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POPIS KRATICA

CRC
IBD
APC
HNPCC
MMR
pPMMR
dMMR
CIN
MSI
CIMP
ASCRS
MLH1
PMS2
MSH?2
MSH6
CDX2
DNK
MSS
TME

OR

Kolorektalni karcinom (eng. colorectal carcinoma)

Upalna bolest crijeva (eng. inflammatory bowel disease)

Gen adenomatozne polipoze kolona (eng. adenomatosus polyposis coli)
Sindrom urodenog nepolipoznog kolorektalnog karcinoma

Proteini za popravak DNK (eng. mismatch repair proteins)
Funkcionalan sustav proteina za popravak DNK (eng. proficient MMR)
Nefunkcionalan sustav proteina za popravak DNK (eng. deficient MMR)
Kromosomska nestabilnost (eng. chromosomal instability)
Mikrosatelitna nestabilnost (eng. microsatellite instability)

CpG hipermetilacija (eng. CpG island methylator phenotype)

Ameri¢ko drustvo kolorektalnih kirurga (eng. American Society of Colon
and Rectal Surgeons)

mutL homologue 1

postmeiotic segregation increased 2

mutS homologue 2

mutS homologue 6

caudal-type homeobox transcription factor 2

deoksiribonukleinska kiselina (eng. deoxyribonucleic acid)
mikrosatelitna stabilnost (eng. microsatellite stability)

totalna mezorektalna ekscizija (eng. total mesorectal excision)

omjer izgleda (eng. odds ratio)
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1. Uvod

1. UvOD

1.1 Epidemiologija kolorektalnog karcinoma

Globalno gledaju¢i podatke iz 2020. godine, godisnje se otkrije 19,3 milijuna novih
karcinoma, a pretpostavlja se da oko 10 milijuna ljudi godisnje umire od karcinoma.
Kolorektalni karcinom (CRC) po incidenciji je tre¢i najcesce dijagnosticirani karcinom (10 %)
iza karcinoma dojke (11,7 %) i pluca (11,4 %), a slijede ga karcinom prostate (7,3 %) i zeluca
(5,6 %) (1). Vjerojatnost da ¢e osoba tijekom zivota oboljeti od CRC-a je 4 - 5 % (2). Godisnje
viSe od 1,9 milijuna ljudi oboli od CRC-a. Iako tre¢i po incidenciji, CRC je drugi po smrtnosti
iza karcinoma pluc¢a. Racuna se da godisnje 935000 ljudi umire od CRC-a $to znaci da je CRC
odgovoran za svaku desetu smrt od karcinoma u svijetu (1). Incidencija CRC-a najveca je u
razvijenim zemljama odnosno gledaju¢i kontinentalno u Europi, Australiji i Novom Zelandu te
u Sjevernoj Americi. Ako se CRC podijeli na karcinom kolona i rektuma i zasebno analizira,
Isto¢na Europa, u koju prema ovoj metodologiji ulazi i Republika Hrvatska, prva je u svijetu

po incidenciji karcinoma rektuma i ¢etvrta po incidenciji karcinoma kolona (1).

U Hrvatskoj je prema podacima Hrvatskog zavoda za javno zdravstvo za 2020. godinu
CRC treée najéesce sijelo karcinoma kod muskaraca (nakon prostate i pluca), i drugo kod Zena
(nakon dojke) (3). Incidencija kolorektalnog karcinoma u Hrvatskoj iznosi 72,2 na 100000

stanovnika na godinu (muskarci = 90,5 i zene = 55,2) (4).

1.2. Uzroci nastanka kolorektalnog karcinoma

Dob je najveéi riziéni ¢imbenik za razvoj CRC-a. Incidencija raste nakon pedesete
godine Zivota dok je prije toga pojava CRC-a rijetka, izuzev u slu¢ajevima povezanim s nekim
oblicima nasljednog CRC-a. Idu¢i je rizi¢ni ¢imbenik na koji uz dob ne moZzemo utjecati
postojanje upalne bolesti crijeva (IBD). U odnosu na op¢éu populaciju bolesnici koji boluju od
ulceroznog kolitisa imaju 3,7 % vecu vjerojatnost za razvoj CRC-a, a u sluc¢aju Crohnove
bolesti ta je vjerojatnost 2,5 % veca. IBD dovodi do kroni¢ne upale $to ima za posljedicu razvoj
displazije enterocita. Sjedilacki na¢in Zivota, pusenje, alkoholizam i konzumacija crvenog mesa
¢imbenici su na koje promjenom Zivotnih navika mozemo utjecati, a koji se dovode u vezu sa

razvojem CRC-a (2).

Nasljedni CRC ¢ine svega 5 % od ukupnog broja CRC. Nasljedni tumori uzrokovani su

nasljednom mutacijom jednog alela mutiranog gena dok se mutacija drugog alela dogodi
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tijekom Zivota bolesnika. Takvi se tumori dijele na polipozne i ne-polipzne. Polipozni
uglavnom obuhvacaju bolesnike sa sindromom obiteljske adenomatozne polipoze (familial
adenomatous polyposis). Taj se sindrom nasljeduje autosomno dominantno, a karakteriziran je
mutacijom gena adenomatozne polipoze kolona (APC gena). Crijevo oboljelih prekriveno je
predstavnik ne-polipozne grupe tumora je sindrom urodenog ne-polipoznog CRC-a (hereditary
non-polyposis colorectal cancer — HNPCC) koji nastaje zbog mutacije gena za popravak
deoksiribonukleinske kiseline (DNK) (2).

1.3. Patogeneza kolorektalnog karcinoma

Kolorektalni karcinomi nastaju kao posljedica mutacija odredenih gena. Ti geni mogu
biti onkogeni, tumor-supresorski geni ili geni za popravak DNK (MMR geni). Ovisno o
podrijetlu mutacije, CRC mozZe nastati sporadi¢no ili u sklopu nekih od gore spomenutih
nasljednih sindroma. Nastanak CRC-a je proces koji sadrzi vise koraka prilikom kojih dolazi
do nakupljanja mutacija. Prvi korak je nastanak adenoma nakon ¢ega uslijed nakupljanja
mutacija nastaje karcinom. Takav slijed dogadaja nazivamo adenom-karcinom sekvenca, a
opisana je od strane Fearona i VVogelsteina 1990. godine (5). Prva mutacija koja dovodi do
transformacije epitelnih stanica u adenom ili polip je mutacija ranije spomenutog tumor-
supresorskog APC gena. Nakon te mutacije slijedi mutacija KRAS, TP53, DCC. Rac¢una da se
¢e 15 % adenoma biti transformirano u karcinom u periodu od 10 godina (6).

Smatra se da postoje 3 osnovna molekularna patogentska mehanizma kojima moZemo
objasniti nastanak CRC-a: kromosomska nestabilnost (chromosomal instability — CIN),
mikrosatelitna nestabilnost (microsatellite instability — MSI) CpG hipermetilacija (CpG island
methylator phenotype -CIMP) (2, 7). CIN patogenetski mehanizam se smatra klasi¢nim putem
nastanka CRC-a s obzirom da obuhvaca 80 - 85 % CRC-a. Taj patogenetski mehanizam
karakterizira promjena u strukturi i broju kromosoma (8). Ukoliko su CIN putem pogodeni
klju¢ni geni u tumorogenezi kao $to su APC, KRAS i TP53 do¢i ¢e do razvoja karcinoma (2, 6).
Mikrosatelitna nestabilnost bit ¢e objasSnjena pod tockom 1.6. CIMP fenotip dovodi do
epigenetske nestabilnosti. Osnovna karakteristika ovog patogenetskog mehanizma je metilacija
promotora gena, a u slucaju nastanka CRC-a radi se metilaciji tumor-supresorskih gena. U tom
slucaju nece doci do transkripcije navedenih gena pa time niti ekspresije njihovih proteina (2,
9).
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1.4. Klasifikacija kolorektalnog karcinoma

Premda postoje brojne Kklasifikacije CRC-a, vecina klinicara upotrebljava TNM
klasifikaciju tumora. Osnovni ¢imbenik 'T' oznacava stupanj penetracije primarnog tumora u
stijenku debelog crijeva. Cimbenik zahvaéenosti limfnih &vorova 'N' se odnosi na broj
zahvacenih limfnih ¢vorova, a ¢imbenik 'M' na prisustvo ili odsustvo metastaza u udaljene
organe. Na osnovu TNM klasifikacije odredenog tumora, CRC se stavljaju u jedan od 4 stadija,
a ta informacija je najvazniji podatak za odluku o nacinu lijeCenja CRC-a. Tablica 1.4.1. donosi
prikaz aktualne verzije TNM Kklasifikacije koju je izdalo Americko drustvo za karcinome
(American Joint Committe on Cancer (AJCC)) 2017. godine (10).

Tablica 1.4.1. Stadiji bolesti prema TNM Kklasifikaciji za CRC

AJCC stadij TNM stadij Definicija

| T1;NO;MO T1: Tumor prodire u submukozu

| T2;NO;MO T2: Tumor prodire u misi¢ni dio stijenke

lla T3;NO;MO T3: Tumor prodire kroz misi¢ni dio stijenke u
perikolorektalno tkivo

b T4,NO;MO T4: Tumor zahvaca visceralni peritonej ili zahvaca
okolne organe ili strukture ili prianja na njih

Illa T1ili T2;N1;M0 T1/2; N1: metastaze u 1-3 regionalna limfna ¢vora

I1b T3ili T4; N1, MO T3/4; N1: metastaze u 1-3 regionalna limfna ¢vora

Ilc bilo koji T; N2, MO N2: metastaze u > 4 regionalna limfna ¢vora

v bilo koji T; bilo koji N; M1 ML1: udaljene metastaze

1.5. Lijec¢enja kolorektalnog karcinoma

Prvi je korak u lijeenju postavljanje dijagnoze. Dijagnoza CRC-a se postavlja na
temelju patohistoloske potvrde bolesti: na osnovi biopsije dobivene endoskopski
(kolonoskopski) ili kirurskom biopsijom. Samo lijeCenje CRC-a ima tri faze, ovisno o
lokalizaciji i stadiju tumora prema TNM Klasifikaciji: neoadjuvantna terapija, operacijsko
lijeCenje i adjuvantna terapija. Prije samog lijeCenja bolesnika se mora prezentirati na

multidisciplinarnom timu (4, 11, 12).
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1.5.1. Neoadjuvantna terapija

Prema smjernicama Ameri¢kog drustva kolorektalnih kirurga (ASCRS) objavljenim
2022. godine neoadjuvantna kemotrapija u slucaju karcinoma kolona dolazi u obzir ukoliko
bolesnik ima lokalno uznapredovali tumor i resektabilni ili potencijalno resektabilni tumor 1V
stadija. Cilj takve terapije je dovesti do regresije tumora i/ili njegovih metastaza te time
poboljsati rezultat kirurSke resekcije ili dovesti tumor iz stadija neresektabilnosti u stadij da se

moze resecirati (11).

Smjernice za lijeCenje karcinoma rektuma ASCRS izdalo je 2020. godine. Prema tim
smjernicama neoadjuvantna radioterapija i/ili kemoterapija trebala bi biti provedena kod svih
bolesnika stadija Il i I1l. Kod bolesnika stadija IV glavni oblik lije¢enja je kemoterapija, a u
dogovoru multidisciplinarnog tima za svakog bolesnika se individualno planira daljnja terapija
(12).

1.5.2. Operacijsko lijecenje

Sljedeci korak u lijecenju je kirurska resekcija. Ovisno o lokalizaciji tumora postoje
neke osnovne vrste operacijskih zahvata u kirurgiji kolorektalnog karcinoma bilo da se
operacija radi otvorenom ili laparoskopskom tehnikom, a prikazane su u Tablici 1.5.1. (13 —
15). U kirurgiji rektuma se osim odstranjenja samog rektuma s tumorom obavezno mora uciniti
i totalna mezorektalna ekscizija (TME) kojom se odstranjuje perirektalno masno tkivo zajedno
s pripadaju¢im limfnim ¢vorovima. Koncept TME opisao je Heald 1988. i trenutno je zlatni
standard u Kirurgiji rektuma (16). U kirurgiji kolona se takoder mora napraviti
limfadenektomija, ali jo§ ne postoji konsenzus o potrebnoj radikalnosti limfadenektomije.
Medutim, zadnje dvije metaanalize na temu potrebne kirurSke radikalnosti objavljene 2021.
godine dokazale su da radikalna D3 limfadenektomija (ili totalna mezokoli¢na ekscizija (CME)
kako ju je nazvao Hohenberger (17)) daje bolje rezultate u smislu 5-godi$njeg prezivljenja u

odnosu na kirurski manje zahtjevnu D2 limfadenektomiju (18, 19).
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Tablica 1.5.1. Vrste operacijskih zahvata u kirurgiji kolorektalnog karcinoma

Vrste operacijskih zahvata

Dio crijeva koji se odstranjuje

Desna hemikolektomija

zavr$nih 10 - 15 centimetara (cm) ileuma i uzlazni
kolon

Prosirena desna hemikolektomija

zavrsnih 10 - 15 cm ileuma, uzlazni i popre¢ni kolon

Resekcija transverzalnog kolona

poprecni kolon sa obje fleksure

Lijeva hemikolektomija

silazni kolon

Resekcija sigmoidnog kolona

sigmoidni kolon

Prednja resekcija rektuma

odstranjuje se rektum te se formira kolorektalna
anastomoza

Hartmannova operacija

odstranjuje se rektum te se formira protuprirodni anus

Abdominoperinealna resekcija

odstranjuje se rektum sa anusom te se formira
protuprirodni anus

Totalna kolektomija

cijeli kolon

Proktokolektomija

cijeli kolon sa rektumom

1.5.3. Adjuvantna terapija

Nakon kirurske resekcije karcinoma kolona, ovisno o stadiju bolesti, odreduje se

potreba za kemoterapijom. Bolesnici u | i lla stadiju bolesti nemaju indikaciju za lijeCenje

kemoterapijom. Kod bolesnika koji su stadija IIb moze se predloziti adjuvantna kemoterapija

ako postoji neki od losih prognostickih ¢imbenika (prema smjernicama Ameri¢kog drustva za

klinicku onkologiju iz 2021. godine: slaba diferenciranost tumora, mucinozna diferencijacija

tumora, MSS, limfovaskularna i perineuralna invazija, opstrukcija crijeva kao prva prezentacija

bolesti, perforacija debelog crijeva na mjestu tumora, manje od 12 izoliranih i pregledanih

limfnih ¢vorova, BD3 stupanj tumorskog pupanja) (20). Bolesnicima koji su u Ill. stadiju

preporucuje se jedan od modaliteta adjuvantne kemoterapije:

1. Sestomjese¢ni S-fluorouracil s leukovorinom

2. Sestomjesecna primjena kapecitabina

3. primjena protokola FOLFOX ili CAPEOX

a) u lll. stadiju niskog rizika (T1-3, N1) bolesnicima se moze predloziti lije¢enje

prema protokolu CAPEOX u trajanju od 3 mjeseca
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b) u . stadiju visokog rizika (T4 bez obzira na N-status ili N2 bez obzira na T-
status) indicirano je lijecenje prema protokolu FOLFOX ili CAPEOX tijekom 6
mjeseci (4)

Nakon kirurske resekcije karcinoma rektuma adjuvantna kemoterapija bazirana na
FOLFOX protokolu preporucena je kod svih bolesnika stadija II i III, a koji nisu primili
kemoterapiju u sklopu neoadjuvantnog lije¢enja (12). Kod bolesnika IV stadija bolesti neovisno

je li tumor smjesten na kolonu ili rektumu adjuvantno se ordinira kemoterapija (4, 11, 12).

1.6. Proteini za popravak DNK

Proteini za popravak DNK skupina su enzima koji su zaduZeni za prepoznavanje
gresaka prilikom replikacije DNK. Cetiri su najvaZnija predstavnika ove grupe enzima: mutL
homologue 1 (MLH1), postmeiotic segregation increased 2 (PMS2), mutS homologue 2
(MSH2) i mutS homologue 6 (MSH6).

1.6.1. Funkcija proteina za popravak DNK

MMR sustav jedan je o najstariji stanicnth mehanizama koji se u evoluciji stanice
odrzao od prokariota do eukariota. Ima klju¢nu ulogu u prepoznavanju gresaka koje nastaju
tijekom rekombinacije DNK ili uslijed Stete koje stvaraju razliciti fizikalni i kemijski agensi.
MMR sustav ¢uva integritet 1 stabilnost genoma 1 sprjecava inserciju ili deleciju mikrosatelita
(mikrosateliti su kratke, nekodiraju¢e sekvence DNK koje se ponavljaju u genomu, a najcesce
se sastoje od 2 - 4 nukleotida). MMR sistem sastoji se od vi$e enzima, a 4 najvaznija su MLH1,
MSH2, MSH6 i PMS2. Navedeni proteini se spajaju u heterodimere: MutSa (MSH2/MSH6) i
MutLoa (MLH1/PMS2) (21, 22). Funkcija MutSa heterodimera je prepoznavanje greske na
dvostrukoj uzvojnici DNK. Nakon prepoznavanja, dolazi do konformacijske promjene ovog
heterodimera i njegovog vezanja za pogresno sparenu bazu, potom MutSa na sebe veze MutLa
heterodimer. Na taj nacin dolazi do jedne kaskadne reakcije koja rezultira izrezivanjem

pogresno sparenih baza i njihovom novom sintezom s pomo¢u DNK polimeraze (6, 8, 23).



1. Uvod

1.6.2. Uzroci i posljedice gubitka ekspresije proteina za popravak DNK kod oboljelih od
kolorektalnog karcinoma

Uzroci gubitka ekspresije proteina za popravak DNK mogu se podijeliti u dvije skupine.
U sporadi¢noj formi CRC-a dolazi do hipermetilacije promotora MLH1. Na taj nacin dolazi do
inaktivacije navedenog gena te posljedicno tome ne dolazi do njegove transkripcije. U slucaju
naslijedene forme CRC-a radi se o mutaciji jednog od 4 gena (6, 22, 24, 25). Posljedica
disfunkcije proteina za popravak DNK je pojava mikrosatelita u genomu §to tada nazivamo
mikrosatelitnom nestabilno§¢u (MSI) nasuprot situacije kada sistem funkcionira —
mikrosatelitna stabilnost (MSS) (MSI se dokazuje pomo¢u PCR metode, a u sluéaju da isti
fenomen dokazujemo imohistokemijski karcinome dijelimo na dMMR (deficient MMR) i
PMMR (proficient MMR)) (24). dMMR nastaje u slucaju inaktivacije barem jednog MMR
gena, a nalazimo ga kod 13 do 15 % CRC-a. U 12 % slucajeva CRC dMMR se javlja
sporadi¢no, a u 3 % sluéajeva u sklopu HNPCC (kasnije nazvanog Lynchov sindrom). dMMR
povezan je s CIMP fenotipom, BRAF mutacijom (22), desnostranim karcinomima,
mucinoznim tumorima, slabo diferenciranim tumorima i s jakom limfocitnom reakcijom oko
tumora (6, 26).

1.6.3. Klini¢ka primjena testiranja ekspresije proteina za popravak DNK kod oboljelih
od kolorektalnog karcinoma

Dokazivanje dMMR ili MSI (ovisno o metodi koju primjenjujemo) dio je standardne
patoloske analize reseciranog kolorektalnog karcinoma (4). Odluka o primjeni kemoterapije
kod bolesnika koji su u Il stadiju bolesti ovisi o nekoliko faktora medu kojima je i status MMR
proteina. Naime, dokazano je da dMMR tumori imaju bolju prognozu u odnosu na pMMR
tumore. Smatra se da pojava velikog broja mikrosatelita u genomu dovodi do sinteze proteina
koje imunosni sustav prepoznaje kao strane proteine te na taj nacin uniStava tumorsku stanicu
(26). Bolesnici koji su u Il stadiju CRC-a, a imaju dMMR tumor, nemaju indikaciju za primjenu
kemoterapije (4). Analiza MMR proteina vazna je i zbog pojave novih lijekova u lijecenju
CRC-a kao §to su pembrolizumab i dostarlimab. Radi se o anti-PD1 monoklonskim
protutijelima ¢iji je ucinak aktivacija limfocita. S obzirom na to da je postojanje dMMR
obiljezeno jakom limfocitnom reakcijom oko tumora, upravo je dAMMR indikacija za primjenu

ovih lijekova (27, 28).
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1.7. CDX2 protein

CXD2 gen nalazi se na kromosomu 13g12-13. To je gen koji pripada obitelji homebox
gena. Homebox geni imaju vaznu ulogu kontrole embrioloskog razvoja, a uz neke izuzetke,
vecina homebox gena su proto-onkogeni. Protein koji sintetizira CDX2 gen je heksapeptid koji

djeluje kao transkripcijski faktor (29).

1.7.1. Funkcija proteina CDX2

CDX2 ima klju¢nu ulogu u razvoju probavnog trakta prilikom embrioloskog razvoja, a
kasnije je zaduzen za kontrolu procesa proliferacije, diferencijacije, adhezije i apoptoze
enterocita. Njegovo djelovanje unutar stanice pospjeSuje diferencijaciju, a sprjecava
proliferaciju na nafin da pospjeSuje odnosno sprjecava transkripciju odredenih gena.
Konkretno, diferencijaciju enterocita stimulira tako S§to aktivira transkripciju gena koji su
specifi¢ni za enterocite kao $to su MUC2, izomaltaza, karbo-anhidraza I. CXD2 je u
normalnim okolnostima eksprimiran unutar jezgre enterocita, $to znaéi da ga nalazimo u epitelu

duodenuma, jejunuma, ileuma, kolona i rektuma (30).

1.7.2. Uzroci i posljedice gubitka ekspresije proteina CDX2 kod oboljelih od
kolorektalnog karcinoma

Postoji nekoliko studija koje su istrazivale uzrok gubitka ekspresije CDX2 proteina. Jo$
1999. godine Yagi i sur. postavili su sumnju da osim mutacije moraju postojati jo§ neki
mehanizmi koji bi bili odgovorni za gubitak ekspresije CDX2 proteina (31). Xia i sur. dokazali
su 2009. da je CDX2 gen rijetko mutiran (32). Olsen i sur. dokazali su da je smanjena ekspresija
CDX2 proteina povezana sa smanjenom ekspresijom CDX2 mRNK §to upucuje da se problem
nalazi na razini transkripcije gena (33). Sivagnanasundaram i sur. pokusali su pronac¢i mutaciju
koja bi bila odgovorna za gubitak ekspresije CDX2 proteina, ali su pronasli jedino gubitak
heterozigotnosti (loss of heterozygosity) kao moguci uzrok gubitka ekspresije (30). S obzirom
na to da se gubitak heterozigotnosti moze pronaci kod 10 % CRC-a pretpostavlja se da niti on
ne moze objasniti gubitak eskpresije CDX2 proteina kod svih tumora (34). Dawson i sur.
objavili su 2014. godine rad u kojem su pretpostavili da je uzrok gubitka ekspresije CDX2
proteina hipermetilacija promotora. Cinjenica koja im je na to usmjerila paznju je da su tumori
koji su CDX2 negativni ¢es$ce povezani s BRAF mutacijom i CIMP fenotipom. Sve te znacajke

povezane su S tre¢im gore opisanim patogenetskim mehanizmom nastanka CRC (vidi pod
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1.1.3.) koji obiljezava hipermetilacija promotora odredenih gena. Njihova je studija dokazala
da gubitak ekspresije CDX2 proteina povezan s hipermetilacijom CDX2 gena, ali ne kod svih
tumora. Taj podatak ukazuje na €injenicu da osim hipermetilacije promotora CDX2 gena
postoje jo$§ neki mehanizmi koji bi mogli rezultirati gubitkom ekspresije CDX2 proteina (35).
| Lanau i sur. kao i Kawai i sur. napisali su da epigeneti¢ko stiSavanje pomocu CpG
hipermetilacije predstavlja jedan od nacina gubitka ekspresije CDX2 proteina (36, 37). To¢an
mehanizam koji je odgovoran za gubitak ekspresije CDX2 proteina je jos uvijek nejasan i

vjerojatno se ne radi o jednom nego o vise moguéih mehanizama.

Kako bi se dokazala uloga normalne ekspresije CDX2 proteina kao i posljedice njegova
gubitka stvoreni su knockout miSevi s izbacenim CDX2 genom. Knockout homozigoti nisu
razvili probavni trakt i zavrsili bi letalno (3,5 do 5,5 dana post coitum). Za razliku od njih
knockout heterozigoti razvijali su multiple polipe crijeva koji su pretezno bili smjesteni na
debelom crijevu iz ¢ega se moze zakljuciti da gubitak ekspresije CDX2 proteina doprinosi
razvoju CRC-a (9, 30, 32). Ta je ¢injenica navela neke istrazivace da postave tezu da je CDX2
tumor-supresorski gen. Ta je teza kontroverzna zbog ¢injenice da je CDX2 protein eksprimiran
u 65 do 96 % CRC (33, 38). Naime, ako se analizira gubitak ekspresije CDX2 proteina u do
sada objavljenim studijama raspon je od 4 do 35 % (33, 34, 38 — 54). Najveca studija vezana
za gubitak ekspresije CDX2 proteina kod oboljelih od CRC-a je ona Dalerbe i sur. (2115
bolesnika), a pokazala je kako je gubitak ekspresije CDX2 proteina naden samo kod 4,1 %

bolesnika §to dodatno smanjuje vjerojatnost da je CDX2 jak tumor-supresorski gen (45).

Gubitak ekspresije CDX2 proteina povezan je sa karcinomima desnog kolona (33 — 35,
38, 40, 42, 43, 47 - 50, 52, 53, 55 — 62), dIMMR (33 - 35, 38, 40, 42 — 44, 46, 48, 50 — 52, 55,
56, 59, 62, 63), slabo diferenciranim karcinomima (33, 38, 40, 41, 43, 44, 46 — 49, 51, 53, 55,
56, 64), mucinoznim karcinomima (34, 35, 38, 55, 65), BRAF mutacijom (35, 39, 41, 61, 63,
66 — 68), CIMP fenotipom (35, 41, 61, 63, 68), a neki od autora pronasli su povezanost gubitka
ekspresije CDX2 sa zenskim spolom (38, 43, 44, 47, 53, 58, 65).

1.7.3. Klinicka primjena testiranja ekspresije proteina CDX2 kod oboljelih od
kolorektalnog karcinoma

Ekspresija CDX2 prisutna je, osim kod CRC-a, u jo§ nekih novotvorina, ali u mnogo
manjem postotku (69). Kod karcinoma Zeluca je prisutna U 28 % slucajeva (nesto je nizi

postotak kod difuznog tipa— 11 %), a kod mucinoznih karcinoma ovarija u 11 % slucajeva, dok
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je kod karcinoma pluca, dojke, Stitnjace, gusterace, jetre, Zuc¢njaka, bubrega, endometrija i
mokra¢nog mjehura jos rjede prisutna (70). Stoga se ekspresija CDX2 proteina u svakodnevnoj
praksi koristi kada se zeli imunohistokemijski dokazati intestinalno podrijetlo ili intestinalnu

diferencijaciju metastaze nepoznatog podrijetla (71, 72).

Gubitak ekspresije CDX2 kao faktor loSe prognoze postepeno ulazi u klinicku praksu
kao ¢imbenik donosSenja odluke o primjeni kemoterapije kod nejasnih slucajeva. Tome je
pridonio rad koji su objavili Dalerba i sur. 2016. godine. Analizirali su 5-godisnje prezivljenje
bolesnika kao i korist od primjene kemoterapije ovisno o ekspresiji CDX2 proteina. Analiza je
pokazala da je 5-godisnje prezivljenje manje kod tumora s gubitkom ekspresije CDX2 proteina
nego kod onih kod kojih je ekspresija o¢uvana (41 % vs. 74 %). Potom su analizirali u¢inak
kemoterapije kod skupine tumora s gubitkom ekspresije CDX2 proteina. Rezultat je pokazao
duze prezivljenje bez pojave bolesti (disease-free survival) u stadiju 11 (91 % sa kemoterapijom
vs. 56 % bez kemoterapije) i u stadiju 11l (74% sa kemoterapijom vs. 37% bez kemoterapije)
kod bolesnika koji su primili kemoterapiju. Autori su zakljucili da CDX2 neg. bolesnici trebaju
primati kemoterapiju, a to se odnosi osobito na skupinu tumora stadija Il koja je ¢esto lije¢ena
samo kirurski (45). Dok su Dalerba i sur. istrazivali tumore II i III stadija bolesti, Zhang i sur.
napravili su analizu prezivljenja kod metastatski CRC-a (IV stadij). Njihovi rezultati pokazali
su da bolesnici s metastatskim CRC-om koji imaju gubitak ekspresije CDX2 proteina imaju
mnogo krace prezivljenje u odnosu na bolesnike s CRC-om koji imaju ocuvanu ekspresiju (8
vs. 39 mjeseci). Uz to, a za razliku od Dalebrinih rezultata, gubitak ekspresije CDX2 proteina
pokazao se kao faktor slabijeg odgovora na prvu liniju kemoterapije sa zakljuckom da se radi

o0 agresivnim tumorima za koje bi trebalo razmisliti o agresivnijem lijeCenju (47).

1.8. Dosadasnje spoznaje o povezanosti gubitka ekspresije proteina CDX2 i pojedinih
proteina za popravak DNK (MLH1, MSH2, MSH6, PMS2) kod oboljelih od
kolorektalnog karcinoma

Povezanost gubitka ekspresije CDX2 s gubitkom ekspresije svakog pojedinog proteina
za popravak DNK (MLH1, MSH2, MSH6 i PMS2) u bolesnika oboljelih od CRC-a do sada su
napravile samo tri grupe istrazivaca. Sayar i sur. objavili su 2015. godine studiju na 111
bolesnika 1 istrazivali su povezanost samo na karcinomima kolona dok su bolesnike s
karcinomom rektuma izostavili iz studije (73). Dokazali su povezanost gubitka ekspresije
CDX2 proteina s gubitkom ekspresije PMS2 proteina. Melincovici i sur. dobili su isti rezultat

10



1. Uvod

u radu objavljenom 2020. godine. Pritom su isto kao i Sayar i sur. iz analize izostavili
karcinome rektuma, a njihov uzorak sastojao se od samo 31 bolesnika (54). S obzirom na to

da u rektumu nastaje 40 % CRC-a time su obje studije izostavile jedan veliki broj tumora.

Treba istaknuti i istrazivanje Toétha i suradnika objavljeno 2018. gdje je istrazena
povezanost gubitka ekspresije CDX2 proteina s gubitkom pojedinih proteina za popravak
DNK, ali kod bolesnika s jetrenim metastazama kolorektalnog karcinoma. Rezultat njihovog
istrazivanja pokazao je da je gubitak ekspresije CDX2 proteina povezan s nedostatkom svih

Cetiriju MMR proteina (74).

11
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2. HIPOTEZA

Gubitak ekspresije proteina CDX2 u oboljelih od kolorektalnog karcinoma ovisi o gubitku

ekspresije pojedinog proteina za popravak DNK.

12
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3. CILJEVI ISTRAZIVANJA

1.

Ispitati ucestalost gubitka ekspresije pojedinih proteina za popravak DNK kod
kolorektalnog karcinoma te njihovu povezanost sa smjestajem karcinoma te spolom
i dobi bolesnika.
Ispitati ucestalost gubitka ekspresije CDX2 proteina kod kolorektalnog karcinoma
te povezanost gubitka ekspresije CDX2 proteina sa smjestajem karcinoma te spolom
i dobi bolesnika.
Ispitati povezanost gubitka ekspresije CDX2 proteina sa gubitkom ekspresije
pojedinih proteina za popravak DNK kod kolorektalnog karcinoma (MLH1, MSH2,
MSH6 i PMS2).

13
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4. MATERIJALI | METODE

4.1. Materijal

Ovom presje¢nom retrospektivnom studijom obuhvaceni su bolesnici koji su operirani
u razdoblju od Sest godina odnosno od 1. sije¢nja 2016. do 31. prosinca 2021. godine. Bolesnici
su operirani na Odjelu za abdominalnu kirurgiju Opée zupanijske bolnice Vinkovci (OZB
Vinkovci), a dijagnoza karcinoma debelog crijeva potvrdena je patohistoloskim pregledom na

Odjelu za patologiju i citologiju OZB Vinkovci.

Da bi karcinom bio analiziran u ovom istrazivanju, morao je zadovoljiti ukljucujuce
kriterije, a karcinomi ¢ije su karakteristike odgovarale iskljuéujué¢im kriterijima, bili su
iskljuceni iz analize.

Ukljucujuéi kriteriji:

1. bolesnik mora biti stariji od 18 godina

2. bolesnik mora biti operiran zbog kolorektalnog karcinoma, neovisno o tome je li
operacija hitna ili elektivna
tumor mora biti adenokarcinom

tumor mora biti primarni karcinom

tumor mora biti reseciran u potpunosti

© o > w

tumor mora biti stadija T1-T4.

Isklju€ujuci kriteriji:

1. bolesnik je mladi od 18 godina

2. patohistoloSka potvrda karcinoma je napravljena na uzorku koji je dobiven
endoskopskom biopsijom (kolonoskopski)

3. radi se o drugoj vrsti karcinoma izuzev adenokarcinoma (npr. neuroendokrini tumor,

GIST, karcinoid)

tumor je recidivni karcinom

tumor nije reseciran u potpunosti

tumor je in situ karcinom

N o g &

nepotpuna medicinska dokumentacija.

Slijedom toga podaci o bolesnicima i njihovim tumorima uneseni su u bazu podataka u
MS Office Excel (inacica 2016., Microsoft Corp, Redmond, Washnigton, SAD). Svakom
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4. Materijali i metode

bolesniku odredena je Sifra, a ime i prezime poznati su glavnom istrazivacu. U bazu podataka
je inicijalno uneseno 338 bolesnika od kojih je 11 bolesnika izuzeto iz daljnje analize zbog
iskljucujuéih kriterija. Cetiri bolesnika izuzeta su iz analize jer je uzorak tumora dobiven
endoskopskom biopsijom, kod jednog bolesnika tumor je bio neuroendokrini karcinom, dvama
bolesnicima tumor je bio recidivni karcinom, jednom bolesniku tumor nije reseciran u
potpunosti, jednom bolesniku tumor je bio in situ karcinom, a dva bolesnika izuzeta su zbog
nedostatka podataka (u oba slucaja nije se mogla pronac¢i lokalizacija tumora na debelom
crijevu). U kona¢nu analizu ukljuceno je 327 bolesnika. U ovom uzorku devet bolesnika imalo
je sinkrone karcinome tako da je ukupno analizirano 336 karcinoma. Iz medicinske
dokumentacije svakom su bolesniku u bazu podataka uneseni podaci o spolu, dobi, veli¢ini
tumora (promjer mjeren u centimetrima), smjestaju tumora u debelom crijevu (moguce

varijable — cekum i uzlazni kolon, poprec¢ni kolon, silazni kolon, sigmoidni kolon i rektum).

Kao materijal za analizu koriSteni su arhivski uzorci pohranjeni u arhivu Odjela za
patologiju i citologiju OZB Vinkovci, u vidu parafinskih kocaka te hemalaun-eozinskih i
imunohistokemijskih stakala. Obrada materijala nakon resekcije ili biopsije tkiva debelog
crijeva ukljucivala je niz postupaka koji slijede u daljnjem tekstu. Biopticki materijal je fiksiran
u 4 % puferiranom formaldehidu, pro analysi, Claro-prom d.o.o.. Obrada bioptickog materijala
je provedena u Sakura Tissue-Tek VIP 6 vakumskom uredaju za obradu bioloskog materijala.
Nakon bioloSke obrade materijal je uklopljen u Histosec pastile, Merck KGaA 1 rezan u rezove
debljine ~ 3 - 4 mikrona za standardno hemalaun-eozin bojanje. Izrezani preparati boravili su
u termostatu 180 minuta na temperaturi od 60 °C, a potom su bojani hemalaun-eozinom. Nakon
toga je na izabranim parafinskim blokovima tumorskog tkiva ucinjena imunohistokemijska

analiza (vidi pod 4.2.). Za klasifikaciju tumora koristeno je 8. izdanje TNM Kklasifikacije (75).

U bazu podataka su potom uneseni podaci o karakteristikama tumora dobivenih
patohistoloSkom analizom. Svakom bolesnik odreden je T 1 N stadij po TNM Kklasifikaciji (M
stadij nije unesen u bazu podataka zbog nepreciznog pisanja operacijskih lista od strane
kirurga), broj intratumorskih limfocita i limfocita oko tumora (moguce varijable - rijetki,
srednje obilni, obilni limfociti), perineuralna, limfaticka i perivaskularna invazija (moguce
varijable — prisutna invazija, nije prisutna invazija), broj pregledanih limfnih ¢vorova i broj
limfnih ¢vorova zahvac¢enih tumorom. Potom je unesen podatak o histoloSkom tipu tumora.
Tumori su podijeljeni u tri moguce skupine s obzirom na prisustvo sluzi — adenokarcinom,
djelomi¢no mucinozni adenokarcinom i mucinozni adenokarcinom. Tumori koji su sadrzavali

do 5 % mucinozne komponente klasificirani su kao adenokarcinomi, tumori koji su sadrzavali

15



4. Materijali i metode

od 5 do 49 % mucinozne komponente klasificirani su kao djelomi¢no mucinozni karcinomi, a
tumori koji su sadrzavali od 50 - 100% mucinozne komponente kako mucinozni karcinomi.
Potom je unesen podatak o histoloskom gradusu tumora odnosno stupnju diferencijacije
slijedom Cega su tumori podijeljeni u tri moguce skupine — dobro, umjereno i slabo
diferencirani tumori. Na kraju, u bazu podataka su uneseni podaci dobiveni
imunohistokemijskom analizom proteina CDX2, MLH1, MSH2, MSH6 i PMS2. S obzirom na
nedostatak anamnesti¢kih podataka bolesnika — dMMR tumori nisu razvrstani u skupinu

sporadicne dJMMR 1 skupinu Lynchova sindroma.

4.2. Imunohistokemijska analiza

Imunohistokemijska analiza napravljena je na preparatima izrezanim na ranije opisani
nacin (vidi pod 4.1.). Preparati su potom boravili u termostatu 180 minuta na temperaturi od 60
°C. Potom su ohladeni i deparafinizirani 2x5 minuta sukladno uputama proizvodaca sa
sredstvom za deparafinizaciju Tissue-Tek (Sakura, Torrance, CA, USA). Nakon toga slijedilo
je 1x5 minutno ispiranje sa 2-postotnim propranololom, 1x5 minutno ispiranje sa 96-postotnim
etanolom, 1x5 minutno ispiranje sa 70-postotnim etanolom i 1x5 minutno ispiranje s
destiliranom vodom. Imunohistokemijsko bojanje provedeno je prema uputama proizvodaca
(Dako, Glostrup, Denmark). Preparati su zagrijani na 65 °C sa Dako PT Link in Target
Retrieval otopinom, ph 9, potom zagrijani na 95 °C 20 minuta, a nakon toga ohladeni na 65 °C.
Preparati su potom inkubirani u puferu za ispiranje (Dako Glostrup, Denmark), prebaceni u
Dako Autostainer 1 potom obojani po standardiziranoj metodi: Peroksidaza blokirajuc¢i reagens
(Dako Glostrup, Denmark) 5 minuta, pufer za ispiranje i primarna (ready to use) protutijela:
Monoclonal mouse antihuman DAK-CDX2, FLEX Monoclonal Mouse Anti-Human MutL
Protein Homolog 1 Clone ES05, FLEX Monoclonal Rabbit Anti-Human MutS Protein
Homolog 2 Clone FE11, FLEX Monoclonal Rabbit Anti-Human MutS Protein Homolog 6
EP49, FLEX Monoclonal Rabbit Anti-Human Postmeiotic Segregation Increased 2 Clone
EP51, 20 minuta. Nakon ispiranja preparati su tretirani sa Dako REAL EnVision/HRP 30
minuta i bojani sa Dako REAL DAB+Chromogen. Pozitivitet je bio nuklearni, za pozitivnu
kontrolu koristen je uzorak karcinoma debelog crijeva jakog nuklearnog pozitiviteta. Kao
negativna kontrola koristeni su uzorci podvrgnuti istom postupku, ali je umjesto primarnog

protutijela koriSten PBS (puferirani fosfatni pufer).
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Nakon imunohistokemijske obrade materijala, nalazi su ocitani od strane dvaju
nezavisnih patologa. Ekspresija proteina CDX2 evaluirana prema modificiranim uputama
danima od strane Dalerbe i sur. te Hestetun i sur. (45,48). Tumori su podijeljeni u 3 grupe: 0 —
nema bojanja (0 — 5 % pozitivnih stanica), 1 — slabo bojanje vecine stanica (5 — 49 % pozitivnih
stanica) i 2 - umjereno/snazno bojanje vecine stanica (50 — 100 % pozitivnih stanica). Rezultat

011 se smatra gubitkom ekspresije proteina CDX2, a rezultat 2 o¢uvanom ekspresijom.

Slika 4.2.1. Rezultat 0 — nema CDX2 bojanja stanica kolorektalnog karcinoma
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Slika 4.2.2. Rezultat 1 — slabo CDX2 bojanje vecine stanica kolorektalnog karcinoma
(~20 %)

Slika 4.2.3. Rezultat 2 - umjereno/snazno CDX2 bojanje vecine stanica kolorektalnog
karcinoma
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Karcinomi su ocitani kao pMMR ukoliko je ocitana ekspresija za sva Cetiri proteina za
popravak DNK (MLH1, MSH2, MSH6, PMS2), a dMMR ukoliko je oCitan gubitak ekspresije
barem jednog od proteina za popravak DNK. Normalni epitel sluznice debelog crijeva, limfociti
i stromalne stanice sluzili su kao pozitivna kontrola. Po CAP protokolu za interpretaciju
imunohistokemijskih bojanja, kod svakog bojanja jezgre, Cak i 'mrljastog', smatra se da nema
gubitka ekspresije i samo potpuni izostanak bojanja jezgre smatra se gubitkom ekspresije (76).
Ekspresija proteina je potom grupirana u Sest kategorija: ouvana ekspresija svih Cetiriju
proteina, gubitak ekspresije svih Ccetiriju proteina, kombinirani gubitak MLH1/PMS2,
kombinirani gubitak MSH2/MSH6 i izolirani gubitak MSH6 i PMS2.

Vo Pe v )
m——)

Slika 4.2.4. Imunohistokemijsko bojenje na MLHI1. S desne strane vidljiva o¢uvana

ekspresija, a s lijeve strane gubitak ekspresije (povecanje 20x)

i . ’ ==

Slika 4.2.5. Imunohistokemijsko bojenje na MSH2. S desne strane vidljiva o¢uvana

ekspresija, a s lijeve strane gubitak ekspresije (povecanje 20x)
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Slika 4.2.6. Imunohistokemijsko bojenje na MSH6. S desne strane vidljiva oCuvana

ekspresija, a s lijeve strane gubitak ekspresije (povecanje 20x)

Slika 4.2.7. Imunohistokemijsko bojenje na PMS2. S desne strane vidljiva o¢uvana

ekspresija, a s lijeve strane gubitak ekspresije (povecanje 20x)

4.3. Statisticka analiza

Svi prikupljeni kategorijski podaci prikazani su apsolutnim i relativnim frekvencijama,
a numericki podaci aritmeti¢Ckom sredinom 1 standardnom devijacijom, odnosno ako podaci ne
slijede normalnu Gausovu distribuciju medijanom i interkvartilnim rasponom. Za testiranje
normalnosti distribucije koristen je Shapiro Wilksov test. Za statisticku analizu koriStene su
standardne statistiCke metode. Za usporedbu kategorijskih podataka unutar i medu skupinama
koristen je Hi kvadrat test te po potrebi Fisherov egzaktni test. Razlike izmedu dviju nezavisnih
skupina numeric¢kih podataka testirane su Studentovim T testom te po potrebi neparametrijskim
Mann Whitney U testom, a razlike izmedu viSe od dviju nezavisnih skupina numerickih
podataka Jednosmjernom analizom varijance (ANOVA) uz Scheffe post-hoc test. Za analizu
povezanosti parova numerickih varijabli koriSten je neparametrijski Spearmanov test korelacije
(77, 78). Prikupljeni podaci uneseni su u tablicu MS Office Excel (ina¢ica 2016, Microsoft
Corp, Redmond, Washington, SAD) programski alat, a za statisticku analizu podataka koristeni

20



4. Materijali i metode

su programski sustavi MedCalc (incica 19.5.1, MedCalc Software Ltd, Ostend, Belgium) te
IBM SPSS Statistics (inacica 24.0.0.0, IBM Corp, Armonk, New York, SAD) uz odabranu

razinu znacajnosti od a=0,05. Sve P vrijednosti su dvostrane.
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5. REZULTATI

5.1. Demografske osobine bolesnika i patohistoloSke karakteristike kolorektalnih
karcinoma

U istrazivanje je ukljuceno ukupno 336 analiziranih uzoraka tumora, od ukupno 327
bolesnika. Devet ispitanika (2,8 %) je imalo dva sinkrona tumora. Prosje¢na starosna dob
ispitanika iznosila je 67,6 (11,6) godina (aritmeticka sredina (SD)) te je bilo znacajno vise
ispitanika muskog spola (Hi-kvadrat test, P = 0,004). Broj operiranih bolesnika nije se znacajno
mijenjao u godinama tijekom promatranog perioda, iako se uocava da je najmanji postotak
(11,9 %) operiran u 2020. godini (Tablica 5.1.1.).

Tablica 5.1.1. Spol bolesnika i broj bolesnika operiran po godinama

Varijabla Kategorije Broj (%) ispitanika pP*
Spol Muski 200 (61,2) 0,004
Zenski 127 (38,8)
Godina tijekom 2016 55 (16,8) 0,28
perioda _ 2017 57 (17,4)
promatranja
2018 75 (22,9)
2019 48 (14,7)
2020 39 (11,9)
2021 53 (16,2)
Ukupno 327 (100,0)

*Hi-kvadrat test

Daljnja analiza je radena na 336 analiziranih uzoraka tumora. Znacajno najcesc¢i T stadij
prema TNM Kklasifikaciji (Hi-kvadrat test, P < 0,001) u ¢ak cetiri petine tumora je stadij T3.
Medijan broja izoliranih i1 pregledanih limfnih ¢vorova iz preparata iznosi 8 uz interkvartilni
raspon od 4 do 12 limfnih ¢vorova. Najces¢i N stadij je NO (Hi-kvadrat test, P < 0,001) - vise

od pola bolesnika nema metastaza u limfne ¢vorove. CRC su u ukupnom uzorku najcesce
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smjesSteni na rektumu (34,5 %) i ta je razlika u odnosu na druge lokacije statisticki znacajna
(Hi-kvadrat test, P < 0,001). Najmanje karcinoma smjesSteno je na popre¢nom kolonu (3,6 %)
(Tablica 5.1.2.). Kod analize histoloskih tipova CRC-a, najvise je zastupljen adenokarcinom
(Hi-kvadrat test, P <0,001), u vise od dvije treCine uzoraka (74 %). CRC su najcesée bili
umjereno diferencirani (83 %), a svega je 14 tumora (4,2 %) bilo slabo diferencirano i ta je
razlika statisticki znac¢ajna (Hi-kvadrat test, P < 0,001) (Tablica 5.1.2.).

Kod analize vaskularne, limfne i perineuralne invazije nadeno je da kod vec¢ine tumora
u sve tri analizirane varijable nije prisutna invazija i ta je razlika u odnosu na tumore s
prisutnom invazijom statisticki znacajna (Hi-kvadrat test, P <0,001). Kod analize broja
intratumorskih limfocita nadeno je da u veéini tumora postoji srednje obilan infiltrat limfocita
i ta je razlika u odnosu na ostale kategorije statisticki znacajna (Hi-kvadrat test, P < 0,001).
Prilikom analize broja limfocita oko tumora u 53,6 % slu¢ajeva naden je oskudan limfocitni
infiltrat oko tumora i ta je razlika u odnosu na ostale kategorije statisti¢ki znacajna (Hi-kvadrat

test, P < 0,001) (Tablica 5.1.3.).
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Tablica 5.1.2. Prikaz T i N stadija tumora, smjestaja tumora te histoloskog tipa i histoloSkog

gradusa tumora
Varijabla Kategorije Broj (%) slucajeva P
T 1 8 (2,4) <0,001
2 41 (12,2)
3 273 (81,2)
4a 4(1,2)
4b 10 (3,0)
N 0 189 (56,2) <0,001
la 48 (14,3)
1b 55 (16,4)
2a 21 (6,2)
2b 23 (6,8)
Smjestaj Cekum i uzlazni kolon 92 (27,4) <0,001
karcinoma Poprec¢ni kolon 12 (3,6)
Silazni kolon 48 (14,3)
Sigmoidni kolon 68 (20,2)
Rektum 116 (34,5)
Histoloski tip  adenokarcinom 250 (74,4) <0,001
tumora mucinozni adenokarcinom 36 (10,7)
djelomi¢no mucinozni 50 (14,9)
adenokarcinom
Stupanj dobro diferenciran 43 (12,8) <0,001
diferencijacije umjereno diferenciran 279 (83,0)
tumora slabo diferenciran 14 (4,2)
Ukupno 336 (100,0)

*Hi-kvadrat test
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Tablica 5.1.3. Broj intratumorskih limfocita i limfocita oko tumora te analiza vaskularne,

limfne i perineuralne invazije u preparatima tumora

Varijabla Kategorije Broj (%) slu¢ajeva P
Vaskularna 0 325 (96,7) <0,001
invazija 1 11 (3,3)
Limfna invazija 0 305 (90,8) <0,001
1 31 (9,2)
Perineuralna 0 276 (82,1) <0,001
invazija 1 60 (17,9)
Broj rijetki 125 (37,2) <0,001
intratumorskih srednje obilni 157 (46,7)
limfocita obilni 54 (16,1)
Broj limfocita oko  rijetki 180 (53,6) <0,001
tumora srednje obilni 100 (29,8)
obilni 56 (16,7)

*Hi-kvadrat test

Prosjec¢na veli¢ina presjeka tumora, mjerena promjerom u centimetrima iznosila je 4 cm
(medijan) uz detektirani najveci presjek od 15 cm (Slika 5.1.1). Iz Slike je vidljivo da 11 tumora
ima iznadprosje¢no veéi promjer tumora u odnosu na ostale. Medijan prosjecne veliine
presjeka tumora ove skupine iznosi 10 cm uz ukupni raspon od 9 do 15 cm. Medijan starosne
dobi osoba ove skupine iznosi 71 godinu uz interkvartilni raspon od 60,3 do 80,3 godina.
Skupina od navedenih 11 tumora je zasebno analizirana, ali nisu nadene statisti¢ki zna¢ajne
razlike prema varijablama navedenim u Tablici 5.1.2 i 5.1.3. izuzev T stadija prema TNM
klasifikaciji gdje je ova skupina tumora statisticki znac¢ajno ucestalije stupnja T3 (Fisherov

egzaktni test, P = 0,02).
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Slika 5.1.1. Distribucija veli¢ine promjera tumora mjerenog u centimetrima

U daljnjoj rasclambi ucinjena je statisticka analiza do sada analiziranih varijabli prema
spolu i dobi bolesnika. Usporedba T i N stadija, smjestaja karcinoma, histolo$kog tipa tumora,
stupnja diferencijacije, vaskularne, limfne i perineuralne invazije te broj intratumorskih
limfocita i1 limfocita oko tumora sa spolom bolesnika nije pokazala statisticki znacajnu razliku
(Tablica 5.1.4. i Tablica 5.1.5.) Nije nadena statisticki znacajna razlika prosje¢ne veli¢ina
presjeka tumora, mjerena promjerom u centimetrima izmedu muskih i zZenskih bolesnika, iako
je iz Slike 5.1.2. vidljivo da su tumori koji veli¢inom odudaraju od medijana ceS¢e nadeni kod

muskih bolesnika (Mann-Whitney U test, P = 0,38) (Slika 5.1.2.).
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Tablica 5.1.4. Povezanost T i N stadija, smjestaja karcinoma, histoloskog tipa tumora i stupnja

diferencijacije sa spolom bolesnika

Varijabla Kategorije Broj (%) uzoraka P
Muski -1 Zenski
T 1 6 (2,9) 2(1,6) 0,38*
2 28 (13,5) 13 (10,2)
3 168 (80,8) 105 (82,0)
4a 1(0,5) 3(2,3)
4b 5(2,4) 5(3,9)
N 0 120 (57,7) 69 (53,9) 0,83*
la 28 (13,5) 20 (15,6)
1b 31 (14,9) 24 (18,8)
2a 14 (6,7) 7 (5,5)
2b 15(7,2) 8(6,2)
Smjestaj Cekum i uzlazni kolon 52 (25,0) 40 (31,3) 0,13+
karcinoma  Poprec¢ni kolon 10 (4,8) 2 (1,6)
Silazni kolon 27 (13,0) 21 (16,4)
Sigmoidni kolon 39 (18,8) 29 (22,7)
rektum 80 (38,5) 36 (28,1)
HistoloSki adenokarcinom 161 (77,4) 89 (69,5) 0,26+
tiptumora  mucinozni 19 (9,1) 17 (13,3)
adenokarcinom
djelomi¢no mucinozni 28 (13,5) 22 (17,2)
adenokarcinom
Stupanj dobro diferenciran 25 (12,0) 18 (14,1) 0,537
diferencijaci  umjereno diferenciran 176 (84,6) 103 (80,5)
je tumora slabo diferenciran 7 (3,4) 7(5,9)
Ukupno 208 (100,0) 128 (100,0)

*Fisherov egzaktni test
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Tablica 5.1.5. Povezanost vaskularne, limfne i perineuralne invazije te broj intratumorskih

limfocita i limfocita oko tumora sa spolom bolesnika

Varijabla Kategorije Broj (%) uzoraka P
Muski -1 Zenski

Vaskularna 0 200 (96,2) 125 (97,7) 0,547
invazija 1 8 (3,8) 3(2,3)
Limfna 0 191 (91,8) 114 (89,1) 0,40%
invazija 1 17 (8,2) 14 (10,9)
Perineuralna 0 174 (83,7) 102 (79,7) 0,36*
invazija 1 34 (16,3) 26 (20,3)
Broj rijetki 74 (35,6) 51 (39,8) 0,56*
intratumorskih  srednje obilni 102 (49,0) 55 (43,0)
limfocita obilni 32 (15,4) 22 (17,2)
Broj limfocita  rijetki 111 (53,4) 69 (53,9) 0,82*
oko tumora srednje obilni 64 (30,8) 36 (28,1)

obilni 33(15,9) 23 (18,0)
Ukupno 208 (100,0) 128 (100,0)

*Hi-kvadrat test

tFisherov egzaktni test
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Slika 5.1.2. Usporedba distribucije promjera tumora s obzirom na spol

Analiza lokacije tumora, histoloSkog tipa i stupnja diferencijacije sa starosnom dobi

ispitanika nije pokazala znacajnu povezanost. Znacajna povezanost starosne dobi je nadena sa

N stadijem gdje najmladi bolesnici imaju 2b status metastaza u limfne ¢vorove (62,2 godina),

dok najstariji bolesnici imaju ili 0 (68,9 godina) ili 2a status (70,1 godina) (Jednosmjerna
ANOVA, P=0,02) (Tablica 5.1.6.). Rezultati analize povezanosti broja intratumorskih

limfocita i limfocita oko tumora sa starosnom dobi bolesnika takoder nisu pokazali statisti¢ku

znacajnost. Medutim, kod analize povezanosti dobi s vaskularnom, limfnom i perineuralnom

invazijom vidljivo je da mladi bolesnici imaju ¢e$¢e prisutnu bilo koju od triju vrsta invazije, a

ta je razlika kod limfne invazije i statisticki znacajna (Studentov T test, P <0,001)

(Tablica 5.1.7.).

Rezultati analize povezanosti starosne dobi bolesnika i veliine presjeka tumora nisu

pokazali znacajnu korelaciju (Spearmanov test korelacije, tho = 0,02; P = 0,67) (Slika 5.1.3.).
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Tablica 5.1.6. Povezanost T i N stadija, smjeStaja karcinoma, histoloskog tipa tumora i stupnja

diferencijacije sa starosnom dobi bolesnika

Varijabla Kategorije Starosna dob/ pP*
Aritmeticka sredina (SD)
T 1 67,8 (10,7) 0,95
2 67,9 (10,2)
3 67,5 (11,7)
4a 72,0 (11,9)
4b 66,5 (14,7)
N 0 68,9 (10,7) 0,027
1a 66,6 (11,1)
1b 65,1 (13,4)
2a 70,1 (11,8)
2b 62,2 (13,2)
Smjestaj Cekum i uzlazni kolon 70,2 (10,5) 0,08
karcinoma Popreéni kolon 69,3 (12,6)
Silazni kolon 67,7 (11,8)
Sigmoidni kolon 65,3 (13,4)
rektum 66,6 (10,9)
HistoloSki tip  adenokarcinom 67,6 (10,8) 0,59
tumora mucinozni 66,0 (12,7)

adenokarcinom

djelomi¢no mucinozni 68,6 (14,2)

adenokarcinom

Stupanj dobro diferenciran 69,5 (12,4) 0,21
diferencijacije  umjereno diferenciran 67,1 (11,5)

tumora slabo diferenciran 71,2 (9,4)

Ukupno 67,6 (11,6)

*Jednosmjerna analiza varijance (ANOVA)

tZnacajna razlika je izmedu 2b i 0 te 2b i 2a (Scheffe post-hoc test)
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Tablica 5.1.7. Povezanost vaskularne, limfne i perineuralne invazije te broj intratumorskih

limfocita i limfocita oko tumora sa starosnom dobi bolesnika

Varijabla Kategorije Starosna dob/ P
Aritmeticka sredina (SD)

Vaskularna 0 67,8 (11,5) 0,07+
invazija 1 60,9 (12,5)
Limfna invazija 0 68,2 (11,2) 0,001%
1 61,1 (13,3)
Perineuralna 0 67,9 (11,2) 0,17%
invazija 1 65,7 (13,1)
Broj rijetki 67,9 (11,9) 0,89*
intratumorskih srednje obilni 67,3 (11,7)
limfocita obilni 67,4 (10,5)
Broj limfocita oko  rijetki 68,2 (11,7) 0,46*
tumora srednje obilni 67,2 (10,9)
obilni 66,1 (12,3)
Ukupno 67,6 (11,6)

*Jednosmjerna analiza varijance (ANOVA)
tMann-Whitney U test

}Studentov T test
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Slika 5.1.3. Povezanost starosne dobi bolesnika i veli¢ine promjera tumora u centimetrima

5.2. Ekspresija CDX2 proteina u korelaciji s patohistoloskim i klinickim ¢imbenicima

Gubitak ekspresije CDX2 proteina naden je u 19 od 336 tumora odnosno u 5,7 %
tumora. Nije nadena znacajna razlika u spolu i dobi bolesnika u ovisnosti o ekspresiji CDX2
proteina (Tablica 5.2.1.).

Tablica 5.2.1. Povezanost ekspresije CDX2 proteina sa spolom i dobi bolesnika

CXD2 Broj (%) uzoraka P Starosna dob/ P Ukupno
} Aritmeticka

Muski Zenski sredina (SD)
CDX2 11(5.3) 8(6.3) 0.46* 69.1(10.2) 0,59+ 19 (5,7)
neg.
CDX2 200 (61.2) 127 (38.8) 67.5(11.7) 317 (94,3)
poz.
Ukupno  208(100,0) 128 (100,0) 67,6 (11,6) 336 (100)

*Hi-kvadrat test
TStudentov T test
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Nije nadena statisticki znacajna razlika u T i N statusu ovisno o ekspresiji CDX2
proteina. Medutim nadena je znaCajna povezanost gubitka ekspresije CDX2 proteina s
lokacijom tumora (Fisherov egzaktni test, P = 0,03). CDX2 negativni tumori zna¢ajno se ¢escée
javljaju u podruc¢ju cekuma i uzlaznog kolona (52.6 %) (Tablica 5.2.2).

Analiziraju¢i stupanj diferencijacije tumora nadena je statisticki znacajna povezanost
gubitka ekspresije CDX2 proteina sa slabo diferenciranim tumorima (Fisherov egzaktni test,
P < 0,001). Analiziraju¢i histoloski tip tumora nadena je statisticki znac¢ajna povezanost gubitka
ekspresije CDX2 proteina sa mucinoznim i djelomi¢no mucinoznim tumorima (Fisherov
egzaktni test, P = 0,04) (Tablica 5.2.2.).

Nije nadena statisticki znac¢ajna povezanost ekspresije CDX2 proteina s vaskularnom,
limfnom i perineuralnom invazijom, kao niti s broj intratumorskih limfocita i limfocita oko
tumora (Tablica 5.2.3.). Isto tako, nije nadena znacajna razlika prosje¢ne veliCine tumora S
obzirom na ekspresiju CDX2 proteina (Slika 5.2.1.) Medutim, iako ne statisti¢ki znaéajno, iz
Slike 5.2.1. moze se primijetiti da je veéina tumora koji su iznad prosje¢no veci od ostalih

smjestena u skupini s ocuvanom ekspresijom CDX2 proteina.
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Tablica 5.2.2. Povezanost T i N stadija, smjeStaja karcinoma, histoloskog tipa tumora i stupnja

diferencijacije s ekspresijom CDX2 proteina

Varijabla Kategorije Broj (%) uzoraka P
CDX2 neg. CDX2 poz.
T 1 0 8(2,5) >0,99*
2 2 (10,5) 39 (12,3)
3 17 (89,5) 256 (80,8)
4a 0 4 (1,3)
4b 0 10 (3,1)
N 0 13 (68,4) 176 (55,5) 0,50*
la 1(5,3) 47 (14,8)
1b 3(15,8) 52 (16,4)
2a 2 (10,5) 19 (6,0)
2b 0 23 (7,3)
SmjeStaj Cekum i uzlazni kolon 10 (52,6) 82 (25,9) 0,03*
karcinoma Poprecni kolon 1(5,3) 11 (3,5)
Silazni kolon 4(21,1) 44 (13,9)
Sigmoidni kolon 1(5,3) 67 (21,1)
Rektum 3(15,8) 113 (35,6)
Histoloski tip  adenokarcinom 10 (52,6) 240 (75,7) 0,04*
tumora mucinozni 3 (15,8) 33(10,4)
adenokarcinom
djelomi¢no mucinozni 6 (31,6) 44 (13,9)
adenokarcinom
Stupanj dobro diferenciran 1(5,3) 42 (13,2) <0,001*
diferencijacije  umjereno diferenciran 9 (47,4) 270 (85,2)
tumora slabo diferenciran 9 (47,4) 5(1,6)
Ukupno 19 (100,0) 317 (100,0)

*Fisherov egzaktni test
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Tablica 5.2.3. Povezanost vaskularne, limfne i perineuralne invazije te broj intratumorskih

limfocita i limfocita oko tumora s ekspresijom CDX2 proteina

Varijabla Kategorije Broj (%) uzoraka P
CDX2 neg. CDX2 poz.
Vaskularna 0 18 (94,7) 307 (96,8) 0,48*
invazija 1 1(5,3) 10 (3,2)
Limfnainvazija 0 17 (89,5) 288 (90,9) 0,69*
1 2 (10,5) 29 (9,1)
Perineuralna 0 15 (78,9) 261 (82,3) 0,76*
invazija 1 4 (21,1) 56 (17,7)
Broj rijetki 8 (42,1) 117 (36,9) 0,30+
intratumorskih  srednje obilni 6 (31,6) 151 (47,6)
limfocita obilni 5 (26,3) 49 (15,5)
Broj limfocita rijetki 10 (52,6) 170 (53,6) 0,67+
oko tumora srednje obilni 7 (36,8) 93 (29,3)
obilni 2 (10,5) 54 (17,0)
Ukupno 19 (100,0) 317 (100,0)

*Fisherov egzaktni test
+Hi-kvadrat test
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Slika 5.2.1. Veli¢ina tumora s obzirom na ekspresiju proteina CDX2

5.3. Ekspresija proteina za popravak DNK u korelaciji s patohistoloSkim i klini¢kim
¢imbenicima

dMMR naden je kod 44 od 336 tumora odnosno u 13,1 % tumora. Nije nadena statisticki
znacajna razlika u spolu 1 dobi bolesnika izmedu dMMR 1 pMMR grupe bolesnika. Gledajuci
pojedina¢no gubitak ekspresije proteina koje dovode do dMMR, mozZe se vidjeti da je gubitak
ekspresije MLH1 naden kod 32 tumora (9,52 %), gubitak ekspresije MSH2 kod 9 tumora (2,67
%), gubitak ekspresije MSHG6 kod 10 tumora (3 %), a gubitak ekspresije PMS2 kod 34 tumora
(10,11 %) (Tablica 5.3.1). Takoder, radena je analiza povezanosti ekspresije svakog od proteina
za popravak DNK zasebno u ovisnosti o spolu i dobi bolesnika. Nije nadena statisticki znacajna
razlika (Tablica 5.3.1.).
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Tablica 5.3.1. Povezanost ekspresije proteina za popravak DNK sa spolom i dobi bolesnika

Broj (%) uzoraka P Starosna dob/ P Ukupno
; Aritmeticka
Muski Zenski sredina (SD)
MMR
dMMR 25 (12) 19 (14,8)  046* 66,7 (12,2) 0,591 44 (13.1)
pMMR  183(88) 109 (85,2) 67,7 (11,5) 292 (86.9)
MLH1
0 15 (7,2) 17 (133)  0,07* 69,5 (11,6) 0,31f 32(9.5)
1 193 (92,8) 111 (86,7) 67,3 (11,6) 304 (90.5)
MSH?2
0 7 (3.4) 2 (1,6) 0,49* 62,1 (12,4) 0,15 9(2.7)
1 201 (96,6) 126 (98,4) 67,7 (11,5) 327 (97.3)
MSH6
0 8 (3,8) 2 (1,6) 0,33* 61,3 (12,0) 0,08t 10 (3.0)
1 200 (96,2) 126 (98,4) 67,7 (11,5) 326 (97.0)
PMS2
0 18 (8,7) 16 (125)  0,26* 68,4 (12,0) 0,67+ 34(10.1)
1 190 (91,3) 112 (87,5) 67,5 (11,6) 302(89.9)
Ukupno 208 (100,0) 128 (100,0) 67,6 (11,6) 336 (100)

*Hi-kvadrat test

+Studentov T test
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Iz Tablice 5.3.3. vidljivo je da je IMMR statisticki zna¢ajno povezan sa smjeStajem
tumora na cekumu i uzlaznom kolonu (Hi-kvadrat test, P < 0,001) . U Tablici 5.3.2. prikazani
su rezultati analize smjeStaja karcinoma ovisno o ekspresiji pojedinog proteina za popravak
DNK. Analiza je pokazala da je gubitak ekspresije svih Cetiriju proteina za popravak DNK

statistiCki znacajno vezan za lokaciju tumora na cekumu i uzlaznom kolonu.

Tablica 5.3.2. Povezanost ekspresije proteina za popravak DNK sa smjestajem tumora

Proteini za Broj (%) sluc¢ajeva p*
[[))(I)\pl);avak = 5 = =

MLH1

0 25 (27,2) 1(2,1) 1(0,9) 5(7,4) 0 <0,001
1 67 (72,8) 47(97,9) 115(99,1) 63(92,6) 12(100,0)

MSH2

0 7(7,6) 0 0 2(2,9) 0 0,01

1 85 (92,4) 48 (100,0) 116 (100,0) 66(97,1) 12(100,0)

MSH6

0 8(8,7) 0 0 2(2,9) 0 0,004
1 84 (91,3) 48 (100,0) 116 (100,0) 66(97,1) 12 (100,0)

PMS2

0 25 (27,2) 1(2,1) 2(1,7) 5(7,4) 1(8,3) <0,001
1 67 (72,8) 47 (97,9) 114(98,3) 63(92,6) 11(91,7)

Ukupno 92 (100,0) 48 (100,0) 116 (100,0) 68 (100,0) 12 (100,0)

*Fisherov egzaktni test

Analizirajuéi vrstu tumora vidljivo je da dMMR statisticki znaCajno povezan sa
mucinoznim i djelomi¢no mucinoznim adenokarcinomima (Hi-kvadrat test, P < 0,001), a kod
analize povezanosti sa stupnjem diferencijacije vidljivo je da je IMMR statisticki znacajno
povezan sa slabo diferenciranim tumorima (Hi-kvadrat test, P < 0,001). Nije nadena statisticki
znacajna povezanost AIMMR sa T i1 N stadijem (Tablica 5.3.3.). Isto tako nije nadena statisticki

znacajna povezanost niti sa vaskularnom, limfnom i perineuralnom infiltracijom kao niti s
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5. Rezultati

brojem intratumorskih limfocita (Tablica 5.3.4.). Nadena je povezanost s brojem limfocita oko

tumora. 1z Tablice 5.3.4. vidljivo je da je IMMR za razliku u pMMR statisti¢ki znacajno

povezana s obilnom limfocitnom infiltracijom oko tumora (Hi-kvadrat test, P =0,002). U

usporedbi sa pMMR nadena je statisticki znacajna razlika u veli¢ini tumora. dAMMR ima u

prosjeku za jedan centimetar veéi promjer tumora nego pMMR (Mann-Whitney U test,

P < 0,001) (Slika 5.3.1.).
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Slika 5.3.1.Veli¢ina tumora s obzirom na MMR
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Tablica 5.3.3. Povezanost T i N stadija, smjeStaja karcinoma, histoloskog tipa tumora i stupnja

diferencijacije s MMR

Varijabla Kategorije Broj (%) uzoraka P
dMMR pPMMR
T 1 0 8 (2,7) 0,45t
2 8 (18,2) 33 (11,3)
3 34 (77,3) 239 (81,3)
4a 0 4(1,4)
4b 2 (4,5 8 (2,7)
N 0 27 (61,4) 162 (55,5) 0,35+
1a 5 (11,4) 43 (14,7)
1b 9 (20,5) 46 (15,8)
2a 0 21(7,2)
2b 3(6,8) 20 (6,8)
Smjestaj Cekum i uzlazni kolon 33 (75,0) 59 (20,2) <0,001*
karcinoma Popre¢ni kolon 1(2,3) 11 (3,8)
Silazni kolon 1(2,3) 47 (16,1)
Sigmoidni kolon 7(15,9) 61 (20,9)
Rektum 2 (4,5) 114 (39,0)
HistoloSki tip  adenokarcinom 18 (40,9) 232 (79,5) <0,001*
tumora mucinozni 13 (29,5) 23 (7,9)
adenokarcinom
djelomi¢no mucinozni 13 (29,5) 37 (12,7)
adenokarcinom
Stupanj dobro diferenciran 6 (13,6) 37 (12,7) <0,001*
diferencijacije umjereno diferenciran 29 (65,9) 250 (85,6)
tumora slabo diferenciran 9 (20,5) 5(@1,7)
Ukupno 44 (100,0) 292 (100,0)

*Hi-kvadrat test

tFisherov egzaktni test
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Tablica 5.3.4. Povezanost vaskularne, limfne i perineuralne invazije te broj intratumorskih

limfocita i limfocita oko tumora s MMR

Varijabla Kategorije Broj (%) uzoraka P
dMMR pPMMR

Vaskularna 0 44 (100,0) 281 (96,2) 0,37*
invazija 1 0 11 (3,8)
Limfna 0 41 (93,2) 264 (90,4) 0,78*
invazija 1 3(6,8) 28 (9,6)
Perineuralna 0 39 (88,6) 237 (81,2) 0,237
invazija 1 5 (11,4) 55 (18,8)
Broj rijetki 16 (36,4) 109 (37,3) 0,20+
intratumorskih  srednje obilni 17 (38,6) 140 (47,9)
limfocita obilni 11 (25,5) 43 (14,7)
Broj limfocita  rijetki 16 (36,4) 164 (56,2) 0,002}
oko tumora srednje obilni 13 (29,5) 87 (29,8)

obilni 15 (34,1) 41 (14,0)
Ukupno 44 (100,0) 292 (100,0)

*Fisherov egzaktni test
+Hi-kvadrat test

5.4. Povezanost gubitka ekspresije CDX2 proteina s gubitkom ekspresije pojedinih
proteina za popravak DNK

Gubitak ekspresije CDX2 proteina povezan je s dAMMR 1 ta je povezanost statistiCki
znacajna (Fisher's Exact Test, p<0.001). Rezultati analize povezanosti gubitka ekspresije
CDX2 proteina u oboljelih od CRC-a s gubitkom ekspresije proteina za popravak DNK
pokazali su znacajnu povezanost (Fisherov egzaktni test, P <0,001) s gubitkom ekspresije
proteina MLH1 1 PMS2. Iako nije statisticki znacajna, Cetiri do pet puta je veca ucestalost
gubitka ekspresije CDX2 proteina kod CRC-a s gubitkom ekspresije proteina MSH2 i MSH6
(Tablica5.4.1.).
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Tablica 5.4.1.. Povezanost ekspresije CDX2 proteina s gubitkom ekspresije proteina za

popravak DNK
Broj (%) slucajeva Ukupno P
CDX2 neg. CDX2 poz
MMR
dMMR 10 (52,6) 34 (10,7) 44(13.1) <0,001*
pPMMR 9 (47,4) 283 (89,3) 292(86.9)
MLH1
0 8(42.1) 24(7.6) 32(9.5) <0.001*
1 11(57.9) 293(92.4) 304(90.5)
MSH2
0 2 (10,5) 7(2,2) 9(2.7) 0,09*
1 17 (89,5) 310 (97,8) 327(97.3)
MSHG6
0 2 (10,5) 8(2,5) 10(3.0) 0,10*
1 17 (89,5) 309 (97,5) 326(97.0)
PMS2
0 9 (47,4) 25 (7,9) 34(10.1) <0,001*
1 10 (52,6) 292 (92,1) 302(89.9)
Ukupno 19 (100,0) 317 (100,0) 336(100.0)

*Fisherov egzaktni test

S obzirom na ¢injenicu da proteini za popravak DNK funkcioniraju u paru, odnosno

tvore komplekse (MutSo i MutLa), u daljnjoj analizi promatrana je povezanost heterodimera
MLH1/PMS2 i MSH2/MSHG6 s ekspresijom CDX2 proteina. Treba imati na umu da gubitak

ekspresije jednog od proteina koji tvore heterodimer automatski dovodi do gubitka funkcije

heterodimera (21). Kao $to se moze vidjeti iz Tablice 5.4.2. gubitak funkcije heterodimera

MLH1/PMS2 povezan je s gubitkom ekpsresije proteina CDX2 i ta je povezanost statisticki

znaCajna (Fisherov egzaktni test p<0.001). Kako bi tu povezanost shematski prikazali,

osmisljen je Euclidov dijagram (Slika 5.4.1.)
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Tablica 5.4.2. Povezanost ekspresije proteina CDX2 sa heterodimerskim kompleksima za

popravak DNK
CDX2 neg. CDX2 poz. P Ukupno

MLH1/PMS2 heterodimer

0 9(47.4) 26(8.2) <0.001* 35(10.4)

1 10(52.6) 291(91.8) 301(89.6)

MSH2/MSHG6 heterodimer

0 2(10.5) 8(2.5) 0.104 10(3.0)

1 17(89.5) 309(97.5) 326(97.0)

Total 19(100,0) 317(100.0) 336(100.0)
*Fisherov egzaktni test

MLH1/PMS2
26
8
CDX2
9
MSH2/MSH6

Slika 5.4.1. Euclidov dijagram — shematski prikaz odnosa gubitka ekspresije CDX2 proteina,
MLH1/PMS2 heterodimera i MSH2/MSH®6 heterodimera
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5.5. Multivarijantna analiza gubitka ekspresije CDX2 proteina i dAMMR

Iduca faza u statisti¢koj analizi bila je stvoriti regresijski model za gubitak ekspresije
CDX2 i dMMR. Sve varijable koje su identificirane kao statistiCki znacajno povezane s
gubitkom ekspresije CDX2 proteina i AMMR uvrstene su u multivarijantnu analizu. U Tablici
5.5.1. prikazane su varijable koje su analizirane u prvom modelu, a kao rezultat mutivarijantne
analize dobiven je statisticki znaCajan model (p<0.001, Chi-Squared =45.9, Cox&Snell
R?=0.128, Nagelkerke R?=0.362) prema kojem su slabo diferencirani tumori i gubitak funkcije
MLH1/PMS2 heterodimera potencijalni prediktori za gubitak ekspresije CDX2 proteina
(95.83% svih slucajeva je korektno klasificirano (Hosmer & Lemeshow test, P=0.567)).

Tablica 5.5.1. Potencijalni prediktori gubitka ekspresije CDX2 proteina

Potencijalni prediktori Koefici SE  Wald pP* OR  95%oCI of
gubitka ekspresije CDX2 jent OR
proteina
Smjestaj CRC — cekum i -0.36 0.72 0.25 0.62 0.70 0.17 to
uzlazni kolon 2.87
Umjereno diferencirani CRC 0.39 1.09 013 0.72 1.48 0.18to
12.45
Slabo diferencirani CRC 4.03 1.20 1132 <0.001 56.46 5.39t0
591.67
Vrsta tumora - adenokarcinom 3.99 19244 0.00 >0.99 53.95
894.27
Vrsta tumora — mucinozni 4.03 19244 0.00 >0.99 56.29
adenokarcinom 894.27
Vrsta tumora — djelomi¢no 3.99 19244 0.00 >0.99 5453
mucinozni adenokarcinom 894.27
Gubitak funkcije 1.89 0.74 6.48 0011 6.60 1.54 to
MLH1/PM2 heterodimera 28.18
Constant -8.03 19244 0.00 >0.99
894.27

*Logistic regresion, Method: Enter
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5. Rezultati

U Tablici 5.5.2. prikazane su varijable koje su analizirane u drugom modelu ukljuc¢ujuci
i gubitak ekspresije proteina CDX2 proteina. Dobiven je statisti¢ki zna¢ajan model (p<0.001,
Chi-Squard 94.1,Cox&Snell R2=0.244, Nagelkerke R2=0.453) prema kojem su uocena tri
potencijalna prediktora za dAMMR: smjestaj tumora u cekumu i uzlaznom kolonu te gubitak
ekspresije proteina CDX2 su pozitivni potencijalni prediktori za AMMR, dok je smjes$taj tumora
u rektumu negativni prediktor za dAMMR (91,37 % svih slucajeva je korektno klasificirano
(Hosmer & Lemeshow test, P=0.512)).

Tablica 5.5.2. Potencijalni prediktori dAMMR

Potencijalni prediktori Koeficijent SE Wald P* OR  95%ClI
dMMR of OR
Smjestaj CRC — cekum i 1.17 0.48 591 0.015 322 125to
uzlazni kolon 8.27
Smjestaj CRC — silazni kolon -1.91 1.15 277 0.096 0.15 0.02to
1.40
Smjestaj CRC — rektum -1.91 0.84 522 0.022 0.15 0.03to
0.76
Vrsta tumora - -0.63 157133 0.00 >0.99 0.53
adenokarcinom 90.37
Vrsta tumora — mucinozni 0.91 157133 0.00 >0.99 248
adenokarcinom 90.37
Vrsta tumora — djelomi¢no 0.57 157133 0.00 >0.99 1.78
mucinozni adenokarcinom 90.37
Promjer tumora 0.11 0.10 121 0271 111 092to
1.35
Umjereno diferencirani CRC 0.29 0.59 024 0623 133 042to
4.21
Slabo diferencirani CRC 1.28 1.00 1.62 0.203 358 0.50to
25.57
Broj limfocita oko tumora - -0.32 0.52 039 0535 073 0.26to
rijetki 2.00
Broj limfocita oko tumora - 0.66 0.54 148 0224 194 0.67to
obilni 5.61
Gubitak ekspresije CDX2 1.85 0.84 489 0.027 6.34 1.23to
proteina 32.58
Constant -2.85 157133 0.00 >0.99
90.37

*Logistic regresion, Method: Enter
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5.6. Analiza tumora s gubitkom ekspresije CDX2 proteina ovisno o lokaciji tumora na
debelom crijevu

U idué¢em koraku statisticke analize zasebno su proucavani isklju¢ivo tumori koji su
imali gubitak ekspresije CDX2 proteina (19 tumora odnosno 5,9 % tumora od ukupnog uzorka).
U ovoj analizi tumori su podijeljeni prema lokaciji na desni dio debelog crijeva koji obuhvaca
cekum, uzlazni kolon te poprecni kolon do lijenalne fleksure i lijevi dio debelog crijeva koji
obuhvaca lijenalnu fleksuru, silazni i sigmoidni kolon te rektum. Iz Tablice 5.6.1. moze se
primijetiti da nije nadena statisti¢ki znacajna razlika izmedu lijevih i desnih tumora ovisno o
spolu, dobi, histoloSkom tipu tumora te T 1 N statusu tumora. Nadena je statisticki znacajna
razlika prema kojoj su desni tumori s gubitkom ekspresije CDX2 proteina ¢e$ce slabo
diferencirani, a lijevi umjereno diferencirani (Fisherov egzaktni test, P =0,04). Isto tako
statistiCki znacajna razlika nadena je i prilikom analize veli¢ine tumora gdje se vidi da su desni
tumori u prosjeku promjera 5,5 cm, a lijevi 3 cm ((Mann-Whitney U test, P = 0,008). Desni
tumori u ovoj grupi su ¢eS¢e dMMR u odnosu na lijeve i ta je razlika statisti¢ki znacajna
(Fisherov egzaktni test, P =0,02). Ako bi analizirali gubitak ekspresije pojedinih MMR
proteina vidljivo je da ne postoji znacajna razlika izmedu lijevih i desnih tumora kod analize
MSH2 i MSH6. Medutim, gubitak ekspresije MLH1 1 PMS2 proteina statisti¢ki se znacajno
ceS¢e javlja u skupini desnih tumora s gubitkom ekspresije CDX2 proteina 1 ta je razlika
statisticki znacajna (Tablica 5.6.1.) Na Slici 5.6.1. slikovno je prikazano 19 tumora s gubitkom
ekspresije CDX2 proteina, podijeljenih na lijevi i desni dio debelog crijeva u ovisnosti o
gubitku ekspresije pojedinih MMR proteina. Iz Slike 5.6.1. jasno je vidljivo da su svi tumori
koji imaju sinkroni gubitak ekspresije CDX2 i MLH1 proteina smjeSteni isklju¢ivo na desnom

dijelu debelog crijeva.
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Tablica 5.6.1. Analiza tumora sa gubitkom ekspresije CDX2 po lokaciji podijeljenih na desni

i lijevi dio debelog crijeva

Varijable Desni Lijevi p Cramer's  Ukupno
kolon kolon \Y
Spol Muskarci 6 5 >0.99* 0.045 11
Zene 4 4 8
T status 1 0 0 >(0.99* 0.018 0
2 1 1 2
3 9 8 17
4a 0 0 0
4b 0 0 0
N status 0 8 5 0.36* 0.458 13
la 0 1 1
1b 2 1 3
2a 0 2 2
2b 0 0 0
Histoloski adenokarcinom 3 7 0.13* 0.490 10
tip tumora mucinozni 2 1 3
adenokarcinom
djelomic¢no 5 1 6
mucinozni
adenokarcinom
Stupanj dobro 1 0 0.04* 0.586 1
diferencija- diferenciran
cije tumora umjereno 2 7 9
diferenciran
slabo diferenciran 7 2 9
MLH1 0 8 0 0.001* 0.809 8
1 2 9 11
MSH?2 0 1 1 >0.99* 0.018 2
1 9 8 17
MSH6 0 1 1 >0.99* 0.018 2
1 9 8 17
PMS2 0 8 1 0.005* 0.689 9
1 2 8 10
MMR dMMR 8 2 0.02* 0.578 10
pPMMR 2 7 9
Ukupno 10 9 19
Dob (25% - 75%) 74564 65(59 0.397

to 78) t074.3)
Veli¢ina tumora (25% - 75%) 55(4.3 3(2.8 0.008%
to7.0) to4.l)

*Fisher's Exact Test ¥ Mann-Whitney test
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Bolesnici Desni kolon
MLH1 MSH2 MSH6 PMS? MMR

1 pMMR
2 pMMR
3 dMMR
4 dMMR
5 dMMR
6 dMMR
7 dMMR
g dMMR
9 dMMR
10 dMMR

Lijevi kolon
MLH1 MSH2 MSH6 PMS?

11 pMMR
12 pMMR
13 pMMR
14 pMMR
15 pMMR
16 pMMR
17 pMMR
18 dMMR
10 dMMR

Slika 5.6.1. Slikovni prikaz 19 tumora sa gubitkom ekspresije CDX2 proteina i njihove

povezanosti sa gubitkom ekspresije pojedinih MMR proteina u ovisnosti o lokaciji tumora
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6. RASPRAVA

Kako je receno u uvodu, kolorektalni karcinom je veliki javnozdravstveni problem
zapadnih zemalja medu kojima se nalazi i Republika Hrvatska. Ono §to je jo§ zanimljivo iz
epidemioloSkih statistika je da nama susjedna zemlja Republika Madarska, s ¢ijim
stanovnistvom dijelimo brojne zivotne navike, ima najvecu incidenciju CRC-a u svijetu uz
Kraljevinu Norvesku (1, 79). S obzirom na to, a i s obzirom da je CRC drugi uzrok smrti od
karcinoma u Hrvatskoj, iz javnozdravstvenog aspekta postoji velika potreba za istrazivanjima

CRC-a na uzorku stanovnistva Republike Hrvatske.

6.1. Demografske osobine bolesnika i patohistoloske karakteristike kolorektalnih
karcinoma

U ovo je istrazivanje ukljuéeno 327 bolesnika operiranih zbog kolorektalnog
karcinoma. Svi su operirani u Opcoj Zzupanijskoj bolnici Vinkovci koja se nalazi u
Vukovarskoj-srijemskoj Zupaniji, na krajnjem istoku Hrvatske. Prosje¢na starosna dob
bolesnika obuhvaéenih ovim istrazivanjem je 67,6 godina $to je podudarno s rezultatima drugih
istrazivanja koji govore u prilog ¢injenici da je CRC bolest koja se najcesc¢e manifestira u
sedmom desetljecu zivota. Prema podacima Registra za rak za 2019. godinu (premda postoje
noviji podaci iz 2020. godine, s obzirom na to da je pandemija COVID-19 virusa pocela 2020.
godine smatram da su podaci za 2019. relevantniji) prosje¢na dob prilikom oboljenja u
Hrvatskoj bila je 69 godina $to je sli¢éno nasem rezultatu (80). Gledano prema spolu, u naSem
uzorku bilo je statisticki znacajno vise muskaraca, konkretno 61,2 %, a slijedom toga Zena je
bilo 38,8 %. Prema podacima Registra za rak za 2019. godinu nesto je manje muskaraca u

odnosu na nas$ uzorak (57,7 %), a slijedom toga i vise zena (42,3 %) (80).

Od 327 bolesnika uklju¢enih u studiju devet je imalo sinkrone karcinome (2,8 %
bolesnika). Lee i sur. napravili su analizu broja sinkronih karcinoma na uzorku od 8368
bolesnika. Sinkrone karcinome je imalo 2,9 % bolesnika i taj je rezultat slican naSem rezultatu
(81). 1z navedenih podataka o dobi, spolu i broju bolesnika sa sinkronim karcinomima moze se

zakljuciti da su karakteristike naseg uzorka sli¢ne s do sada objavljenom literaturom.

Iz nasih rezultata takoder je vidljivo da je naj¢e$¢a anatomska lokacija CRC-a rektum
(34,5 %), a slijede ga cekum i uzlazni kolon (27,4 %), sigmoidni kolon (20,2 %), silazni kolon

(14,3 %), a CRC je najrjede smjesten u podrucju poprecnog kolona (3,6 %).
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Gledajuéi patohistoloske karakteristike CRC-a ukljucenih u studiju (Tablica 5.1.2.)
vidljivo je da je najvise tumora T3 stadija (81,2 %). Sli¢an rezultat objavili su i druge skupine
istrazivaca (38 — 41, 59, 82). Kod analize N statusa tumora nasi rezultati upucuju da kod veéine
CRC-a nema metastaza u limfne ¢vorove, odnosno veéina tumora je NO (56,2 %), a taj je

rezultat podudaran sa rezultatima drugih istrazivaca (38, 40, 58, 59, 82).

Analizirajuéi tip tumora u uzorku vidljivo je da je najviSe zastupljen adenokarcinom
(74,4 %), a najmanje mucinozni karcinom (10,7 %) (Tablica 5.1.2.). U studiji koju su objavili
Baba i sur. takoder je najvise zastupljen adenokarcinom, ali u nesto manjem postotku (56 %)
pa su mucinozni i djelomi¢no mucinozni karcinomi zatupljeni u nesto viSem postotku nego u
nasem uzorku (27 % vs. 14,9 % i 17 % vs. 10,7 %) (43). Kod analize stupnja diferencijacije
tumora vidljivo je da je velika vecina tumora umjereno diferencirana (83 %) $to je podudarno

s rezultatima drugih istrazivaca (33, 39, 49).

Analiziraju¢i vaskularnu, limfnu i perineuralnu invaziju tumora u uzorku iz Tablice
5.1.3. vidljivo je da vrlo mali broj tumora ima prisutnu bilo koju od triju vrsta invazije. Sli¢ne
rezultate u smislu nedostatka invazije dobili su Azcue i sur. (83), dok su Dawson i sur. nasli
nedostatak perineuralne invazije kod vecine tumora, ali i prisutnu perivaskularnu i limfnu

invaziju kod vecine tumora (55).

Prosjec¢na veli¢ina promjera tumora u uzorku iznosila je 4 cm. Iz Slike 5.1.1. vidljivo je
da je 11 tumora iznadprosje¢no veéeg promjera u odnosu na ostale tumore (njihov medijan je
10 cm). Ti su tumori zasebno analizirani te je nadeno da je skupina bolesnika s iznadprosje¢no
velikim tumorima nesto starije dobi u odnosu na cjelokupni uzorak (71 godinu vs. 67,7 godina),
uglavnom se radi o muskim bolesnicima (10 muskaraca vs 1 Zena) (Slika 5.1.2.), a od ostalih
analiziranih varijabli navedenih u Tablici 5.1.2. i 5.1.3. nadeno je samo da postoji statisticki
znacajna razlika u T stadiju tumora. Veliki tumori su ¢escée bili T3 stadija u odnosu na ostale

tumore u uzorku.

Bolesnici su podijeljeni prema spolu te analizirani prema varijablama iz Tablice 5.1.2.
1 5.1.3. Nije nadena statisticki znacajna razlika u patohistoloskim karakteristikama tumora
ovisno o spolu bolesnika (Tablica 5.1.4. i 5.1.5.). Ista je analiza bila u¢injena ovisno o dobi
bolesnika. 1z Tablice 5.1.6. vidljivo je da je najmlada skupina bolesnika ona s najvisim N
stadijem (N2b) Sto ide u prilog ¢injenici da mladi bolesnici imaju agresivnije oblike tumora.
Takoder, nadeno je da mladi bolesnici ¢e$¢e imaju vaskularnu, limfnu i perineuralnu invaziju,

a ta je razlika u slu€aju limfne invazije i statisti¢ki znacajna (Tablica 5.1.7.). Objasnjenje se
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moze potraziti u Cinjenici da se sva tri oblika invazije smatraju loSim prognostickim
¢imbenicima (4), povezana su s agresivnijim CRC-om, a oni se ¢e$¢e javljaju u mladim dobnim
skupinama (u skupini bolesnika mladih od 50 godina 61 % ima uznapredovali karcinom (stadij
I ili 1V) za razliku od bolesnika starijih od 50 godina koji u 46 - 50% slucajeva imaju

uznapredovali karcinom (84)).

6.2. Povezanost gubitka ekspresije CDX2 proteina s patohistoloskim ¢imbenicima i
demografskim karakteristikama uzorka

Gubitak ekspresije CDX2 proteina naden je u 19 tumora odnosno u 5,9 % tumora u
ukupnom uzorku. Pri pregledu literature gubitak CDX2 zabiljezen je u relativno Sirokom
rasponu od 4 do 35 % bolesnika (33, 34, 38 — 44, 46 — 54, 62, 67, 85). Rad sa najve¢im uzorkom
tumora od svih citiranih je onaj Dalerbe i sur. koji su napravili istrazivanje na 2115 bolesnika i
nasli gubitak ekspresije CDX2 proteina od 4,1 % Sto je vrlo blizu nasem rezultatu (45). Treba
naglasiti da su razli¢iti autori na razliCite naine interpretirali ekspresiju CDX2 prilikom
imunohistokemijske analize. U ovom istraZivanju koriStene su upute za interpretaciju ekspresije
CDX2 opisane od strane Dalerbe i sur. uz neke modifikacije opisane od strane Hestetun i sur.
(48). Tu cinjenicu treba uzeti u obzir kao jedno od objasnjenja sli¢nih rezultata nasih

istraZivanja.

U Tablici 5.2.1. prikazani su rezultati analize ekspresije CDX2 proteina ovisno o dobi i
spolu bolesnika. U ovom istrazivanju nije nadena znacajna razlika u spolu i dobi bolesnika
ovisno o ekspresiji CDX2 proteina. Sli¢ne rezultate objavili su i drugi istrazivaci (39, 49, 52,
61, 64). Za razliku od nasih rezultata postoje studije koje govore u prilog povezanosti zenskog

spola s gubitkom ekspresije CDX2 proteina (38, 43, 44, 53, 58, 65).

U Tablici 5.2.2. prikazana je povezanost ekspresije CDX2 proteina ovisno o lokaciji
tumora na debelom crijevu. Vidljivo je da postoji statisticki znacajna povezanost gubitka
ekspresije CDX2 sa smjestajem tumora na cekumu i uzlaznom kolonu (52,6 % kod CDX2 neg.
vs. 25,9 % kod CDX2 poz.). Sli¢an rezultat objavile su i druge grupe istrazivaca (33 — 35, 38,
41 — 43, 48 — 50, 52, 53, 55 — 60, 86). Ipak, treba naglasiti da je vecina tih istrazivaca debelo
crijevo dijelila na desni i lijevi kolon (neki su kao dodatnu varijablu koristili i rektum), dok je
u nasem istrazivanju radi vece preciznosti debelo crijevo podijeljeno na pet dijelova. S obzirom
na to da cekum i uzlazni kolon ¢ine najve¢i udio u desnom dijelu debelog crijeva mozemo

zakljuciti da je nas rezultat podudaran s do sada objavljenim studijama.
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Rezultati analize nisu nasli statisticki znac¢ajnu razliku T i N statusa ovisno o ekspresiji
CDX2 proteina (Tablica 5.2.2). Sli¢an rezultat objavljen je u radu Neumann i sur. koji su
analizirali dvije grupe bolesnika, jednu od 503 i jednu od 100 bolesnika. U obje grupe nije
dokazana povezanost ekspresije CDX2 proteina s odredenim T i N statusom tumora (39). Za
razliku od tih rezultata Dawson i sur. te Graule i sur. dokazali su povezanost gubitka ekspresije
CDX2 sa visim T stadijem (T3 i T4) (35, 53). U naSem istrazivanju nije nadena statisticki
znacajna povezanost ekspresije CDX2 proteina s vaskularnom, limfnom i perineuralnom
invazijom kao niti s brojem intratumorskih limfocita i limfocita oko tumora (Tablica 5.2.3.). Za
razliku od nasih rezultat Ma i sur. su dobili statisticku znacajnu povezanost gubitak ekspresije
CDX2 proteina sa sve tri vrste invazije kao i s obilnim brojem intatumorskih limfocita (67).
Visok T i N stadij kao i prisustvo vaskularne, limfne i perineuralne invazije ¢imbenici su koji
su povezani s loSom prognozom bolesnika (4, 20). S obzirom na to da je gubitak ekspresije
CDX2 takoder los$ prognosti¢ki ¢imbenik (na to upucuje meta-analiza Tomasella i sur. iz 2018.
(87)) ocekivana je povezanost navedenih ¢imbenika s gubitkom ekspresije CDX2, ali nasi

rezultati govore suprotno.

Rezultati analize povezanosti ekspresije CDX2 proteina s histoloskim tipom tumora
pokazali su da je gubitak ekspresije CDX2 proteina povezan s mucinoznim i djelomi¢no
mucinoznim tumorima (Fisherov egzaktni test, P =0,04) (Tablica 5.2.2.). Ovaj rezultat
potvrduje rezultate drugih grupa istrazivaca (34, 35, 38, 43, 55, 65).

Analiziraju¢i ekspresiju CDX2 u odnosu na stupanj diferencijacije tumora nadena je
statistiCki znacajna povezanost gubitka ekspresije CDX2 sa slabo diferenciranim tumorima
(Fisherov egzaktni test, P <0,001). Iz Tablice 5.2.2. vidljivo je da je u skupini CDX2 neg.
tumora 47 % slabo diferencirano, dok je u skupini CDX2 poz. tumora svega 1,6 % tumora slabo
diferencirano. Ovaj rezultat je podudaran s rezultatima drugih studija (33, 38, 40, 41, 43, 48,
49, 51, 53, 55, 88). CDX2 gen je transkripcijski faktor kojem je osnovna funkcija upravo
diferencijacija stanica (30). Zbog toga je lako objasnjiv dobiveni rezultat prema kojem gubitak
ekspresije, a time i funkcije CDX2 proteina, dovodi do slabe ekspresije tumora. Mucinozni i
slabo diferencirani karcinomi dokazano dovode do losije prognoze bolesnika sa CRC-om pa
njihova povezanost s gubitkom ekspresije CDX2 potvrduje ranije iznesenu tvrdnju da je
gubitak ekspresije CDX2 lo$ prognosticki faktor (89, 90).

Analiza veli¢ine tumora ovisno o ekspresiji CDX2 nije pokazala statisticki znacajnu

razliku (Slika 5.2.1.) Sli¢an rezultat dobili su Bakaris i sur. te Ma i sur. (64, 67) S obzirom na
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¢injenicu da je gubitak ekspresije CDX2 statisticki znacajno povezan s lokacijom tumora na
cekumu i uzlaznom kolonu koji su dokazano veéi u promjeru od lijevostranih karcinoma (86),
oc¢ekivano je bilo da su tumori s gubitkom ekspresije CDX2 ve¢i u promjeru. Za razliku od
nasih rezultata tu ¢injenicu dokazuje rad Dawson i sur. koji su dokazali da je gubitak ekspresije

CDX2 povezan s ve¢im promjerom tumora (35).

6.3. Povezanost ekspresije proteina za popravak DNK s patohistoloskim ¢imbenicima i
demografskim karakteristikama uzorka

Kako je navedeno u uvodu, gubitak ekspresije bilo kojeg od proteina za popravak DNK
(MLH1, MSH2, MSH6, PMS2) dovodi do disfunkcije cijelog sistema za popravak DNK $to se
ocitava kao dMMR ili MSI. S obzirom na to da smo u naSem istraZivanju imunohistokemijski
dokazivali njihov gubitak ekspresije, ovaj ¢emo fenomen u daljnjem tekstu nazivati dMMR.
Prema dostupnoj literaturi dAMMR se javlja kod 12 — 15 % bolesnika oboljelih od CRC-a. U 3
% slucajeva radi se o naslijedenoj mutaciji nekog od ranije navedenih gena i taj fenomen se
naziva HNPCC ili Lynchov sindrom. U 12 % slucajeva radi se o ste¢enoj mutaciji, odnosno u
ovom sluc¢aju bi preciznije bilo re¢i hipermetilaciji promotora MLH1 gena s obzirom na to da
je taj fenomen odgovoran za veéinu steCenih dAMMR tumora (6, 25, 26, 91). U nasem
istrazivanju dMMR je naden kod 44 tumora odnosno 13,1 % svih tumora u uzorku. Ovaj
rezultat podudaran je s podacima koji su navedeni u preglednim radovima o dMMR napisanim
od strane Bolanda i sur., de'Angelis i sur. te Kloora i sur. (6, 26, 91). Ako bismo gledali gubitke
ekspresije pojedinih proteina koji dovode do dMMR, prema postotcima prednjaci gubitak
ekspresije PMS?2 koji je naden kod 34 tumora odnosno 10,11 % svih tumora. Najrjede je naden
gubitak ekspresije MSH2 proteina, kod 9 tumora odnosno 2,67 % svih tumora (Tablica 5.3.1.).
Potom je radena analiza povezanosti spola 1 dobi bolesnika ovisno o MMR statusu i o gubitku
ekspresije pojedinih MMR proteina. Nije nadena statisticki znacajna razlika premda se iz
Tablice 5.3.1. vidi da su bolesnici s gubitkom ekspresije MLH1 i PMS2 nesto stariji od
bolesnika s gubitkom ekspresije MSH2 i MSH6 (69,5 i 68,4 vs. 62,1 i 61,3 godina). Jedno od
mogucih objaSnjenja ove razlike je da gubitak ekspresije MSH2 i MSH6 nastaje cesSce
mutacijom u sklopu Lynchova sindroma (za koji je poznato da se razvija kod mladih dobnih
skupina), a gubitak ekspresije MLH]1 (a posljedi¢no i PMS2) ¢eSce nastaje zbog hipermetilacije

promotora u starijim dobnim skupinama.
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Zasebno je analizirana ekspresija svakog od proteina za popravak DNK ovisno o
lokaciji tumora. Analiza je pokazala da je gubitak ekspresije svakog od cetiriju proteina
povezan s lokacijom tumora na cekumu i desnom kolonu (Tablica 5.3.2.). Rezultati analize
povezanosti smjestaja tumora s AMMR takoder su pokazali statisticki znacajnu povezanost sa
smjeStajem na cekumu i uzlaznom kolonu. Naime 75 % dMMR tumora se nalazi na navedenoj
lokaciji dok je u sluc¢aju pMMR skupine tumora samo 20,2 % tumora smje$teno na cekumu i
uzlaznom kolonu (Tablica 5.3.3.). Povezanost dAMMR s karcinomima desne strane debelog
crijeva je od ranije poznata, opisana je u brojnim radovima i to je podudarno s nasim rezultatima
(6, 26, 88, 92). 1z Tablice 5.3.3. vidljivo je da nema povezanosti dAMMR sa T i N stadijem
karcinoma. S obzirom nato da je dAMMR 'protektivni' ¢imbenik, odnosno da bolesnici s AMMR
tumorima imaju bolju prognozu oc¢ekivano je da je dAMMR povezan s nizim T i N stadijem, ali
nasi rezultati to ne pokazuju. S druge strane postoji statisticki znacajna povezanost AMMR s
mucinoznim, djelomi¢no mucinoznim i slabo diferenciranim karcinomima. To je takoder od

ranije poznata ¢injenica koju spominju Boland i sur. te de'Angelis 1 sur. u svojim preglednim

¢lancima o MSI/dMMR (6, 26).

Analiza povezanosti AMMR s vaskularnom, limfnom i perineuralnom invazijom te s
brojem intratumorskih limfocita nije pokazala statisticki znacajnu povezanost (Tablica 5.3.4.).
S druge strane postoji statisticki zna¢ajna povezanost izmedu dMMR 1 obilnog broja limfocita
oko tumora (Hi-kvadrat test, P =0,002). To je i ocekivano s obzirom na to da pojava velikog
broja mikrosatelita u genomu dovodi do sinteze proteina koje imunosni sustav prepoznaje kao
strane, a ta Cinjenica iskoriStena je kod sinteze novih lijekova kao §to su dostarlimab i
pembrolizumab kako je opisano u uvodu (27, 28). Povezanost obilne infitracije limfocita oko
tumora potvrdili su i drugi istrazivaéi (6, 26). Analiziraju¢i veli¢inu tumora, nadeno je da su
dMMR tumori u prosjeku za 1 cm veceg promjera od pMMR tumora, 1 ta razlika je statisticki
znacajna (Slika 5.3.1.). Taj se rezultat moze objasniti ¢injenicom da su ¢eS¢e smjesteni u
desnom kolonu na kojem, kao $to je ve¢ ranije receno, nastaju tumori koji su veceg promjera u

odnosu na lijevi kolon.

6.4. Povezanost gubitka ekspresije CDX2 proteina s gubitkom ekspresije proteina za
popravak DNK

U daljnjoj analizi istrazena je povezanost gubitka ekspresije CDX2 proteina u oboljelih
od CRC-a sa dMMR, svakim MMR proteinom zasebno i s MMR heterodimerima (MutSa
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kompleks tvori MSH2/MSH6 heterodimer, a MutLo MLH1/PMS2 heterodimer). Nadena je
statistiCki znacajna povezanost izmedu gubitka ekspresije CDX2 proteina i AMMR (Fisher's
Exact Test, p<0.001) (Tablica 5.4.1.). Kako je receno u uvodu, ova je povezanost ve¢ ranije
opisana u brojnim radovima i nasi se rezultati podudaraju s njihovima (33 — 35, 38, 40, 42 —
44, 48, 50 — 52, 55, 56, 59). U naSem smo istrazivanju otisli korak dalje i istrazili povezanost
gubitka ekspresije CDX2 proteina sa svakim MMR proteinom zasebno. Nadena je statisticki
znacajna povezanost gubitka ekspresije CDX2 proteina i gubitka ekspresije MLH1 i PMS2
proteina (Fisherov egzaktni test, P <0,001). S druge strane postoji i povezanost gubitka
ekspresije CDX2 proteina s gubitkom ekspresije MSH2 i MSH6 proteina, ali ta povezanost nije
statisticki znac¢ajna (p = 0.09, p =0.10) (Tablica 5.4.1.).

Prema dostupnoj literaturi postoje dvije grupe istrazivaca koji su istrazivali povezanost
gubitka ekspresije CDX2 proteina s pojedinim MMR proteinima u oboljelih od CRC-a. Sayar
i sur. iz Turske objavili su studiju na 111 bolesnika i pronasli statisticki znac¢ajnu povezanost
gubitka ekspresije CDX2 proteina s gubitkom ekspresije PMS2 proteina (73). Isti rezultat dobili
su Melincovici i sur. iz Rumunjske na uzorku od 31 bolesnika (54). Ti se rezultati djelomi¢no
podudaraju s nasim rezultatima jer je nadena povezanost gubitka ekspresije CDX2 proteina s
gubitkom ekspresije PMS2 proteina kao i nedostatak statisticki znaCajne povezanosti s
gubitkom ekspresije MSH2 1 MSH6 proteina. Ono S$to razlikuje nase i njihove rezultate je
povezanost gubitka ekspresije CDX2 proteina s gubitkom ekspresije MLH1 proteina gdje smo
mi nasli statisti¢ki znac¢ajnu povezanost dok u njihovim rezultatima te povezanosti nema. Ipak
treba istaknuti da postoje razlike i u uzorcima tumora izmedu naSeg i njihovog istrazivanja.
Naime i Sayar i sur. i Melincovici i sur. su za razliku od naseg istrazivanja izostavili iz analize
karcinome rektuma. S obzirom na to da oko 40 % CRC-a nastaje u rektumu na taj je nacin iz
analize izostavljen velik broj tumora. Isto tako treba istaknuti i velike razlike u broju bolesnika
ukljucenih u studiju. U njihovim je istrazivanjima uklju¢eno 111 odnosno 31 bolesnik §to je
mMNOgo manje nego U nasem istrazivanju (327 bolesnika). Treba spomenuti i istrazivanje Kim i
sur. koji su kao rezultat dobili da je gubitak ekspresije CDX2 proteina povezan s gubitkom
ekspresije MLH1, a nije povezan s gubitkom ekspresije MSH2. Taj je rezultat podudaran s
rezultatima naseg istrazivanja, ali za razliku od naSeg istrazivanja nije radena analiza ekspresije

MSH6 i PMS2 (41).

Toth i sur. analizirali su povezanost gubitka ekspresije CDX2 proteina i MMR proteina
u jetrenim metastazama kolorektalnog karcinoma (74). Nasli su statisti¢ki znac¢ajnu povezanost

gubitka ekspresije CDX2 proteina s gubitkom ekspresije sva cetiri MMR proteina. Taj je
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rezultat teSko usporedivati s rezultatom naseg istrazivanja s obzirom na to da se ne radi o istim
tkivima (tkivo primarnog tumora vs. tkivo jetrene metastaze), ali i taj rezultat pokazuje da
postoji povezanost gubitka ekspresije CDX2 proteina s gubitkom ekspresije pojedinih MMR

proteina.

S obzirom na to da su MMR proteini spojeni u funkcionalne komplekse (MutSa i
MutLa), u daljnoj analizi istrazili smo povezanost MLH1/PMS2 heterodimera i MSH2/MSH6
heterodimera s ekspresijom CDX2 proteina. Kako je prikazano u Tablici 5.4.2. postoji
statistiCki znaCajna povezanost gubitka ekspresije CDX2 proteina s disfunkcijom MLH1/PMS2
heterodimera (Fisherov egzaktni test p<0.001) dok disfunkcija MSH2/MSH6 heterodimera nije
povezana s gubitkom ekspresije CDX2 proteina. Taj rezultat je i graficki prikazan u obliku
Euklidovog dijagrama (Slika 5.4.1). Dijagram pokazuje da, u apsolutnim brojevima, osam
CRC-a ima sinkroni gubitak ekspresije CDX2 proteina i disfunkciju MLH1/PMS2
heterodimera dok samo jedan CRC ima sinkroni gubitak ekspresije CDX2 proteina i
disfunkciju MSH2/MSH6 heterodimera. Kod jednog CRC-a prisutan je sinkroni gubitak
ekspresije CDX2 proteina i disfunkcija obaju heterodimera. Prema detaljno proc€itanoj do sada
objavljenoj literaturi nije nadena publikacija koja je istrazivala odnos ekspresije CDX2 proteina
i disfunkcije MMR heterodimera. Potrebna su daljnja istrazivanja koja bi pokazala postoji li
mozda molekularni mehanizam koji je odgovoran 1 za gubitak ekspresije CDX2 proteina 1 za

disfunkciju MLH1/PMS2 heterodimera.

6.5. Potencijalni prediktori gubitka ekspresije CDX2 proteina i dAMMR

Na temelju rezultata ovog istrazivanja stvoren je regresiji model za gubitak ekspresije
CDX2 proteina 1 AIMMR. Varijable koje su pokazale statisti¢ki znacajnu povezanost s gubitkom
ekspresije CDX2 proteina analizirane kao potencijalni prediktori iste (Tablica 5.5.1.). Rezultat
multivarijantne analize pokazao je da su slabo diferencirani tumori (OR (omjer izgleda) 56,46)
i gubitak funkcije MLH1/PMS2 heterodimera (OR 6,6) potencijalni prediktori za gubitak
ekspresije CDX2 proteina. Odgovor zasto je disfunkcija MLH1/PMS2 heterodimera prediktor
gubitka ekspresije CDX2 proteina bit ¢e potrebno istraziti drugim (epi)genetickim
istrazivanjima. S druge strane, a S obzirom na ranije spomenutu Cinjenicu da je CDX2
transkripcijski faktor koji dovodi do diferencijacije enterocita, lako je objasnjiv rezultat prema
kojem je slaba diferenciranost CRC-a prediktor za gubitak ekspresije CDX2 proteina. Treba
posebno naglasiti vrlo velik OR od 56,46 koji nam dodatno govori o jakoj povezanosti gubitka
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ekspresije CDX2 proteina i slabe diferenciranosti CRC-a. Ta ¢injenica ima i svoje prakti¢no
znacenje. Na tu povezanost upozorili su De Lott i sur. koji navode da kod analize metastaza
nepoznatog podrijetla u slucaju da se radi o slabo diferenciranom tumoru, ne treba koristiti
CDX2 protein kao marker jer je vrlo vjerojatno da ¢e takva metastaza imati gubitak ekspresije
CDX2 proteina (72). Nasi rezultati govore u prilog ispravnosti njegove teze i kada bi ona bila
prihvacena mogla bi u svakodnevnoj praksi ustedjeti vrijeme i novac prilikom analize
metastaza nepoznatog podrijetla. Osim ove, nas$i rezultati mogu imati jo§ jednu prakti¢nu
primjenu. Alarid-Escudero je 2022. godine objavio analizu isplativosti (cost-effectivenes
analysis) testiranja ekspresije CDX2 i implementiranja tog rezultata u odluku o primjeni
adjuvantne kemoterapije kod bolesnika u Il stadiju CRC-a. Zaklju¢ak njegovog rada je da je
financijski isplativo na temelju analize ekspresije CDX2 proteina identificirati grupu bolesnika
koja ¢e profitirati od adjuvantne kemoterapije (93). Nasi rezultati upucuju da je moguce
dodatno pojeftiniti analizu na nacéin da se ekspresija CDX2 proteina testira samo kod slabo
diferenciranih CRC-a i kod tumora s disfunkcijom MLH1/PMS2 heterodimera. Gledajuci nase
rezultate, svega 4,2 % tumora u ukupnom uzorku je slabo diferencirano (Tablica 5.1.2.), a samo
10,4 % tumora ima disfunkciju MLH1/PMS2 heterodimera. Ako bi se na$ prijedlog prihvatio
u svakodnevnoj praksi, veliki broj tumora ne bi bio rutinski testiran ve¢ bi se testiranja radila
ciljano $to bi dovelo do velike ustede vremena i novaca. Prema do sada objavljenoj literaturi
ovo je prva do sada objavljena multivarijantna analiza gubitka ekspresije CDX2 proteina, a

potrebne su dodatne studije koje bi potvrdile ili odbacile nas prijedlog.

Drugi regresijski model stvoren je za AMMR. Sve varijable koje su pokazale statisti¢ku
znacajnu povezanost s AIMMR analizirane su kao potencijalni prediktort AMMR (Tablica 5.5.2.)
Rezultat multivarijantne analize pokazao je dva pozitivna i jedan negativan potencijalni
prediktor za AIMMR. Pozitivni prediktori su smjeStaj tumora na cekumu i uzlaznom kolonu (OR
3,22) i gubitak ekspresije CDX2 proteina (OR 6,34). Smjestaj tumora na rektumu je negativni
prediktor za dMMR (OR 0,15). Prema literaturi postoje pet objavljenih radova koji su
analizirali potencijalne prediktore za dAMMR/MSI kod CRC-a (82, 94 — 97). Fujiyosi i sur. i
Chikatani i sur. stvorili su prediktorni model za japanske bolesnike. U isto¢noj Aziji je
incidencija dIMMR 4 — 5 % za razliku od zapadnih zemalja gdje je incidencija 10 — 15 % tako
da je nezahvalno usporedivati nase rezultate sa njihovima zbog moguce razlike u uzorku (82).
Jenkins 1 sur. razvili su prediktorni 'MsPath' model za bolesnike mlade od 50 godina te su i ti
rezultati tesko usporedivi s naSima zbog razlike u uzorku bolesnika (94). Greenson i sur. te

Roman i sur. razvili su prediktorni model za dMMR neovisan o dobi i globalno gledajuéi na
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uzorku bolesnika koji se moze usporediti S uzorkom opisanim u ovom istrazivanju (Izrael i
Spanjolska, obje mediteranske zemlje kao i Hrvatska) (96, 97). Nasli su da su mucinozni tumori
prediktorni cimbenik za AIMMR. Nasi rezultati govore da postoji statisticki znacajna povezanost
mucinoznih tumora i dMMR, ali ne dovoljno jaka da bi mucinozni tumori bili prediktor za
dMMR. Drugi prediktorni ¢imbenik za dMMR u njihovom istrazivanju je obilan broj
intratumorskih limfocita. U naSem istrazivanju se nije pokazao statisticki znacajno povezanim
s dAMMR te nije ukljucen u multivarijantnu analizu. Treéi prediktivni ¢imbenik je 'Crohn's like
reaction' (reakcija tipa Crohnove bolesti) koji nije analiziran u naSem istrazivanju $to je jedno
od ogranicenja ovog istrazivanja. NaSe istrazivanje je prvo koje je u multivarijantnu analizu
ukljucilo gubitak ekspresije CDX2 proteina, a rezultat je pokazao da se gubitak ekspresije
CDX2 proteina moze koristiti kao potencijalni prediktor za dAMMR sa OR 6,34. Oba gore
navedena istrazivanja su pokazala da je smjeStaj CRC-a na desnom kolonu prediktivni
¢imbenik za AMMR $to je sliéno naSem rezultatu. Naime, u njihovim je istrazivanjima debelo
crijevo podijeljeno na desni/proksimalni i lijevi/distalni dio. Kako je ve¢ navedeno, u nasem
istrazivanju debelo crijevo je radi veée preciznosti podijeljeno na pet dijelova. Na taj na¢in nam
se smjestaj CRC-a na rektumu pokazao kao negativan potencijalni prediktor za dAMMR, doduse
s malim OR od 0,15. Tu ¢injenicu treba razmotriti s obzirom na nove lijekove koji se razvijaju
za lije¢enje CRC-a. Cercek i sur. su 2022. godine objavili rad u kojem su prikazali 12 bolesnika
s karcinomom rektuma koji su lijeceni anti PD-1 monoklonskim protutijelom dostarlimabom u
razdoblju od 6 mjeseci. Rezultat je bio potpuni nestanak tumora (27). Jedan od uvjeta za
lijeCenje dostarlimabom je da su tumori dAMMR. S obzirom na nase rezultate prema kojima je
smjestaj tumora na rektumu negativan prediktor za AMMR vrlo mali broj bolesnika je pogodan
za navedeno lije¢enje. Mnogo vecu Korist od terapije dostarlimabom imali bi bolesnici s
karcinomima desnog kolona s obzirom na to da je on pozitivan prediktorni ¢imbenik za AIMMR,

Sto su pokazali i nasi rezultati.

6.6. Moguce objasnjenje mehanizma gubitka ekspresije CDX2 proteina ovisno o lokaciji
tumora

Kao §to je u nekoliko navrata reéeno, CRC se sve ¢esce u literaturi dijeli na desni i
lijevi. Razlog takve podjele je razli¢ita vaskularizacija desnog i lijevog dijela debelog crijeva,
a detaljnijim istrazivanjem doslo se od zakljucka da su i molekularni mehanizmi nastanka CRC-
a, kao 1 odgovori na kemoterapiju, ovisni o lokaciji tumora (7). Zbog tih razloga postavljena je

teorija da su CRC desnog 1 lijevog dijela debelog crijeva dva razli¢ita klinicko-patoloska
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entiteta (86). U ovom istrazivanju 19 tumora je imalo gubitak ekspresije CDX2 proteina. Tih
19 tumora je tijekom daljnje analize podijeljeno na tumore desnog (10 tumora) i lijevog kolona
(9 tumora) (Tablica 5.6.1.). Rezultat je pokazao statisticki znaCajnu povezanost gubitka
ekspresije MLH1 i PMS2 proteina s grupom tumora koji se nalaze na desnom kolonu dok
gubitak ekspresije MSH2 i MSH6 proteina nije pokazivao povezanost ovisno o lokaciji. 1z Slike
5.6.1. vidljivo je da je do sinkronog gubitka ekspresije MLH1 i CDX2 proteina doslo isklju¢ivo
u slucaju da se tumor nalazi na desnom kolonu. U ovoj skupini bolesnika nemamo niti jedan
tumor s gubitkom ekspresije MLH1 proteina na lijevom kolonu. Ako bismo analizirali skupinu
tumora na desnom kolonu, sa Slike 5.6.1. vidljivo je da svaki puta kada je tumor dMMR imamo
pojavu gubitka ekspresije MLH1. Te ¢injenice upucuju na sumnju da iza gubitka ekspresije
MLH1 i CDX2 proteina stoji isti molekularni mehanizam u slucaju da je CRC smjesten na
desnom kolonu i da je dAMMR. Ranije je receno da je MLH1 gen rijetko mutiran (za razliku od
ostalih MMR gena). Iza njegovog gubitka ekspresije uglavnom stoji metilacija promotora gena
(98 — 101). To je osobito dobro prikazano u radu Miyakure i sur., a koji je uz to dokazao i da
je metilacija promotora MLH1 gena karakteristicna za karcinome desnog kolona (102). 1z te
¢injenice kao i iz Slike 5.6.1. mozZe se postaviti teza da do gubitka ekspresije CDX2 proteina u
tumorima desne strane debelog crijeva dolazi zbog metilacije promotora gena, dok je kod
tumora lijeve strane debelog crijeva za gubitak ekspresije odgovoran drugi molekularni

mehanizam.

U uvodu je navedeno da istraZivanja koja su pokusSala objasniti uzrok gubitka ekspresije
CDX2 proteina nisu mogla pronac¢i jedan molekularni mehanizam koji bi bio odgovoran za
gubitak ekspresije CDX2 kod svakog tumora. Dawson i sur. istrazivali su molekularne
mehanizme, a ¢injenica koja im je ukazala na moguénost da je za gubitak ekspresije CDX2
odgovorna upravo hipermetilacija promotora je povezanost takvih tumora s CIMP fenotipom i
BRAF mutacijom. Oba fenomena povezana su s tumorima desne strane debelog crijeva (35,
100). Ta cinjenica ukazuje na moguéu to¢nost gore iznesene teze 0 hipermetilaciji kao
mehanizmu odgovornom za gubitak ekspresije CDX2 proteina kod desnog kolona. Isto tako u
viSe publikacija je navedeno da hipermetilacija nije jedini mehanizam koji dovodi do gubitka
ekspresije CDX2 proteina $to ostavlja mogucnost da su drugi molekularni mehanizmi
odgovorni za gubitak ekspresije CDX2 kod tumora lijeve strane kolona (33 — 35). Graule i sur.
napisali su da su epigenetske promjene (hipermetilacija promotora) odgovorne za gubitak
ekspresije CDX2 proteina kod tumora koji nastaju iz nazubljenih (serrated) adenoma, a koji su

opet vezani za desnu stranu kolona. Uz to napisali su i da kod tumora koji nemaju karakteristike
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nazubljenih adenoma, a koji se nalaze uglavnom na lijevom kolonu, nema korelacije izmedu

gubitak ekspresije CDX2 proteina i hipermetilacije (53).

Xia 1 sur. objavili su 2020. godine rad u kojem su istrazivali uc¢inak mikrobiote
karakteristi¢ne za floru crijeva kod bolesnika s CRC-om na ekspresiju tumor supresorskih gena.
Kao rezultat dobili su podatak da postoji jaka povezanost izmedu bakterije H. hathewayi i
metilacije promotora CDX2 gena. Isti ucinak hipermetilacije naden je izmedu bakterije
Streptococcus spp. i MLH1 gena. Taj rad uz ostalo postavlja sumnju da su ove bakterije jedan
od mogucih uzroka nastanka CRC-a (103). Na temelju nasih rezultata, kao i gore navedenih
rezultata Xia i sur., moze se postaviti teza da interakcijom gore navedenih bakterija i poc¢etno
promijenjene sluznice desnog kolona nastaje hipermetilacija promotora MLH1 i CDX2 gena
koja vodi prema nastanku CRC-a. Bit ¢e potrebna nova istrazivanja koja bi ovu tezu potvrdila
ili odbacila. Budu¢i da je otkri¢e H. pylori dovelo do revolucije u prevenciji karcinoma Zeluca,
ostaje nada da ¢e proucavanje mikrobiote debelog crijeva dovesti do odgovora koje bi patogene

trebalo eradicirati kako bi prevenirali nastanak CRC-a.

60



7. Zakljuéak

7. ZAKLJUCAK

Temeljem prikazanih rezultata, a s obzirom na postavljenje ciljeve i hipotezu moze se

zakljuciti sljedece:

e dMMR je naden kod 13,1 % kolorektalnih karcinoma u uzorku. Pri tome je gubitak
ekspresije MLH1 naden kod 9,5 %, MSH2 kod 2,7 %, MSH6 kod 3 %, a PMS2 kod
10,1 % kolorektalnih karcinoma u uzorku.

e Gubitak ekspresije svih ¢etiriju proteina za popravak DNK povezan je sa smjeStajem
kolorektalnog karcinoma na cekumu i desnom kolonu.

e Nema statisticki znacajne razlike u spolu i dobi bolesnika ovisno o gubitku ekspresije
pojedinog proteina za popravak DNK.

e Gubitak ekspresije CDX2 proteina naden je kod 5,9 % kolorektalnih karcinoma u
uzorku

e Gubitak ekspresije CDX2 proteina statisticki je znacajno povezan sa smjeStajem
kolorektalnog karcinoma na cekumu i uzlaznom kolonu.

e Gubitak ekspresije CDX2 proteina nije statisticki znac¢ajno povezan sa spolom i dobi
bolesnika.

e (Gubitak ekspresije CDX2 proteina statisticki je znacajno povezan s gubitkom
ekspresije MLH1 i PMS2 proteina, a nije statisti¢ki znacajno povezan s gubitkom
ekspresije MSH2 i MSH6 proteina.

e (Qubitak ekspresije CDX2 proteina statisticki je znacajno povezan s disfunkcijom
MLH1/PMS2 heterodimera.

e Slaba diferenciranost tumora i disfunkcija MLH1/PMS2 heterodimera mogu se
koristiti kao potencijalni prediktori gubitka ekspresije CDX2 proteina.

e Smjestaj tumora na cekumu i uzlaznom kolonu kao i1 gubitak ekspresije CDX2
proteina mogu se koristiti kao pozitivni potencijalni prediktori AIMMR dok se smjestaj
tumora na rektumu moze koristiti kao negativni potencijalni prediktor za dAMMR.

e Hipermetilacija promotora CDX2 proteina je mogu¢ uzrok njegova gubitka ekspresije
na desnom kolonu dok je za gubitak ekspresije na lijevom kolonu odgovoran neki

drugi molekularni mehanizam.
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Cilj istrazivanja: Gubitak ekspresije CDX2 proteina je od ranije povezan s dAMMR kod
bolesnika s kolorektalnim karcinomom (CRC). Medutim, postoji vrlo malo studija koje su
istrazile povezanost gubitka ekspresije CDX2 proteina s gubitkom ekspresije svakog od MMR
proteina zasebno. Cilj je ovog istraZivanja istraziti povezanost gubitka ekspresije CDX2
proteina kod oboljelih od CRC s gubitkom ekspresije MLH1, MSH2, MSH6 i PMS2 proteina.

Materijali i metode: Ovo je retrospektivna studija koja je obuhvatila 327 bolesnika koji su
operirani zbog CRC-a. Devet bolesnika (2,9 %) imalo je sinkrone CRC-e pa je ukupni uzorak
bio 336 CRC-a. U bazu podataka prikupljeni su podaci o histoloSkom tipu tumora,
diferencijaciji tumora, perineuralnoj, limfnoj i vaskularnoj invaziji, T i N stadiju tumora te
broju intratumorskih limfocita i limfocita oko tumora. Nakon imunohistokemijske analize u
bazu podataka su uneseni i podaci o ekspresiji CDX2, MLH1, MSH2, MSH6 i PMS2 proteina.

Rezultati: Gubitak ekspresije CDX2 proteina naden je kod 19 od 336 CRC (5,9 %) i statisti¢ki
je znaajno povezan sa smjestajem karcinoma na cekumu i uzlaznom kolonu, djelomi¢no
mucinoznim karcinomima, slabo diferenciranim karcinomima i s AIMMR. Nadena je statisticki
znacajna povezanost gubitka ekspresije CDX2 proteina s gubitkom ekspresije MLH1 i PMS2
proteina. Uzimajuci u obzir da MMR geni funkcioniraju u paru, daljnja analiza je radena s
MLH1/PMS2 i MSH2/MSH®6 heterodimerom. Analiza je pokazala da je gubitak ekspresije
CDX2 proteina statisticki znacajno povezan sa gubitkom funkcije MLH1/PMS2 heterodimera.
Stvoren je regresijski model za gubitak ekspresije CDX2 proteina i AMMR. Prediktori gubitka
ekspresije CDX2 proteina su slabo diferencirani karcinomi i disfunkcija MLH1/MSH2
heterodimera. Smjestaj CRC-a na cekumu i uzlaznom kolonu te gubitak ekspresije CDX2
proteina pozitivni su prediktori za AMMR dok je smjestaj karcinoma na rektumu negativan

prediktor za AIMMR.

Zakljudak: Ova je studija pokazala znaCajnu povezanost gubitka ekspresije CDX2 proteina s
gubitkom ekspresije MLH1 i PMS2 proteina kod bolesnika sa CRC-om. Regresijski model
pokazao je da su slaba diferenciranost karcinoma i disfunkcija MLH1/PMS2 heterodimera
potencijali prediktori za gubitak ekspresije CDX2 proteina. Ovo je prva studija koja je ukljucila
gubitak ekspresije CDX2 proteina u regresijski model za dAMMR i pokazala da se gubitak
ekspresije CDX2 proteina moze koristiti kao potencijali prediktor za AMMR.
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Kljuéne rijeci: CDX2 transkripcijski faktor; enzimi za popravak DNK; imunohistokemija;

kolorektalne neoplazme; mutacija
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9. SUMMARY

The association between CDX2 expression loss and mismatch repair proteins

expression in colorectal cancer patients

Objectives: CDX2 expression loss is commonly associated with mismatch repair deficiency
(dMMR) in colorectal cancer (CRC). However, there are only a few studies that have attempted
to correlate CDX2 expression loss with specific MMR proteins. The aim of this study is to
explore the association between CDX2 expression loss and MLH1, MSH2, MHS6, PMS2

expression loss in CRC patients.

Materials and methods: This is a retrospective study of 327 patients who underwent surgery
due to CRC. Nine patients (2.9%) had two synchronous CRCs, thus making the total sample
336 CRCs. Histopathological data such as tumor type, tumor grade, perineural, lymphatic, and
vascular invasion, pT stage, pN stage, peritumoral and intratumoral lymphocytic infiltration
were collected and recorded in the database. After immunohistochemical analysis, CDX2
expression, MLH1, MSH2, MSH6, and PMS2 deficiency were also recorded.

Results: CDX2 expression loss was detected in 19 out of 336 CRCs (5.9%) and was associated
with ascending colon CRC, partially mucinous adenocarcinoma, poorly differentiated
carcinoma, and dMMR. Forty-four (13.1%) of the CRCs were dAMMR. There was a statistically
significant association between CDX2 expression loss and MLH1 and PMS2 deficiency.
Considering that most expression phenotypes include pairs of MMR genes, MLH1/PMS2 and
MSH2/MSH6 were analyzed as heterodimers. Analysis of heterodimers showed a similar
result, namely, that MLH1/PMS2 heterodimer deficiency was significantly associated with
CDX2 expression loss. A regression model was constructed for CDX2 expression loss and for
dMMR. Poor tumor differentiation and MLH1/PMS2 heterodimer deficiency have been
identified as potential predictors for CDX2 expression loss. CRC in the ascending colon and
CDX2 expression loss have been identified as positive potential predictors of dAMMR with

rectal cancer as a negative potential predictor of AIMMR.

Conclusion: This study showed a significant association between CDX2 expression loss and
MLH1 and PMS2 deficiency in CRC. A regression model for CDX2 expression showed that

poor tumor differentiation and MLH1/PMS2 heterodimer deficiency are independent factors
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9. Summary

for CDX2 expression loss. This is the first study which included CDX2 expression in a
regression model for AIMMR and showed that CDX2 expression loss can be used as a predictive
factor for dAMMR.

Key words: CDX2 transcription factor; DNA mismatch repair, immunohistochemistry,

colorectal neoplasms, mutation
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