoma

debelog crijeva

Kako bi se utvrdila razlika izme u udjela strome u mu &og i enskog spola kori d@en je
t-test o jednakosti o ekivanja (54) te je dokazano da ne postoji statisti ki zna ajna
razlika u udjelu strome izme u mu &og i enskog spola (p=0.314).

Kako bi se analizirao udio strome prema lokalizaciji, kori dena je tako er analiza
varijanci, pri emu klasi na i Welcheova korekcija ne upu uju na postojanje razlika u
o ekivanim vrijednostima po lokalizacijama (p=0,459 i p=0,490). Me utim zbog malog
broja podataka za pojedine lokalizacije u injena je i Kruskal-Wallis-ov test, koji tako er
ne upu uje na postojanje dominacije udjela strome za neku vrijednost lokalizacije u

odnosu na ostale (p=0,424). No kako postoji opravdana sumnja u jednakost varijanci,
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u injen je i medijan test, koji je potvrdio postojanje razlike u medijanima s p-
vrijedno a u od 0,035.

Prije negoli je zapo eta analiza udjela strome prema T stadiju, iz analize su isklju eni
pacijenti s T1 stadijem. Kako je medijan udjela strome zna ajno manji nego u ostalim T
stadijima, a postoje samo 4 pacijenta sa ovim stadijem i rezultati nisu pouzdani, taj je
stadij isklju en iz analize i poku alo se analizirati postoje li razlike u udjelu strome po T
stadiju u preostale tri skupine. Analiza varijanci potvrdila je postojanje razlike u
o ekivanim vrijednostima s p-vrijednosti manjom od 0,002. S obzirom na to da se
razlika u distribuciji strome za T2 i T3 stadij u inila vrlo malom, u injena je i post hoc
analiza. Post hoc analiza (Scheffeov test) (56) potvrdila je da je razlika najizra €enija
izme u T2 i T3 stadija te da je ona statisti ki zna ajna (p=0,002). Odnos udjela strome

i T stadija prikazan je na slici 5.5.
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Slika 5.5. Povezanost udjela tumorske strome i T stadija bolesti kod bolesnika s

karcinomom debelog crijeva
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Analizom varijanci ispitivana je i razlika u o ekivanim vrijednostima udjela strome po N
stadiju bolesti. Dobivena je statisti ki zna ajna razlika u udjelu strome me u N
stadijima (p=0,038). Post hoc analiza (Scheffeov test) pokazala je statisti ki zna ajnu
razliku u udjelu strome izme u NO i N2 stadija (p=0.046), do je grafi ki prikazano na
slici 5.6.
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Slika 5.6. Povezanost udjela tumorske strome i N stadija bolesti kod bolesnika sa

karcinomom debelog crijeva

Tako er je u injena analiza varijanci u o ekivanim udjelima strome u odnosu na stadij
bolesti te je dobivena statisti ki zna ajna razlika (p<0.001). Vidi se statisti ki zna ajan
porast o ekivane vrijednosti udjela strome izme u stadija 1 i 2, dok post hoc analiza

pokazuje kako ne postoji razlika u udjelu strome me u ostalim stadijima.
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Analizom varijanci nije se pokazala statisti ki zna ajna razlika u udjelu strome me u
bolesnicima koji su imali invaziju krvnih ili limfnih +a ili invaziju +vaca i onih kod kojih
ista nije dokazana (p=0,12), kao ni me u onim bolesnicima koji su imali metastaze u
trenu postavljanja dijagnoze i onih koji ih nisu imali (p=0,63).

Tako er ne postoji statisti ki zna ajna razlika u udjelu strome me u bolesnicima s

obzirom na stupanj diferencijacije tumora (p=0.221) .

5.4. Utjecaj patohistolo &ih i klini kih zna ajki na pre +vljenje bolesnika

Ukupno pre +vljenje definirano je vremenom proteklim od datuma operacije do datuma
smrti, dok je vrijeme do progresije bolesti definirano kao vrileme od datuma operacije
do datuma progresije bolesti (bilo da se radi o progresiji ve postoje ih metastaza ili
nastanku lokalnog recidiva ili udaljenih metastaza). Ako za nekog bolesnika postoji
datum smrti, a nema datuma progresije bolesti, datum smrti uzet je kao datum
progresije bolesti.

Medijan pre +4vljena odre en je Kaplan-Meierovim procjeniteliem (57) s pouzdanim

granicama nivoa 95%, a krivulja ukupnog pre +vljenja prikazana je na slici 5.7.

Slika 5.7. Kaplan-Meier krivulja ukupnog pre +vljenja bolesnika s karcinomom debelog

crijeva s pouzdanim granicama nivoa 95%
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Medijan ukupnog pre +vljenja iznosio je 2066 dana, odnosno 5,66 godina (Cl 1412
2765).

Medijan vremena do progresije bolesti iznosio je 896 dana, odnosno 2,45 godina (ClI
668-2229), a Kaplan-Meierova krivulja pre +vljena do progresije bolesti prikazana je na
slici 5.8.

Slika 5.8. Kaplan-Meierova krivulja pre +vljenja do progresije bolesti bolesnika s

karcinomom debelog crijeva s pouzdanim granicama nivoa 95%

Analiza postojanja razlika u do +vljenju u odnosu na kategorijalne varijable u injena je
primjenom log-rank testa.

Ne postoji statisti ki zna ajna razlika u pre +vljenju u odnosu na spol (p=0,268) kao ni
u vremenu do progresije bolesti (p=0,482).

Odnos ukupnog pre -vljenja i lokalizacije tumora prikazan je na slici 5.9., dok je odnos

vremena do progresije bolesti i lokalizacije tumora prikazan na slici 5.10.
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Slika 5.9. Kaplan-Meierova krivulja ukupnog pre +vljenja bolesnika s karcinomom

debelog crijeva prema lokalizaciji tumora (p=0,052)

Slika 5.10. Kaplan-Meierova krivulja pre +vljenja do progresije bolesti bolesnika s

karcinomom debelog crijeva prema lokalizaciji tumora (p=0,023)

Treba primijetiti da su lokalizacije grupirane u tzv. desni kolon (cekum, ascendens,
hepatalna fleksura, transverzum i lijenalna fleksura) te lijevi kolon (descendens, sigma i
rektum). Ne postoji statisti ki zna ajna razlika u ukupnom pre +ljenju s obzirom na

lokalizaciju tumora (p= 0,052), ali postoji evidentno razdvajanje krivulja u korist desnog
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kolona koje u na @&m istra 4vanju ima dulji medijan ukupnog pre +vljenja (1717 dana za

lijevi kolon, dok medijan ukupnog pre +vljenja za desni kolon nije dostignut).

No kako je prikazano na slici 5.10., postoji statisti ki zna ajna (p=0,023) razlika u

medijanima vremena do progresije bolesti.

Tako er postoji jasna statisti ki zna ajna razlika u ukupnom pre +vljenju u odnosu na T

stadij bolesti (p= 0,004). Vrijednosti medijana ukupnog pre +vljenja s 95% intervalima

pouzdanosti dana je tablici 5.1.

Tablica 5.1. Vrijednosti medijana ukupnog pre +vljenja bolesnika s tumorima debelog

crijeva s intervalima pouzdanosti prema T stadiju (p=0,004)

T stadij Broj bolesnika | Broj umrlih | Medijan 0.95 0.95 UCL
bolesnika | ukupnog LCL*
pre #ljenja
2 25 4 NA' NA' NA'
3 165 72 1948 1367 2452
4 13 8 892 447 NA'

* LCL Low Confidence Level

UCL Upper Confidence Level ' nije postignuto

Vrijednosti medijana vremena do progresije bolesti s 95% intervalima pouzdanosti

dane u odnosu na T stadij prikazane su u tablici 5.2. Postoji statisti ki zna ajna razlika

u vremenu do progresije bolesti u odnosu na T stadij p=0,049.
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Tablica 5.2. Vrijednosti medijana pre +vljenja do progresije bolesti bolesnika s

tumorima debelog crijeva s intervalima pouzdanosti prema T stadiju (p=0,049)

T stadij Broj bolesnika | Broj Medijan 0.95 0.95 UCL
bolesnika s | ukupnog LCL*
progresijom | pre +ljenja

2 25 7 NA' 2553 NA'

3 165 87 784 655 1710

4 13 8 442 258 NA'

* LCL Low Confidence Level

Zauzetost

limfnih

vorova,

UCL Upper Confidence Level ' nije postignuto

odnosno N stadij,

pre +vljenjem (p<0,001), do je prikazano u tablici 5.3.

pokazuje jasnu povezanost s

Tablica 5.3. Vrijednosti medijana ukupnog pre +vljenja bolesnika s tumorima debelog

crijeva s intervalima pouzdanosti od 95% (p<0,001)

N stadij Broj bolesnika | Broj umrlih | Medijan 0.95 0.95 UCL
bolesnika ukupnog LCL*
pre #ljenja
0 58 14 NA 2397 NA
1 51 20 2155 1431 NA
2 76 44 810 560 1408

* LCL Low Confidence Level

Zauzetost limfnih

UCL Upper Confidence Level ' nije postignuto

vorova, odnosno N stadij,

pre +vljenjem do progresije bolesti (p<0,001), do je prikazano u tablici 5.4.

pokazuje i jasnu povezanost s
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Tablica 5.4. Vrijednosti medijana pre +vljenja do progresije bolesti bolesnika s

tumorima debelog crijeva s intervalima pouzdanosti od 95% (p<0,001)

N stadij Broj bolesnika | Broj Medijan 0.95 0.95 UCL
bolesnika s | ukupnog LCL*

progresijom | pre +ljenja

0 58 16 NA® NA® NA®
1 51 24 1184 722 NA'
2 76 52 405 316 595
* LCL Low Confidence Level UCL Upper Confidence Level ' nije postignuto

Tako er postoji statisti ki zna ajna razlika u ukupnom pre 4vljenju (p<0,001), s
medijanom ukupnog pre +vljenja 447 dana (Cl 330-671) kod pacijenata s postojanjem
metastaza u odnosu na 3287 (Cl 2380-NA) kod pacijenata koji nemaju metastaze. “to
se ti e vremena do pogresije bolesti, medijan je pre +vljenja 241 dan (Cl 168-334 za
pacijente koji imaju metastaze, u odnosu na 2474 dana (Cl 1385-NA) za pacijente koji

nemaju metastaze (p<0,001).

Odnos ukupnog pre ljenja prema stadijima bolesti prikazan je na slici 5.11., na kojoj

se vidi da postoji statisti ki zna ajna razlika me u stadijima (p<0.001).
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Slika 5.11. Odnos ukupnog pre +vljenja bolesnika s tumorom debelog crijeva i stadija
bolesti (p<0,001)

Vrlo je sli na situacija s vremenom do progresije bolesti. Postoji statisti ki zna ajna
razlika u vremenu do progresije bolesti me u stadijima (p<0,001) do je i prikazano na
slici 5.12.

Slika 5.12. Odnos pre +vljenja do progresije bolesti kod bolesnika s tumorom debelog

crijeva i stadija bolesti
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Pacijenti koji su imali metastaze imali su statisti ki zna ajno lo ae ukupno pre +ljenje
u odnosu na one koji ih nisu imali (447 vs 3287 dana, p <0,001).

Kod pacijenata kod kojih su presadnice odstranjene postoji razlika u ukupnom
pre 4vljenju koja je statisti ki zna ajna (medijan 2066 dana (Cl 741-NA) vs 892 dana
(C1671-1163), p=0,003).

Tako er postoji klini ki zna ajna razlika u ukupnom pre +vljenju izme u pacijenata s i
bez invazije krvnih ili llimfnih Ha, ili invazije +vaca (medijan 1338 (CI 810-NA) vs 2301
(Cl 1431-NA) dana), no ni ovdje razlika nije statisti ki zna ajna (p=0,059). Nasuprot
tome dobivena je statisti ki zna ajna razlika u pre vljenju izme u pacijenata koji imaju
invaziju krvnih ili limfnih +a ili invaziju +vaca u odnosu na one koji je nemaju (588 (ClI
442-1844) vs 1385 (Cl 742-NA) dana), p=0,029.

Prilikom odre ivanja korelacije udjela strome i pre +vljenja, pacijente smo podijelili u
dvije skupine (one koji imaju tumore s manje i jednako 50% strome i one Koji imaju
tumore s vi & od 50% stome). Krivulje ukupnog pre +vljenja prikazane su na slici 5.13.
Postoji statisti ki zna ajna razlika u ukupnom pre +vljenju, te tako pacijenti koji imaju
udio tumorske strome ve i od 50% imaju i statisti ki zna ajno kra e ukupno pre +vljnje
(p=0,016).

Slika 5.13. Kaplan-Meierova krivulja odnosa ukupnog pre +vljenja u bolesnika sa
tumorom debelog crijeva koji imaju udio tumorske strome "&0% i onih koji imaju >50%

udjela tumorske strome

Isto tako postoji i statisti ki zn ajna razlika u pre +vljenju do progresije bolesti, do je
prikazano na slici 5.14. Bolesnici koji su imali udio tumorske strome >50% imali su i
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statisti ki zna ajno du € vrijeme do progresije bolesti u odnosu na one koji su imali

udio tumorske strome manje ili jednako 50% (p=0,019).

Slika 5.14. Kaplan-Meierova krivulja pre +vljenja do progresije bolesti u bolesnika sa
tumorom debelog crijeva koji imaju udio strome "&0% i onih koji imaju >50% strome
(p=0,019)
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6. RASPRAVA

Prilikom postavljanja dijagnoze zlo udnog tumora bolesnike naj e ae zanima kakva
mu je prognoza. Kroz povijest se pojam prognoze poku ao Kkvantificirati te su
istra +vane karakteristike tumora koje utje u na prognozu. Tako su izdvojeni parametri
koji utje u na prognozu tumora. No u praksi se pokazalo da oni nisu dovoljno dobri za
to nije odre ivanje prognoze pacijenata, te je potrebno tragati za novim , boljim

imbenicima prognoze kod bolesnika oboljelih od umora debelog crijeva.

6.1. Utjecaj veli ine tumora i T stadija na ishod bolesnika oboljelih od karcinoma

debelog crijeva

U naaj analizi veli ina tumora nije imala utjecaj niti na ukupno pre +vljenje ni na
pre +vljenje do progresije bolesti. U starijim verzijama NCCN-smjernica veli ina tumora
od 5 cm bila je granica. Kod tumora stadija Il ve ih od 5 cm bila je indicirana
adjuvantna kemoterapija (58). U novoj verziji 2.16. veli ina se tumora ve a od 5 cm
vi @& ne spominje kao imbenik koji utie e na odluku o davanju kemoterapije. (21)

S druge strane postoji jasna povezanost izme u T stadija primarnog tumora i
pre 4vljenja. Primarni tumor T4 stadija smatra se visokim rizikom te se prema ESMO
(European Society of Medical Oncology)- i NCCN (National Comprehensive Cancer
Network)-smjernicama kod bolesnika stadija bolesti Il, ali s T4 stadijem primarnog
tumora indicira kemoterapija (21, 59).

Na & je istra +vanje tako er pokazalo statisti ki zna ajnu povezanost izme u T stadija
bolesti te ukupnog pre +vljenja (p=0.004) i vremena do progresije bolesti (p=0,045),

tako da pre -vljenje opada s obzirom na dubinu prodora kroz stijenku crijeva.

Najvi & bolesnika imalo je T3 stadij bolesti, do je u skladu s prethodnim studijama (48,
51, 52) iako u manjem omjeru nego u navedenim studijama. Treba primijetiti da u
na &m istra +vanju ima izuzetno malo bolesnika koji su imali tumor T1 stadija (svega 3
bolesnika). Treba nazna iti da je taj rezultat i o ekivan jer su to tumori koji se otkriju

uglavnom slu ajno.

Tako er, naa su rezultati udjela tumorske strome prema T stadijima usporedivi s

prethodno opisanim podacima. Tako kod nas postoji statisti ki zna ajna razlika u
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udjelu strome izme u stadija T1, T2 i T3. U Huijbersovoj se studiji jasno vidi kako udio
bolesnika koji imaju niski udio strome opada kako raste T stadij bolesti (T1 100%, T2
96,2%, T3 74,8%, T4 55%), do je potvrdila i Parkova studija (p=0.027) (51, 52).

6.2. Utjecaj N stadija bolesti na ishod kod bolesnika oboljelih od karcinoma debelog

crijeva

Bolesnici koji imaju karcinom debelog crijeva stadija bolesti Il, odnosno kod kojih nisu
zahva eni limfni vorovi, imaju stope pre 4vljenja 70 " 80% u odnosu na one koji imaju

zahva ene limfne vorove ija je stopa petogodi anjeg pre +vljenja 30 " 60% (60).

U naa&@m smo istra Hvanju dokazali da je via N stadij statisti ki zna ajno povezan s
pre +vljenjem (p<0.001) i za ukupno pre +ljenje i za vrijeme do progresije bolesti, d@o

je u skladu s prethodno objavljenim podacima.

Ako se pogleda udio strome u odnosu na N stadij tumora u Huijbersovoj analizi, postoji
zna ajni porast udjela strome kako raste N stadij, tako da u NO stadiju svega 22,22%
bolesnika (38 nasuprot 171 pacijent) ima visoki udio strome, dok je taj omjer u N2

stadiju bolesti 50% (9 nasuprot 18 pacijenata). (51)

Postavlja se i pitanje koliko se vorova treba analizirati. Istra vanje INT-0089 pokazalo
je da pove anje broja izva enih i analiziranih limfnih vorova dovodi do boljeg
pre +vljenja bolesnika, kako onih s pozitivnim limfnim vorovima tako i onih s
negativnim limfnim vorovima (61).

Kasnije studije pokazale su povezanost pobolj anja pre +vljenja s analizom 12 i via
limfnih vorova (62, 63).

Ne zna se koji je to an razlog tog rezultata, no bez obzira na razlog preporuka je
Ameri kog dru ava patologa da se bez obzira na T stadij bolesti kod pacijenta pregleda
minimalno 10 " 14 limfnih vorova (64).

U na &m je istra +vanju srednja vrijednost broja pregledanih limfnih vorova (16,00 +
10,26) bila u skladu s preporukama. Treba napomenuti da su 2006. i 2007. godine jo a
uvijek patohistolo &i izvje daji bili opisni te da se u pojedinim izvje d@ajima mogla na i
re enica pregledano je nekoliko limfnih vorova . Unazad nekoliko godina pisanje je

patohistolo &«ih izvje daja u Republici Hrvatskoj standardizirano te se u svakom
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sustavno nalaze parametri koji su bitni klini aru, a me u njima i broj pregledanih

limfnih vorova i broj limfnih vorova zauzetih tumorom.

6.3. Utjecaj postojanja metastaza na ishod bolesnika oboljelih od karcinoma debelog

crijeva

Prema podacima iz literature oko 25% bolesnika sa karcinomom debelog crijeva pri
postavljanju dijagnoze ima metastatsku bolest, pri emu oko 75% bolesnika ima
metastatsku bolest ograni enu na jetru. Ukupno petogodi anje pre +vljenje za bolesnike
S metastatskom bolesti iznosi izme u 5 i 10%, pri emu -ene imaju ne @ bolje

pre +vljenje nego mu &arci (65).

Prema naam istradvanju 22,38% bolesnika pri postavljanju dijagnoze imalo je
metastatsku bolest , pri emu je 78,26% imalo metastaze ograni ene na jetru, do je u
skladu s objavljenim podacima.

Pre +vljenje bolesnika s metastatskom bolesti statisti ki je zna ajno ni € u odnosu na
one koji nemaju metastaze tijekom postavljanja dijagnoze. Analizom pre +vljenja
bolesnika koji imaju metastaze u odnosu na one koji ih nemaju postoji statisti ki
zna ajna razlika u medijanu ukupnog pre -vljenja (447 vs 3287 dan, p<0.001).
Operacijom presadnica u jetri dobiva se poboljanje pre +vljenja te petogodi anje

pre +vljenje raste na do 35% (66).

6.4. Utjecaj invazije krvnih i limfnih +Ha te invazije +vaca na pre +vljenje bolesnika

oboljelih od kolorektalnog karcinoma

Velika metaanaliza Yanga i suradnika (67) pokazala je da je postojanje invazije +vaca
va-an loa prognosti ki imbenik kod bolesnika s karcinomom debelog crijeva.
Dobivene su statisti ki zna ajne razlike kako u ukupnom pre +ljenju (p<0,01, HR 2,07)
tako i u vremenu do progresije bolesti (p<0,01 HR 2,23) bolesnika oboljelih od
karcinoma debelog crijeva. Na osnovi toga invazija +vaca uvr dena je u smjernice za

lije enje karcinoma debelog crijeva (21) kao negativan prognosti ki imbenik. Smatra
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se da svim bolesnicima koji imaju stadij Il tumora i perineuralnu invaziju treba dati
adjuvantnu kemoterapiju.

Invazija krvnih i limfnih +a tako er mo e koristiti za identifikaciju bolesnika s
agresivnijim tipovima karcinoma debelog crijeva. Karcinomi s prisutnom invazijom
krvnih i limfih Ha eae su slabije diferencirani i eae imaju via& preoperativhe
vrijednost karcinoembrionalnog antigena, koji je tako er izdvojen kao negativni
prognosti ki imbenik (68, 69).

Kod na ah bolesnika nije dobivena statisti ki zna ajna razlika u ukupnom pre -vljenju
izme u onih bolesnika koji imaju prisutnu invaziju krvnih ili limfnih +a i invaziju +vaca i
onih koji je nemaju, iako se vidi razlika u medijanu ukupnog pre +vljenja (1338 vs 2301

dan), dok je za vrijeme do progresije bolesti ta razlika statisti ki zna ajna (p=0,029).

6.5. Utjecaj stupnja diferenciranosti tumora na ishod bolesnika oboljelih od karcinoma

debelog crijeva

Stupanj diferenciranosti tumora odre uje se na osnovi postotka Hezdanih struktura
unutar tumora. Tako se oni tumori koji imaju >95% djezdanih struktura smatraju
stupnjem diferenciranosti 1, odnosno dobro diferenciranim tumorima, oni koji imaju
>50% Hezdanih struktura stupnjem diferenciranosti 2 ili srednje diferenciranim
tumorima, oni s <50% ezdanih struktura stupnjem diferenciranosti 3, tj slabo
diferenciranim tumorima, dok se one s udjelom djezdanih struktura <5% smatra
stupnjem diferenciranosti 4, tj nediferenciranim tumorima. U klini kojj se praksi stupanj
diferenciranosti 3 i 4 obi no prikazuju zajedno kao slabo diferencirani tumori (70).

Karcinomi debelog crijeva naj eae su dobro diferencirani. U studiji Derwingera i
suradnika (71) pokazano je da su karcinomi debelog crijeva u 55,5% slu ajeva dobro
diferencirani, u 35,7% srednje diferencirani, a u svega 8,8% slu ajeva slabo
diferencirani. Stupanj diferencranosti tumora u istoj se studiji pokazao kao nezavisni
imbenik pri riziku metastaziranja. (71)

U na &m istra +vanju bolesnici su prema stupnju diferenciranosti bili sli no raspore eni
(50,24% imalo je dobro diferencirane tumore, 43,90% je imalo srednje diferencirane
tumore, dok je 5,85% imalo slabo diferencirane tumore). Treba napomenuti da za 31
bolesnika nismo imali stupanj diferenciranosti tumora. Pisanjem patohistolo &ih

izvje aa prema strukturiranom obrascu taj bi se problem trebao izbje i. U naa@m se
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istra +vanju stupanj diferenciranosti nije pokazao prediktornim imbenikom za ukupno
pre +vljenje, kao ni za vrijeme do progresije bolesti, iako je rezultat za vrijeme do

progresije bolesti na granici statisti ke zna ajnosti (p=0,051).

6.6. Utjecaj lokalizacije tumora na ishod bolesnika oboljelih od carcinoma debelog

crijeva

Trenuta no je vrlo aktualna razlika u ukupnom pre +vljenju i vremenu do progresije
bolesti u odnosu na lokalizaciju tumora. Najnovija istra +vanja sugeriraju lo aju
prognozu bolesnika s metastatskim tumorima debelog crijeva iji se primarni tumor
nalazi u podru ju desnog kolona (cekum, ascendens, hepatalna fleksura,
transverzalni kolon) u odnosu na one koji imaju tumor lijevog kolona (descendens,
sigma, rektum, lijenalna fleksura). (72)

Naravno, u sredidu je svih istra Hvanja procjena i predvi anje odgovora na terapiju.
Tako su metastatski tumori koji imaju primarno sijelo u lijevom kolonu predominantno
RAS nemutirani, HER pozitivni i povezuju se s boljom prognozom. S druge strane,
tumori koji su desnostrani eae su KRAS i BRAF mutirani, pojavljuju se u starijih
bolesnika te imaju lo aju prognozu. Desnostrani su tumori eae i hipermutirani
(mikrosatelitski instabilni) i hipermetilirani te su eai u ena (73-75). Ono do treba
naglasiti jest da bolesnici koji imaju visoku mikrosatelitsku nestabilnost nemaju korist
od adjuvantne kemoterapije i imaju pre +vljenje bez znakova bolesti u odnosu na
pacijente koji su mikrosatelitski stabilni ili imaju nisku mikrostaelitsku nestabilnost (76).
Tako erje uovomradu Yanga i suradnika pokazano da -€ne imaju bolje pre +ljenje u
donosu na mu &arce.

U srpnju 2016.godine u objavljen je lanak koji je na 91416 bolesnika s karcinomom
debelog crijeva | " 1l stadija uspore ivao pre +vljenje u odnosu na lijevu ili desnu
lokalizaciju tumora. Prikazana je statisti ki zna ajna razlika kako u ukupnom
pre +vljenju (HR=0,92, 95 % CI: 0,89" 0,94, p<0,001) tako i u karcinom specifi nom
pre +vljenju (HR=0,90, 95 % CI:0,87" 0,93, p<0,001). Ako se pogleda po stadijima,
razlika je statisti ki zna ajna za | i Il stadij bolesti, dok za stadij Ill bolesti lijevostrani i

desnostrani tumori imaju sli nu prognozu (77).
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Kada se svi ti parametri uzmu u obzir, na arezultat statisti ki zna ajno boljeg vremena
do progresije bolesti i klini ki boljeg (ali ne i statisti ki zna ajnog) ukupnog pre +vljenja
bolesnika s desnostranim karcinomom kolona u odnosu na lijevostrani karcinom
kolona i nije toliko iznena uju i. Ono do bi svakako u narednim istra tvanjima trebalo
procijeniti, jest i utjecaj mikrosatelitske nestabilnosti na pre +vljenje s obzirom na stadij i
razdiobu bolesnika s visokom mikrosatelitskom nestabilnosti u odnosu na lokalizaciju

primarnog tumora.

6.7. Utjecaj udaljenosti tumora od ruba resekcije na ishod bolesnika oboljelih od

karcinoma debelog crijeva

Jedno od va ~ih pitanja jest i udaljenost tumora od ruba resekcije. To pitanje nije toliko
zna ajno u karcinomima kolona koliko u karcinomu rektuma pri odre ivanju udaljenosti
od distalnog ruba resekcije. U pro dosti je postojala generalna preporuka da udaljenost
od ruba resekcije bude minimalno 5 cm s obzirom na to da je mogu e na i
intramuralno arenje tumora na udaljenosti od 5 cm i via. No kasnije su studije
pokazale da je takvo arenje tumora izuzetno rijetko i ako se i pojavljuje, obi no se ari
manje od jednog centimetra od mikroskopske margine tumora, a ukoliko se i ari dalje
od 1 cm, to je u tumorima koji su vrlo uznapredovali i kao takvi imaju lo aju prognozu.
Studije su pokazale da ne postoji zna ajna razlika u riziku lokalnog recidiva izme u
onih pacijenata koji su imali rub resekcije manji od 5 cm i onih kod kojih je taj rub ve i
od 5cm (78, 79).

Postoje ak i studije koje su pokazale da distalni rub resekcije od 1 cm mo e biti
zadovoljavaju i za ve inu bolesnika (80).

Bez obzira na tu studiju generalno je prihva en stav da je, kad god je to mogu e,
resekcijski rub od 2 cm minimalni rub koji se mora posti i.

Kada se pogledaju na a podaci, vidi se da je prosje na udaljenost tumora od ruba
resekcije 5,58 + 4,93 cm. Ono do se mo € vidjeti iz slike 5.2. (udaljenost tumora od
ruba resekcije) jest da je 138 pacijenata (58,48%) imalo udaljenost tumora od ruba
resekcije 5 cm i manju, &o je opravdano samo u niskim karcinomima rektuma gdje se
poku ava o uvati mia ili je udaljenost tumora od ko -ne granice granice izrazito mala.
Tako er ne postoji statisti ki zna ajna razlika u pre 4vljenju s obzirom na udaljenost

tumora od ruba resekcije.
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Ono na do uvijek treba obratiti pozornost, jest radijalni rub resekcije koji se mora uvijek
adekvatno ozna iti. Kod nekih sijela kolona, kao do je transverzalni kolon, koji su u
potpunosti okru eni potrbu anicom, radijalni rub resekcije je jedini adekvatni rub
resekcije (64).

U studiji Birbecka i suradnika (71) na 608 pacijenata s karcinomom rektuma pokazano
je da je pozitivni radijalni rub resekcije negativni prognosti ki faktor i za nastanak
lokalnog recidiva i za ukupno pre +vljenje. Pacijenti s pozitivnim radijalnim resekcijskim
rubom imali su stopu povrata bolesti od 38,2 %, dok su oni s negativnim resekcijskim

rubom imali stopu lokalnog povrata bolesti od 10,0%.

6.8. Utjecaj udjela tumorske strome na ishod bolesnika oboljelih od karcinoma debelog

crijeva

Novim istra 4vanjima do do se do jo anekih parametara koji mogu imati prognosti ku
vrijednost kod karcinoma debelog crijeva, a jedan je od tih i koli ina strome koja je prvo
dokazana kao prognosti ki imbenik na karcinomima dojke i jednjaka (41-45).

Udio strome, odnosno tumorskih stanica, za prognozu karcinoma debelog crijeva do
sada je objavljen u etiri rada.

Mesker i suradnici su na 122 bolesnika odre ivali udio tumorskih stanica kao derivat
karcinom-stroma udjela. Bolesnici su bili podijeljeni u dvije skupine. Jedna je imala
visok udio tumorskih stanica, dok je druga imala niski udio tumorskih stanica.
Petogodi anje ukupno pre +vljenje za one koji su imali visok udio tumorskih stanica u
odnosu na one koji su imali nizak udio tumorskih stanica iznosi 73,0% nasuprot 15,2%.
Tako er se vidi i pobolj anje petogodi anjeg vremena do progresije bolesti 67,4% kod
tumora s visokim udjelom tumorskih stanica nasuprot 12,1% kod pacijenata s niskim

udjelom tumorskih stanica (47).

Sljede a objavljena studija jest studija Westa i suradnika iz 2010. godine, koja je
pokazala da je udio tumorskih stanica zna ajan prognosti ki imbenik u karcinomu
debelog crijeva. Udio tumorskih stanica povezan je s udjelom strome te da tumori koji
imaju manji udio tumorskih stanica imaju lo aje pre +vljenje. Taj podatak bio je via
izra en u karcinomima kolona i stadiju Ill nego u karcinomima rektuma i stadija | i Il
(48).
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Huijbers i suradnici su 2012. objavili veliku studiju na 710 pacijenata. Pacijenti su
prvotno bili uklju eni u VICTOR studiju (49,50), koja je ispitivala u inkovitost rofecoxiba
u adjuvantnom lije enju karcinoma debelog crijeva. Uklju eni su bolesnici sa stadijem
tumora Il i Ill. Studija je prekinuta zbog kardiotoksi nosti rofecoxiba. Udio strome
procijenjen je neovisno od strane dvaju patologa te su tumori svrstani u dvije skupine:
oni koji imaju visok udio strome (via od 50%) te oni koji imaju nizak udio strome
(manje od 50%). Analizom pre +vljenja pokazano je da postoji statisti ki zna ajna
razlika u ukupnom pre +vljenju i pre +vljenju bez znakova bolesti za te dvije skupine,
gdje su bolesnici s visokim udjelom strome imali statisti ki zna ajno lo aje ukupno

pre 4vljenje (p<0,001) i pre +vljenje bez znakova bolesti (p<0,001) (51).
Sli an rezultat dobiven je i u studiji Parka i suradnika (52).
Granica udjela strome izme u visokog i niskog udjela postavljena je na 50%.

Na a studija je potvrdila ove rezultate sa statisti ki zana ajnom razlikom u ukupnom
pre 4vljenju i pre +vljenju do porgresije bolesti kod bolesnika s karcinomom debelog

crijeva.

Prvi izazov bio je na koji na in odrediti udio tumorske strome, odnosno poku aati

objektivizirati udio tumorske strome.

Prija anje studije su za odre ivanje udjela tumorske strome koristile subjektivhu metodu
gdje su dva patologa neovisno gledala uzorke te procjenjivala da li u tumoru ima vi a ili
manje od 50% strome. Ukoiko su rezultati bili razli iti, uklju en je jo ajedan patolog koji
je tako er procjenio udio tumorske strome (51, 52). Mesker i suradnici su Koristili
analizator slike sa kompjutorskim programom koji nije dostupan u svakoj bolnici. S
obzirom da se u Republici Hrvatskoj karcinom debelog crijeva operira u svakoj bolnici,
smatrali smo da metoda mora biti jednostavna, arokodostupna i jeftina, te smo
upotrijebili kopjutorski program za obradu slike, koji se pokazao vrlo prakti an u ovu
svrhu, a istodobno je jednostavan, arokodostupan (sa interneta se skida besplatno) i
jeftin.

Drugi izazov bio je mjesto na kojem se odre uje udio strome.

Kako objektivno nije mogu e pregledati cijelo tumor i tako u njemu to no odrediti udio
strome, tra #i smo metodu za do to nije odre ivanje mjesta sa kojega emo odrediti

udio strome.
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U prija anjim istra +vanjima prikazana je jaka heterogenost u udjelu tumorskih stanica
unutar tumora, a isto tako udio strome nije isti u cijelom tumoru, d@o smo i dokazali
na am mjerenjima, tako da neki preparati imaju vellik raspon izme u 3 pregledana
uzorka. Kako smo odre ivali udio strome u tri patohistolo &a preparata, primijetili smo
da su udjeli strome za pojedinog pacijenta razli iti. U karcinomu dojke neke studije su
pokazale da bolju prognozu imaju tumori s visokim udjelom tumorskih stanica na
periferiji tumora (82), dok su druge pokazale obrnutu situaciju kada se gleda cijeli
tumor (83).

Vode ise ranijim istra +vanjima (47, 48, 51, 52), na mjestu najdubljeg prodora tumora,
odredili smo mjesto sa najve im udjelom strome. Ono do je mana ove metode je do je
ona i dalje subjektivna, te mjesto sa najve im udjelom strome ovisi 0 procjeni patologa.
Ono do bi se trebalo svakako u initi u budu im istra tvanjima je definirati | poku aati
objektivizirati mjesto na kojem e se odre ivati stroma, te pove ati broj bolesnika koji

bi se obradio.
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7. ZAKLJU CI

Na osnovi dobivenih rezultata i uspore ivanjem na ah rezultata s podacima iz recentne

literature zaklju ili smo sljede e:

Ve i udio strome u na &m ispitivanju se pokazao kao statisti ki zna ajan parametar
za ukupno pre +ljenje i pre 4vljenje do progresije bolesti. Postoji jasna razlika i u
ukupnom pre +vljenju i u pre +vljenju do progresije bolesti kod bolesnika koji imaju udio
strome ve i od 50% i onih koji imaju udio strome jednak ili manji od 50%. Pri tome oni

bolesnici koji imaju ve i udio strome imaju i lo aju prognozu bolesti

Udio strome povezan je s ostalim poznatim lo am prognosti kim imbenicima.
Dokazano je da je udio strome zna anije via u tumorima koji imaju via T stadij tumora,
N stadij tumora te stadij bolesti. Udio strome nije zna ajno via u tumora Kkoji su slabije
diferencirani te koji imaju prisutnu invaziju krvnih ili limfnih +a ili invaziju +vaca.

Analizom pre +vljenja dokazali smo da je ukupno pre +vljenje i pre +vljenje do
progresije bolesti na ah pacijenata ovisno o prethodno poznatim lo am prognosti kim

imbenicima kao do su T stadij tumora, N stadij, postojanje metastaza, postojanje

limfovaskularne invazije te gradus tumora.

Prema rezultatima dosada anjih istra 4vanja te prema rezultatu na ag istra Hvanja
udio tumorske strome mogao bi se postaviti kao prognosti ki imbenik kod karcinoma
debelog crijeva, a koji je izuzetno jednostavan i jeftin za odre ivanje i na osnovu njega

mogli bi identificirati bolesnike koji imaju lo aju prognozu.
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8. SA }JETAK

Do sada su za karcinom debelog crijeva identificirani prognosti ki imbenici koji uvelike
utje u na prognozu tumora (T stadij, N stadij, postojanje presadnica, postojanje
limfovaskularne ili  perineuralne invazije, stupanj diferenciranosti tumora,
mikrosatelitska nestabilnost). Udio strome u tumoru pokazao se va im prognosti kim

imbenikom kod karcinoma jednjaka i dojke, a prethodna istra +vanja potvrdila su da bi
isti u inak mogao imati i kod karcinoma debelog crijeva. Tako je cilj ovoga rada ispitati
je li udio strome povezan s prethodno poznatim prognosti kim imbenicima i ima i

utjecaj na pre +vljenje pacijenata.

Provedena je retrospektivha studija na pacijentima koji su 2006. i 2007. godine
operirani u KBC-u Osijek zbog karcinoma debelog crijeva. Kod pacijenata su se
odre ivali prognosti ki imbenici koji su otprije poznati te se ispitala njihova
povezanost s udjelom strome i utjecaj udjela strome na ukupno pre +vljenje i

pre +vljenje bez znakova bolesti.

U ispitivanje je bilo uklju eno 236 pacijenata koji su operirani na Klinici za kirurgiju
KBC-a Osijek 2006. i 2007.godine, a nakon toga njih je 306 lije eno na Zavodu za
onkologiju KBC-a Osijek. Za svakog je pacijenta pomo u ra unalnog programa Adobe
Photoshop CS2 odre en udio strome na 3 patohistolo &a preparata, a nakon toga je
odre ena srednja vrijednost. Gledala se povezanost tumorske strome s otprije
poznatim prognosti kim imbenicima te se ispitao utjecaj tumorske strome na
pre +vljenje pacijenata.

Testiranjem smo dobili da je udio strome statisti ki zna ajno povezan s T stadijem, N
stadijem, stadijem bolesti i lokalizacijom tumora unutar debelog crijeva. Dokazana je
povezanost prognosti kih parametara s ukupnim pre 4vljenjem i pre +vljenjem do
progresije bolesti. Dokazali smo tako er da postoji statisti ki zna ajna razlika u
ukupnom pre +vljenju i pre 4vljenju do progresije bolesti u pacijenata koji imaju visoki u

odnosu na one koji imaju niski udio strome (granica od 50).

Na osnovu prethodno navedenog tumorska stroma bi se mogla postaviti kao

prognosti ki imbenik i prema tome Koristiti u svakodnevnoj klini koj praksi.
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9. SUMMARY
Stroma proportion as a prognostic factor in colorectal cancer

Today we know a lot prognostic factors for survival in colorectal cancer (as T stage, N
stage, perineural, perivascular invasion, metastatic disease, microsatelite instability,

tumor differentiation). We are trying to find more prognostic parameters for survival.

According to previous trials it is known that tumor stroma is high prognostic parameter
in oesophageal and breast cancer and it seems that same effect tumor stroma has in

colorectal caner.

This is retrospective analysis of patients who undergo surgery in 2006 and 2007. We
tried to anallise if tumor stroma has effect on overall survival and time to

progressionand i sit corelate with known prognostic parameters.

We included 236 patients with all tumor stages who undergo surgery due to diagnosis
of colorectal cancer in 2006 and 2007. 230 of them had treatment at Department of
oncology Clinical Hospital Centre Osijek

We found that tumor stroma percentage corelates with T and N stage desease, tumor
localisation. We also found statistically significant difference in overall survival and
progression free survival between stroma high and stroma low colorectal cancers. In
summary, our study shows importance of tumor stroma proportion in determining
outcome in patients with colorectal cancer. As it is simple to determinate it could be

incorporated into routine histopathological reporting as a prognostic parameter.
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