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Popis kratica

DNA — deoksiribonukleinska kiselina (eng. deoxyribonucleic acid)

FAP - obiteljska adenomatozna polipoza (eng. familial adenomatous aolyposis)
HNPCC - hereditarni nepolipozni karcinom kolona (eng. aereditary nonpolyposis
colon cancer)

APC — adenomatozna polipoza kolona (eng. adenomatous polyposis coli)
MMR - geni za popravak DNA (eng. mismatch repair)

MSI — mikrosatelitski nestabilni (eng. microsatellite instable)

MSS — mikrosatelitski stabilni (eng. microsatellite stable)

CIN — kromosomska nestabilnost (eng. chromosomal instability pathway)

CEA — karcinoembrionalni antigen

UZV - ultrazvuk

PAP — peroksidaza-antiperoksidaza

ABC — avidin-biotin kompleks

LSAB — StreptAvidin Biotin

5-FU — 5-fluorouracil

LV — leucovorin

FOLFOX 4 — 5-fluorouracil+leucovorin+oksaliplatin

VEGF — vaskularni endotelni ¢cimbenik rasta (eng. vascular endothelial

growth factor)

PHD — patohistoloSka dijagnoza
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1. UvOD

1.1. Epidemiologija

Karcinom debelog crijeva je zlo¢udna novotvorina epitelnih stanica sluznice debelog
crijeva (1). Drugi je po ucestalosti u zenskoj populaciji i tre¢i u muskoj dok je po smrtnosti na
drugom mjestu u obje populacije (2). Zadnjih je dvadeset godina, u Hrvatskoj, kao i u vecini
zemalja isto¢ne Europe, prisutan porast incidencije karcinoma debelog crijeva (3). Karcinom
debelog crijeva bolest je starije Zivotne dobi (bolesnici stariji od 60 godina), no moze nastati u
svakoj zivotnoj dobi. Ukoliko se radi o nasljednom obliku bolesti, naj¢esc¢e se dijagnosticira
oko trec¢eg desetljeca zivota (4). Dvije treCine karcinoma debelog crijeva je lokalizirano u
podrucju lijeve strane debelog crijeva i rektuma, a jedna tre¢ina u podrucju desnog kolona (5).
Noviji statisti¢ki podaci ukazuju da se smanjuje ucestalost lokalizacije karcinoma u podrucju
rektuma, a povecava u podru¢ju desnog kolona (6). Smatra se da u tome veliko znacenje ima

sve §ira primjena rektoskopije i sigmoidoskopije uz ranije otkrivanje bolesti (7).

1.2. Etiologija

U podlozi vecine bolesti, pa tako i kolorektalnog karcinoma, nalaze se geneticki i okoli$ni
¢imbenici. Njihova kompleksna interakcija moze dovesti do neoplasti¢ne transformacije stanica
i do pojave bolesti. Utvrden je visok utjecaj egzogenih rizi¢nih ¢imbenika na nastanak bolesti,
posebice u prehrani bogatoj mastima Zivotinjskog podrijetla, prehrani siromasnoj vlaknima,
povecanoj konzumaciji mesa, heterocikli¢kim aminima (u prZzenim jelima i jelima s rostilja),
smanjenju tjelesne aktivnosti, prekomjernoj tjelesnoj tezini, konzumaciji alkohola te pusenju
(8). Brojni su rizi¢ni ¢imbenici za nastanak raka debelog crijeva, a medu njima je najvaznija
dob. Povecan rizik za nastanak kolorektalnog karcinoma imaju i osobe s dijagnosticiranim
polipima kolona i/ili rektuma. Kod obiteljske adenomatozne polipoze kolona te kod
hereditarnog nepolipoznog kolorektalnog karcinoma, povecan je rizik za nastanak
kolorektalnog karcinoma. Ulcerozni kolitis te Chronova bolest, takoder su potencijalne

prekancerozne bolesti, posebice u slu¢aju dugog trajanja bolesti (8).
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1.3. Patogeneza

Karcinogeneza kolorektalnog karcinoma stupnjevit je i dugotrajan proces koji nastaje kao
rezultat interakcija genetskih i okolisnih ¢imbenika. Najveci broj karcinoma debelog crijeva
pojavljuje se sporadi¢no. Nasljedni ¢imbenici utje¢u na nastanak oko 20 % karcinoma debelog
crijeva. U najée$c¢e nasljedne sindrome ubrajamo obiteljsku adenomatoznu polipozu (FAP, od
eng. familial adenomatous polyposis) i nasljedni nepolipozni karcinom debelog crijeva
(HNPCC, od eng. hereditary nonpolyposis colon cancer) (9, 10).

FAP je autosomno dominantna bolest koju uzrokuje mutacija tumor supresorskog gena
APC (eng. adenomatous polyposis colon). Gen se nalazi na dugom kraku kromosoma 5.
Mutacija dovodi do smanjene ekspresije APC gena (11). Velik broj oboljelih od FAP-a razvija
polipe do 16. godine Zivota. Kod nelijecenih se bolesnika u prosjeku do 39. godine razvija

karcinom debelog crijeva sa smrtnim ishodom oko 42. godine (12).

HNPCC je autosomno dominantna bolest, odnosno predispozicija za nastanak
kolorektalnog karcinoma. Bolest se dijeli na dva sindroma: Lynch 1 sindrom (karcinom u
obitelji lokaliziran u podrucju rektuma i debelog crijeva) te Lynch 2 sindrom (osim karcinoma
debelog crijeva, pojavljuju se i malignomi u drugim organima) (2). Uzrok nastanka je mutacija
gena koji sudjeluju u reparaciji pogresno sparenih parova baza tijekom replikacije DNA, MMR
(eng. mismatch repair) geni (13). Lynch sindrom LS uzrokuje mutacija u jednom od ¢etiri
MMR gena: MLH1, MSH2, MSH6, PMS2. Posljedica mutacije unutar tih gena je
mikrosatelitska nestabilnost (eng. microsatellite instability — MSI). Oko 90 % pacijenata imaju
mutacije i MLH1 i MSH2 gena (14).

Za postavljanje dijagnoze HNPCC koriste se Amsterdam 11 kriteriji te Bethesda kriteriji.
Amsterdam |1 kriteriji (svaki od navedenih Kkriterija mora biti ispunjen) (15):
1. tri ili viSe rodaka s kolorektalnim karcinomom i/ili tumorima udruzenim s Lynch sindromom
2. prisustvo tumora u najmanje dvije uzastopne generacije
3. jedan ili viSe rodaka s kolorektalnim karcinomom dijagnosticiranim prije 50. godine Zivota
4. neophodno je da postoji prvi stupanj srodstva izmedu najmanje dva oboljela ¢lana obitelji

5. iskljucena obiteljska adenomatozna polipoza
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6. kolorektalni karcinom je patohistoloski potvrden.

Revidirani Bethesda kriteriji (neophodno je ispuniti barem jedan od navedenih kriterija

da bi se postavila klinicka sumnja na Lynch sindrom) (16):
1. pacijenti mladi od 50 godina s kolorektalnim karcinomom

2. prisustvo sinkronih i metakronih kolorektalnih karcinoma ili tumora udruzenih s Lynch
sindromom (zeludac, mokra¢i mjehur, ureter, bubreg, bilijarni trakt, glioblastom mozga,

sebacealni adenomi, tumori tankog crijeva) bez obzira na dob

3. kolorektalni karcinom dijagnosticiran prije 60. godine s patohistoloskim karakteristikama

koji upuéuju na mikrosatelitsku nestabilnost

4. kolorektalni karcinom kod pacijenata s jednim ili vise rodaka prvog stupnja srodstva koji ima
kolorektalni karcinom ili tumore udruzene s Lynch sindromom II (dijagnosticirani prije 50.

godine ili prije 40. godine kada je rije¢ o adenomima)

5. kolorektalni karcinom kod pacijenata s dva ili vise rodaka s kolorektalnim karcinomom ili

drugim karcinomima koji se mogu javiti u sklopu Lynch sindroma, bez obzira na dob.

1.4. Genska nestabilnost

Dva su najpoznatija mehanizma nastanka kolorektalnog karcinoma: kromosomska
nestabilnost — CIN (eng. chromosomal instability pathway) ili supresijski put te mikrosatelitska

nestabilnost — MSI (eng. microsatellite instability pathway) ili mutacijski put (17).

1.4.1. Kromosomska nestabilnost

Mehanizam kromosomske nestabilnosti poznat je od 1990. godine kada su Fearson i
Vogelstein predlozili geneticki model po kojem adenokarcinomi kolona i rektuma nastaju iz
adenomatoznih polipa (18). To je klasi¢na adenom-karcinom sekvenca od 4 — 5 mutacija koja
dovodi do aktivacije onkogena ili inaktivacije tumor-supresorskih gena (17,19). Najcesca je

mutacija APC gena u procesu kolorektalne onkogeneze (20). Mutacija APC gena moze biti

3
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nasljedna, u sklopu FAP-a, ili steCena. Mutacija se moze na¢i u 60 — 80 % adenoma i
kolorektalnih karcinoma (21). Kolorektalni karcinomi, koji nastaju putem kromosomske
nestabilnosti, obi¢no imaju lo$iju prognozu u usporedbi s karcinomima koji nastaju putem

mikrosatelitske nestabilnosti (22).

1.4.2. Mikrosatelitska nestabilnost

Karcinogeneza putem mikrosatelitske nestabilnosti nastaje kao posljedica inaktivacije
nekog od gena uklju¢enih u mehanizme popravka DNA nakon replikacije, to su MMR geni
(MLH1, MSH2, MSH6 i PMS2). Inaktivacija tih gena moze nastati kao nasljedna kod Lynch
sindroma ili kao steCena, u sporadi¢nim sluc¢ajevima kolorektalnog karcinoma. Tumore s
mikrosatelitskom nestabilno$¢u obiljezava velika akumulacija mutacija u odredenim
mikrosatelitskim sekvencama koja se ponavlja kroz genom (17). U sporadi¢nim tumorima
mikrosatelitska nestabilnost nastaje zbog epigenetskog fenomena, odnosno metilacije
promotorske regije hMLH1 §to uzrokuje utiSavanje toga gena i nastanak veceg broja greSaka u

genomu.

1.5. Patologija

Karcinomi debelog crijeva makroskopski mogu biti egzofiticki (polipoidni, gljivasti),
ulcerirajudi 1 stenozirajuéi (difuzno infiltrativni). Po lokalizaciji, 50 % tumora zahvaca rektum
i sigmoidni kolon, 20 % cekum i ascendentni kolon, 15 % transverzalni kolon i 15 %
descendentni kolon (1). Prema Svjetskoj zdravstvenoj organizaciji histoloski tipovi karcinoma
debelog crijeva su adenokarcinom, mucinozni adenokarcinom, medularni karcinom, karcinom
stanica prstena pecatnjaka, nediferencirani karcinom, adenoskvamozni karcinom i drugi rjede
zastupljeni tipovi (23). Najces¢i su adenokarcinomi (vise od 95 %). Prema stupnju

diferencijacije mogu biti dobro diferencirani i slabo diferencirani (1).

Kao metode stupnjevanja kolorektalnog karcinoma koriste se Dukesova, Astler-Collerova i
TNM Kklasifikacija. Dukesova klasifikacija uklju¢uje A, B, C i D stadij. Stadij A oznacava
karcinom unutar stjenke, u stadiju B karcinom zahvaca ¢itavu stjenku i prodire u subserozno
masno tkivo, u stadiju C su zahvaceni parakoli¢ni 1 perirektalni limfni ¢vorovi, te stadij D u
kojem postoje udaljene metastaze. (24) NajceSc¢e koriStena metoda stupnjevanja kolorektalnog

karcinoma je TNM Kklasifikacija. Za proSirenost primarnog karcinoma (T) imamo sljedece
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mogucénosti: TX (tumor se ne moze utvrditi), TO (nema tumora), Tis (karcinom in situ), T1
(tumor zahvacéa submukozu), T2 (tumor zahvaca misi¢ni sloj stjenke crijeva), T3 (tumor prodire
kroz misiéni sloj u subserozu), T4 (tumor invadira druge organe). Za odredivanje zahvacenosti
limfnih ¢vorova (N) moze biti: NX (regionalni se limfni ¢vorovi ne mogu ustanoviti), NO
(regionalni limfni ¢vorovi nisu zahvaceni), N1 (zahvacena su 1 — 3 regionalna limfna ¢vora),
N2 (zahvaceno je Cetiri ili vise regionalnih limfnih ¢vorova). U odredivanju udaljenih metastaza
(M) mogucénosti su sljedece: MX (ne mogu se ustanoviti udaljene metastaze), MO (nema
udaljenih metastaza), M1 (postoje udaljene metastaze) (24). Nalaz koji ima utjecaja na

prognozu, a nije uzet u obzir, je vaskularna i perineuralna invazija (25).

1.6. Klini¢ka slika

Na klinicke simptome kolorektalnog karcinoma utjecu lokalizacija, veli¢ina i proSirenost
samog karcinoma. U pocetnim stadijima bolesti nema gotovo nikakvih simptoma. Kod vecine
pacijenata bolest se otkriva tek u poodmakloj simptomatskoj fazi. S obzirom na lokalizaciju
tumora, karcinomi smjesteni u desnom kolonu ¢esto ne pokazuju simptome zbog kasne pojave
znakova opstrukcije lumena. Razlog tome je anatomski Siri lumen u desnom dijelu kolona.
Najcesce se pojavljuje nespecificna bol te stolica boje trule vi$nje uz znakove anemije. Klinicka
slika karcinoma lokaliziranih u lijevom kolonu ukljucuje raniju pojavu simptoma zbog ranije
opstrukcije crijeva. Anatomski, to je uzi dio kolona. Pojavljuje se gréevita abdominalna bol,
svjetla krv pomijesana sa stolicom te promjene u nacinu praznjenja crijeva (konstipacija se
izmjenjuje s razdobljima proljevastih stolica). Svjetla krv u stolici upucuje na distalniju
lokalizaciju karcinoma. Daljnjom progresijom bolesti razvijaju se metastaze koje mogu nastati
limfogeno, hematogeno te izravnom invazijom u okolne strukture. Nerijetko su simptomi koje

stvaraju metastaze razlog prvog dolaska lije¢niku.

1.7. Dijagnoza

U Republici Hrvatskoj se od 2008. godine provodi Nacionalni program ranog otkrivanja
karcinoma debelog crijeva s ciljem ranijeg otkrivanja karcinoma testiranjem stolice na okultno
krvarenje. Simptome koji ukazuju na postojanje karcinoma debelog crijeva kao $to su rektalno

krvarenje, znaci anemije, opstrukcije crijeva te promjene u nacinu praznjenja crijeva, nuzno je
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detaljno klinicki ispitati. Dijagnosticki postupak ukljucuje detaljnu anamnezu, fizikalni pregled,
laboratorijske pretrage, digitorektalni pregled te specifi¢ne dijagnosticke pretrage u kojima je
kolonoskopija zlatni standard. Laboratorijske pretrage ukljucuju test na okultno krvarenje.
Karcinoembrionalni antigen (CEA) odreduje se predoperativno kako bi se poslije operacije
mogao pratiti tijek bolesti. U pocetku vrijednosti CEA budu povisene, a nakon operacije, uz
uvjet da nema metastaza, vrac¢aju se u normalu. Ponovni porast CEA-e ukazuje ili na relaps
bolesti ili na pojavu metastaza. Gensko testiranje ukljuc¢uje gensku analizu mutacija APC gena
(bolesnici s obiteljskim adenomatoznim polipoznim sindromima), analizu mutacija gena MSH2
i MLHI (rizi¢ni ¢lanovi za HNPCC). Kolonoskopija s biopsijom ukljucuje pregled cijelog
debelog crijeva, a istodobno omogucuje i odstranjenje polipa ukoliko oni postoje ili barem
uzimanje uzoraka za patohistolosku analizu. Ukoliko kolonoskopija nije izvediva, radi se
irigografija s dvostrukim kontrastom, ali se prije irigografije mora uciniti rektosigmoidoskopija.
Za procjenu dubine invazije karcinoma rektuma i1 zahvacenosti limfnih ¢vorova radi se
transrektalni UZV (ultrazvuk). Za procjenu prosirenosti karcinoma radi se rendgen srca i plu¢a
i UZV abdomena, CT prsnog kosa i trbuha. Scintigrafijom obiljezenim antitijelima na CEA-i
se prikazuje raspodjela tog antigena u organizmu te se to rabi za procjenu proSirenosti

karcinoma.

Prognoza kolorektalnog karcinoma ovisi 0 histoloskom tipu i prosirenosti karcinoma. Slabo
diferencirani karcinomi imaju loSiju prognozu. Mucinozni karcinom je znatno agresivniji.

Karcinom stanica prstena pecatnjaka oznacava vrlo invazivni tumor (26).

1.8. Lijecenje

Plan lijecenja pacijenata oboljelih od karcinoma debelog crijeva donosi multidisciplinarni
tim koji se sastoji od abdominalnog kirurga, radiologa, patologa, onkologa i gastroenterologa.
U lijecenju karcinoma debelog crijeva koristi se kirurSko lije¢enje te adjuvantna primjena
kemoterapije i radioterapije. Na izbor terapije koja je najprikladnija za lijeCenje bolesnika
najviSe utjeCe stupanj proSirenosti tumora. Oko 5 % karcinoma kolona ve¢ pri postavljanju
dijagnoze ima prodor kroz stjenku crijeva, a kod karcinoma rektuma 50 — 70 %. Najcesce

ekstralimfaticno mjesto Sirenja ovoga karcinoma je jetra, a potom pluca, kosti i ostali organi.

(27)
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LijeCenje karcinoma kolona u stadiju I (T1-T2, NO, MO) je radikalni kirurski zahvat §to
ukljucuje i resekciju pripadajuéeg mezenterija i regionalnih limfnih ¢vorova. Najmanje 12
limfnih ¢vorova treba biti odstranjeno i histoloski pregledano. Stadij II (T3-T4, NO, MO)
ukljucuje radikalni kirurski zahvat i adjuvantnu kemoterapiju ukoliko postoje rizi¢ni Cimbenici
pri postavljanju dijagnoze (slabo diferenciran karcinom; vaskularna, perineuralna i limfna
invazija; opstrukcija crijeva; odstranjeno i pregledano manje od 12 limfnih ¢vorova). Za stadij
11 (T1-T4,N1-N2,M0) ide se na radikalni kirurski zahvat uz primjenu adjuvantne kemoterapije
nakon kirurS$kog zahvata. U Hrvatskoj je standardna adjuvantna kemoterapije 5-fluorouracil
(5-FU) s leukovorinom (LV) kroz Sest ciklusa s 28-dnevnim razmacima. Monokemoterapija
kapecitabinom se pokazala jednako djelotvornom. Uz primjenu kombinacije FOLFOX 4
(leucovorin + 5-fluorouracil + oksaliplatin, 12 ciklusa, Sest mjeseci) postize se najbolji uspjeh.
Karcinom rektuma, stadij T1-T2, N0, MO, lijeci se radikalnim kirur§kim zahvatom. Adjuvantna
se kemoterapija primjenjuje u stadiju T3, NO, MO; T1-T3, N1-N2, MO uz radikalni kirur$ki
zahvat. Neoadjuvantnom se radiokemoterapijom zapocinje kod pacijenata u stadiju T4, NO-N2,
MO nakon cega slijedi radikalni kirursSki zahvat i adjuvantna kemoterapija. Ukoliko je prije
proveden kirurski zahvat, slijede dva ciklusa kemoterapije 5-fluorouracilom i leucovorinom, a
potom kemoradioterapija nakon koje slijede jo§ dva ciklusa 5-FU + LV. Ukoliko je prvo
provedena neoadjuvantna kemoradioterapija nakon koje se radi kirurski zahvat, slijede potom
Cetiri ciklusa adjuvantne kemoterapije 5-FU + LV. Izbor lijeCenja mestastatskog kolorektalnog
karcinoma je kemoterapija FOLFIRI (infuzijska FOLFOX 4). Od 2004. godine uvodi se i
monoklonsko protutijelo na VEGF (eng.vascular endothelial growth factor), bevacizumab kao
izbor lijeCenja diseminirane bolesti. Primjenom FOLFOX 4 u lijeCenju postize se medijan

prezivljenja od 10,8 mjeseci, a uz bevacizumab 12,9 mjeseci (28).



Hipoteza

2. HIPOTEZA

Vrste kolorektalnog karcinoma se razlikuju u ekspresiji proteina za popravak DNA.



Cilj

3. CILJ

Ciljevi istrazivanja jesu:

a) istraziti uCestalost kolorektalnog karcinoma po spolu i dobnim skupinama

b) ispitati povezanost izmedu patohistoloskih karakteristika kolorektalnog karcinoma
(PHD, metastaze u limfne ¢vorove, vaskularna i perineuralna invazija te invazija u
limfne zile) u odnosu na status mikrosatelitske nestabilnosti

C) istraziti povezanost klinickih parametara u odnosu na status mikrosatelitske

nestabilnosti



Materijali i metode

4. MATERIJALI | METODE

4.1. Materijali

U istrazivanju su analizirani podatci novodijagnosticiranih kolorektalnih karcinoma s
imunohistokemijski ispitanom ekspresijom proteina za popravak DNA s Odjela za patologiju i
citologiju Opc¢e zupanijske bolnice Vinkovci, u razdoblju od 6. mjeseca 2015. godine do 5.
mjeseca 2016. godine. Ukupan broj pacijenata ¢iji su podatci prikupljeni u ovoj studiji je 46,

no jedan pacijent je iskljucen iz daljnje obrade zbog nedostatnih podataka.

4.2. Ustroj studije

Presjecna studija na povijesnim podatcima.

4.3. Metode

Iz arhiviranih nalaza malignih novotvorina Odjela za patologiju 1 citologiju Opce
Zupanijske bolnice Vinkovci izdvojeni su nalazi pacijenata oboljelin od kolorektalnog
karcinoma kod kojih je imunohistokemijski izvrSena analiza mutacija enzima za popravak
DNA. Obrada materijala je nakon resekcije ili biopsije tkiva debelog crijeva ukljucivala 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 i izrezan u rezove debljine ~3 mikrona za standardno hemalaun
eozin bojanje i za imunohistokemijsko bojanje. lzrezani preparati borave u termostatu 180
minuta na temperaturi od 60 °C. Preparati izrezani za standardno hemalaun eozin bojanje, boje
se u Sakura Tissue-Tek Prisma uredaju za automatsko bojanje preparata i pokrivaju filmom
tvrtke Sakura Tissue-Tek u uredaju za automatsko pokrivanje stakala Sakura Tissue-Tek Film.
Postupak bojanja hemalaun eozinom sastoji se od dva urona po 5 min u Tissue-Clear (xylen
substitut), Sakura Tissue-Tek, jednog urona od 5 min u 2-propanol, Ph.Eur.,Gram-Mol d.o.0.,
jednog urona od 5 min u 96 % etanol, Ph.Eur., Claro-Prom d.o.0., jednog urona od 5 min u 70

% etanol, ispiranja u vodovodnoj vodi od 2 min, bojanja u Mayers hemalaun solution, Merck
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KGaA 5 min, ispiranja u vodovodnoj vodi od 2 min, jednog urona od 5 sekundi u limunsku
kiselinu, kratkog ispiranja u vodovodnoj vodi, jednog urona od 5 sekundi u borax, kratkog
ispiranja u vodovodnoj vodi, bojanju u Eosinu G, Merck KGaA od 4 min, ispiranja u
vodovodnoj vodi od 3 min, dva urona po 2 min u 96 % etanol, Ph.Eur., Claro-Prom d.o.0., dva
urona po 5 min u 2-propanol, Ph.Eur.,Gram-Mol d.o.0., i dva urona po 5 min u Tissue-Clear
(xylen substitut), Sakura Tissue-Tek. Preparati za imunohistokemijsko bojanje nakon boravka
u termostatu prolaze alkoholni niz do vode u Sakura Tissue-Tek Prisma uredaju za automatsko
bojanje preparata. Taj postupak se sastoji od dva urona po 5 min u Tissue-Clear (xylen
substitut), Sakura Tissue-Tek, jednog urona od 5 min u 2-propanol, Ph.Eur.,Gram-Mol d.o0.0.,
jednog urona od 5 min u 96 % etanol, Ph.Eur., Claro-Prom d.o.0., jednog urona od 5 min u 70
% etanol i zavrSava u vodovodnoj vodi. Nakon toga slijedi tretman u Dako PT Linku. U Dako
PT Linku preparati ¢e biti postupno zagrijani u Dako Target Retrieval Solution, visokog pH sa
65 °C na 95 °C gdje ée biti zadrzani 20 min nakon &ega se postupno hlade do 65 °C. Uzorci se
izvade iz Dako Target Retrieval Solution, visokog pH i drze u EnVision FLEX wash buffer-u
do bojanje u Dako Autostainer Link 48. Preparati se bojaju sa Dako EnVison FLEX kitom.
Postupak se sastoji od tretitanja uzoraka sa Peroxidasa-Blocking Reagent 5 min, ispiranja
EnVision FLEX wash buffer, tretiranja primarnim antitijelom FLEX Monoclonal Mouse Anti-
Human MutL Protein Homolog 1 clone ESO5 odnosno ostalim antitijelima FLEX Monoclonal
Rabbit Anti-Human MutS Protein Homolog 2 clon FE11, FLEX Monoclonal Rabbit Anti-
Human MutS Protein Homolog 6 EP49, FLEX Monoclonal Rabbit Anti-Human Postmeiotic
Segregation Increased 2 clone EP51, Inc. 20 min, ispiranja EnVision FLEX wash buffer,
tretiranja Labelled Polymerom EnVision FLEX/HRP 20 min, ispiranja EnVision FLEX wash
buffer, tretiranja DAB+ Chromogenoma, ispiranja EnVision FLEX wash buffer i bojanjem
EnVision FLEX Hematoxylinom. Preparati se pokrivaju filmom tvrtke Sakura Tissue-Tek u
uredaju za automatsko pokrivanje stakala Sakura Tissue-Tek Film.

Zatim su iz nalaza prikupljeni podatci o spolu, dobi, lokalizaciji tumora, patohistoloskoj
dijagnozi, analizi mutacija enzima za popravak DNA, zahvacenosti limfnih ¢vorova, promjeru
tumora, te vaskularnoj, limfnoj i perineuralnoj invaziji. Usporedene su skupine karcinoma
podijeljene prema statusu mikrosatelitske nestabilnosti s obzirom na spol, dob, lokalizaciju,
PHD, metastaze u limfne ¢vorove, promjer tumora, vaskularnu i perineuralnu invaziju te limfnu

invaziju.
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Slika 1. Imunohistokemijski prikaz: a) MLH1 gubitak nuklearnog pozitiviteta tumorske stanice, x 400; b)
MSH2 intaktan nuklearni pozitivitet tumorske stanice, x 400; ¢) MSH6 intaktan nuklearni pozitivitet
tumorske stanice, x 400; d) PMS2 gubitak nuklearnog pozitiviteta tumorske stanice, x 400 (lzvor: Odjel za

patologiju i citologiju Opce Zupanijske bolnice Vinkovci)
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a) MLH1 b) MSH2

) MSH6 d) PMS2

Slika 2. Imunohistokemijski prikaz: a) MLH1 intaktan nuklearni pozitivitet tumorske stanice, x 200; b)
MSH2 intaktan nuklearni pozitivitet tumorske stanice, x 200; ¢) MSH6 gubitak nuklearnog pozitiviteta
tumorske stanice, x 200; d) PMS2 intaktan nuklearni pozitivitet tumorske stanice, x 200 (lzvor: Odjel za

patologiju i citologiju Op¢e Zupanijske bolnice Vinkovci)

4.4, StatistiCke metode

Navedene varijable koje su prikupljene unesene su u racunalni sustav MS Excel, a
potom obradene u programu SPSS for Windows (inacica 20.0, SPSS Inc., Chicago, IL, SAD).
Uzorak je opisan metodama deskriptivne statistike. Za ispitivanje normalnosti raspodjela
numerickih varijabli koriSten je Shapirov test. Medusobna usporedba nominalnih varijabli
provedena je koristenjem Pearson 2 testa, a po potrebi Fisherovim egzaktnim testom. Razlike

normalno raspodijeljenih numerickih varijabli izmedu dviju nezavisnih skupina testirane su
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Studentovim t-testom, a u slu¢aju odstupanja od normalne raspodjele Mann-Whitneyevim  U-

testom. Razina statisticke znaCajnosti za sve testove kojima se provode usporedbe iznosi

p<0,05.
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5. REZULTATI

5.1. Opis uzorka

Istrazivanjem je obuhvaéeno 46 nalaza biopsija pacijenata oboljelih od kolorektalnog
karcinoma s imunohistokemijski ispitanom ekspresijom proteina za popravak DNA. Zbog
nedostatnih podataka, jedan je nalaz isklju¢en iz daljnje obrade podataka te je ukupno

analizirano 45 nalaza. Raspon dobi pacijenata je od 30 do 89 godina.

aM =7

Slika 3. Omjer muskaraca i Zena ukljucenih u studiju

Od 45 pacijenata, 27 (60 %) su muskarci, a 18 (40 %) Zene. (Slika 3.)

15



Rezultati

o

N
£ 10
:-i
2 e
(@)
k)
8 v

o

30 40 50 60 70 80 90
dob [godine]

Slika 4. Raspodjela oboljelih prema dobi

Na Slici 4. prikazana je ucestalost kolorektalnog karcinoma prema dobi pacijenata.

Prosjek dobi pacijenata je 67 godina sa standardnom devijacijom 12. Uoc¢ljivo je da ucestalost
kolorektalnog karcinoma raste s dobi.

= Adenokarcinom kolona = Mucinozni adenokarcinom

Slika 5. Vrste kolorektalnog karcinoma

Patohistoloski, 41 pacijent (91 %) imao je adenokarcinom kolona, a mucinozni

adenokarcinom cetiri pacijenta (9 %) (Slika 5.).
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5.2. Usporedba grupa obzirom na status mikrosatelitske nestabilnosti enzima za
popravak DNA (MLH1, MSH2, MSH6 i PMS2)

Pacijenti su podijeljeni u dvije skupine s obzirom na status mikrosatelitske nestabilnosti,
MSS karcinomi (eng. microsatellite stable) te MSI (eng. microsatellite instable).

MSI

82%

= MSS = MSI
Slika 6. Udio MSS i MSI karcinoma

Od 45 pacijenata, 37 pacijenata (82 %) je s MSS karcinomom, a osam pacijenata (18
%) s MSI karcinomom (Slika 6.).
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U grupi MSI karcinoma cetiri su varijante mutacija, a prikazane su na Slici 7.

Broj oboljelih

: ]

MLH1 mutacija MSH2 mutacija PMS6 mutacija MSH6 mutacija
zametne linije zametne linije zametne linije zametne linije

Tip mutacije

Slika 7. Raspodjela mutacije prema tipu

U naSem uzorku sedam pacijenata ima MLH1 mutaciju zametne linije, a jedan pacijent
je s MSH6 mutacijom zametne linije.

MSS

Slika 8. Raspodjela MSS i MSI karcinoma prema spolu

25

20

15

Broj oboljelih

10

[%2]

MSI

EM m’

U MSS grupi, 24 muskarca (65 %) 1 13 je Zena (35 %). U MSI grupi je tri muSkarca (37
%) te pet Zena (63 %). Nije utvrdena statisticki znacajna razlika raspodjele mikrosatelitske

nestabilnosti u odnosu na spol (32 = 1,071, p = 0,301).
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Slika 9. Raspodjela MSS i MSI karcinoma prema dobi

Analizom ucestalosti MSS 1 MSI karcinoma prema dobi utvrdena je veca ucestalost
MSS kolorektalnog karcinoma u starijoj dobi dok se MSI karcinomi ¢es¢e pojavljuju u mladoj
zivotnoj dobi (Slika 9.). Prosjek dobi MSI grupe pacijenata je 64 godine sa standardnom
devijacijom 10. Prosjek dobi MSS grupe pacijenata je 67 godina sa standardnom devijacijom
13. Mann-Whitney U-testom nije utvrdena statisticki znacajna razlika dobi MSS i MSI grupe
pacijenata (U = 114,5; p = 0,319).

B Adenokarcinom kolona B Mucinozni adenokarcinom

35
30
25
20

15

Broj oboljelih

10

0 I - I
MSS MSI
Slika 10. Raspodjela MSS i MSI karcinoma prema patohistolo$koj vrsti karcinoma

Analizom udjela MSS i MSI karcinoma prema patohistoloSkoj vrsti karcinoma,

utvrdena je veca ucestalost mucinoznog adenokarcinoma u MSI karcinomima (Slika 10.).
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Fisherovim ,,egzaktnim® testom nije utvrdena statisticki znacajna razlika raspodjele MSS 1 MSI

karcinoma prema patohistoloskoj vrsti karcinoma (p = 0,139).

25

20

15

10

Broj oboljelih

(6]

MSS

B Proksimalni kolon

MSI

M Distalni kolon

Slika 11. Raspodjela MSS i MSI karcinoma prema lokalizaciji

MSS karcinomi ¢eS¢e su lokalizirani u distalnom dijelu kolona (colon descendens, colon

sigmideum, rectum). Svi MSI karcinomi su lokalizirani u proksimalnom dijelu kolona (caecum,

colon ascendens, colon transversum) (Slika 11. i Tablica 1.). Fisherovim ,,egzaktnim® testom

utvrdena je statisticki znacajna razlika raspodjele MSS i MSI karcinoma prema lokalizaciji (p

< 0,001).

Tablica 1. Detaljna raspodjela MSS i MSI karcinoma prema lokalizaciji

Status Prokismalni kolon Distalni kolon
mikrosatelitske | Caecum Colon Colon Colon Colon Rectum
nestabilnosti ascendens | transversum | descendens | sigmoideum
MSS 4(11%) | 3(8%) | 5(14%) | 4(11%) | 9(24%) | 12(32%)
MSI 2(25%) | 2(25%) | 4 (50 %) - - -
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Slika 12. Raspodjela MSS i MSI karcinoma prema statusu limfnih ¢vorova

Rezultati

Nije utvrdena statisti¢ki zna€ajna razlika izmedu MSS i1 MSI karcinoma u odnosu na

status limfnih ¢vorova (y2 = 0,033, p = 0,862).

Tablica 2. Raspodjela MSS i MSI karcinoma prema vaskularnoj invaziji, invaziji limfnih Zila i

perineuralnoj invaziji

Vrsta invazije MSS MSI p-vrijednost
Vaskularna + 3 (8 %) 0 (0 %) > 0,05
- 34 (92 %) 8 (100 %)
Limfnih zila + 4 (11 %) 1 (13 %) > 0,05
- 33 (89 %) 7 (87 %)
Perineuralna + 5 (14 %) 0 (0 %) > 0,05
- 32 (86 %) 8 (100 %)

Vaskularna se invazija nalazi u trima pacijentima (7 %) oboljelih od kolorektalnog

karcinoma. Invaziju nalazimo u samo tri pacijenta s MSS karcinomom dok se u MSI karcinoma
vaskularna invazija ne nalazi. U pet pacijenata (11 %) nalazi se invazija limfnih zila, od toga u
Cetirima pacijentima s MSS karcinomom te u jednog pacijenta s MSI karcinomom. Perineuralna
invazija nalazi se u pet pacijenata (11 %) oboljelih od kolorektalnog karcinoma. Svih pet
pacijenata oboljelo je od MSS kolorektalnog karcinoma (Tablica 2.).
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Promjer karcinoma [cm)

MSS M8l

Slika 13. Raspodjela MSS i MSI karcinoma prema promjeru

Prosjek promjera karcinoma MSS grupe pacijenata je 5,1 sa standardnom devijacijom
2,2. Prosjek promjera karcinoma MSI grupe pacijenata je 6,3 sa standardnom devijacijom 2.
Mann-Whitney U-testom nije utvrdena statisticki znacajna razlika u promjeru karcinoma MSS

i MSI grupe pacijenata (U = 96,5; p = 0,128).
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6. RASPRAVA

U ovoj presjecnoj studiji napravljenoj na povijesnim podatcima, analizirani su
patohistoloski nalazi pacijenata oboljelih od kolorektalnog karcinoma s ispitanom ekspresijom
enzima za popravak DNA. Metoda kojom je ispitivan status mikrosatelitske nestabilnosti je
imunohistokemija. Kolorektalni karcinomi koji nastaju mehanizmom mikrosatelitske

nestabilnosti imaju svoje klinicke, patohistoloske, a i terapijske karakteristike.

Analizirano je 45 nalaza biopsija pacijenata, od toga 27 muskaraca (60 %) i 18 Zena (40
%). Raspon dobi je od 30 — 89 godina. Prosjek dobi je 67 godina sa standardnom devijacijom
12. Primarni je karcinom najcesce lokaliziran u rektumu te u sigmoidnom kolonu §to je sli¢no
navodima iz literature (5). Patohistoloske vrste karcinoma u nasem uzorku su adenokarcinom
kolona koji se javlja u 91 % slucajeva te mucinozni adenokarcinom u 9 % slucajeva, Sto je
poput rezultata studije objavljene ove godine u Modern Pathology, gdje je mucinozni karcinom
zastupljen u 10 % (45).

Pacijenti su podijeljeni u dvije skupine s obzirom na status mikrosatelitske nestabilnosti,
MSS te MSI. U grupi s MSS karcinomom je 37 (82 %), a u grupi MSI osam pacijenata (18 %).
Razlikujemo cetiri vrste MSI karcinoma s mutacijama zametne linije: MLH1, MSH2, MSH 1
PMS2. U nasem je uzorku sedam karcinoma s mutacijom MLH1 i jedan s mutacijom MSH6
zametne linije. Nedostatak ostalih dviju vrsta mutacija mozemo objasniti malim uzorkom.
Ucestalost MSI karcinoma u nasem uzorku je 18 % te je vrlo sli¢na navodima iz literature gdje
prevalencija iznosi 12 — 28 % (29). U MSS grupi 13 je pacijenata (35 %) Zenskog spola te 24
pacijenta (65 %) muSkog spola. U MSI grupi pet pacijenata (63 %) je Zenskog spola te tri
pacijenta (37 %) muSkog spola. Unato€ rezultatu da je viSe muSkaraca s MSS karcinomom, a
viSe Zena s MSI karcinomom, razlika se nije pokazala statisticki znacajnom (¥2 = 1,071; p =
0,301). Prosjek dobi MSI grupe pacijenata je 64 godine sa standardnom devijacijom 10 dok je
prosjek dobi MSS grupe pacijenata 67 godina sa standardnom devijacijom 13. Nije pronadena
statistiCki znaCajna razlika u godinama starosti izmedu MSI 1 MSS grupe pacijenata (U = 114,5;
p = 0,319), iako se razlika mogla oc¢ekivati s obzirom da se MSI karcinomi ¢e$¢e pojavljuju u
mladoj zivotnoj dobi (30). U pacijenata starije zivotne dobi s MSI karcinomom veca je

vjerojatnost sporadicne forme (30).

U naSoj studiji zabiljezena su sveukupno Cetiri pacijenta s mucinoznim

adenokarcinomom. Dva pacijenta pripadaju grupi MSI karcinoma (25 %), a druga dva MSS
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grupi (5 %), no razlika nije statisti¢ki znacajna s obzirom na patohistolosku vrstu karcinoma (p
= 0,139). Navodi iz literature idu u prilog tome da je mucinozna komponenta kolorektalnog
adenokarcinoma jedna od karakteristika mikrosatelitske nestabilnosti (31).

Svih osam pacijenata s mutacijama enzima za popravak DNA uklju¢enih u ovu studiju,
lokalizirani su u proksimalnom kolonu $to je statisticki znacajno ¢eS¢e u odnosu na MSS
karcinom (p < 0,001). U studiji Choua CL i suradnika, od 13 % pacijenata s mutacijom enzima
za popravak DNA oboljelih od kolorektalnog karcinoma, 56 % ih je smjeSteno u podrucju
proksimalnog kolona, a uz to imaju i nizi patohistoloski stadij bolesti (32). Brojni autori,

takoder, navode ¢e$¢u lokalizaciju MSI karcinoma u proksimalnom kolonu (33, 34).

Iako je 18 MSS (49 %) 1 dva MSI karcinoma (25 %) metastaziralo u limfne ¢vorove,
nije utvrdena statisticki znacajna razlika u ucestalosti metastatski pozitivnih limfnih ¢vorova

(42 = 0,033; p = 0,862).

Vaskularna se invazija nalazi u troje pacijenata (7 %) oboljelih od kolorektalnog
karcinoma. Sva tri pacijenta pripadaju grupi s MSS karcinomom dok se u onih s MSI
karcinomom vaskularna invazija ne nalazi. U sveukupno pet pacijenata (11 %) nalazi se invazija
limfnih Zila, od toga u etiri pacijenta s MSS karcinomom te u jednog pacijenta s MSI karcinom.
Perineuralna invazija nalazi se u pet pacijenata (11 %) oboljelih od kolorektalnog karcinoma.
Svih pet pacijenata oboljelo je od MSS kolorektalnog karcinoma. Za vaskularnu invaziju,
prodor u limfne Zile i perineuralnu invaziju nije nadena statisticki znacajna razlika (p > 0,05).
Slican rezultat su dobili Parc Y 1 suradnici gdje nije utvrdena statisticki znaCajna razlika

vaskularne i perineuralne invazije te prodora u limfne zile (35).

Jo§ jedan parametar, koji sluzi kao pokazatelj agresivnosti zlocudnih novotvorina, je i
najve¢i promjer novotvorine. Rezultati ove studije pokazuju kako je prosje€ni promjer
novotvorina MSI grupe (6,3 cm, standardna devijacija 2) bio nesto veci od prosjeka promjera
novotvorina MSS grupe (5,1 cm, standardna devijacija 2,2). lako su MSS karcinomi agresivniji,
nije utvrdena statisticki znacajna razlika (U = 96,5; p = 0,128). U nama dostupnoj literaturi

nismo pronasli navode s kojima bismo usporedili dobivene rezultate.

Na formu nasljednog kolorektalnog karcinoma s visokom vjerojatnos¢u ukazuje jedan
pacijent uklju€en u nasu studiju. Muskarac u dobi od 48 godina kao patohistoloSku dijagnozu
ima mucinozni adenokarcinom lokaliziran u transverzalnom kolonu s mutacijom MLH1

zametne linije. Medutim, jedan od limitiraju¢ih ¢cimbenika ove studije je nedostupnost podataka

24



Rasprava

o obiteljskoj anamnezi oboljelih, $to ukazuje na potrebu prikupljanja dodatnih parametara u
buducim obradama pacijenata.

Odredivanje mutacija enzima za popravak DNA u pacijenata oboljelih od kolorektalnog

karcinoma od velikog je znacCaja. Vrlo vazna karakteristika ove grupe karcinoma je bolja
prognoza. U pacijenata oboljelih od kolorektalnog karcinoma, koji imaju mutiranu DNA u
odnosu na pacijente s intaktnom DNA, dokazano je duze prezivljenje (36).
U prilog boljem prezivljenju ukazuje studija radena na populaciji iz Finske u razdoblju 1953. —
1993. godine gdje su usporedene grupe pacijenata s HNPCC i sporadi¢nim karcinomom.
PreZivljenje 175 pacijenata s dijagnozom HNPCC (MLH1 mutacija zametne linije) je
usporedeno s prezivljenjem 14000 pacijenata s dijagnozom sporadi¢nog kolorektalnog
karcinoma koji su mladi od 65 godina. Rezultati studije ukazuju da je petogodisnje prezivljenje
pacijenata s HNPCC 65 %, a za pacijente sa sporadi¢cnom formom kolorektalnog karcinoma 44
% (37).

Znacajna karakteristika kolorektalnih karcinoma koji nastaju mehanizmom
mikrosatelitske nestabilnosti je njihov neadekvatan odgovor na adjuvantnu kemoterapiju 5-
fluorouracilom i leucovorinom, odnosno, oni djeluju Stetno (38). U procesu istraZivanja su
lijekovi koji djeluju na bazi imunoterapije. Jedan od njih je pemprolizumab, humanizirano
monoklonsko protutijelo. Studija objavljena 2015. godine, autora Le DT i suradnika, ukazuje
na povoljan odgovor u lije¢enju kolorektalnih karcinoma s mutacijama enzima za popravak
DNA (39).

Moglo bi se zakljuciti da mikrosatelitska nestabilnost, kao utvrdena dijagnoza, ima veci
prognosticki znacaj. Medutim, kontroverzni su navodi da je jedna od karakteristika karcinoma,
koji nastaju putem mikrosatelitske nestabilnosti, mucinska komponenta adenokarcinoma jer
mnogi autori navode mucinozni adenokarcinom uz losiju prognozu (40, 41, 42). Pojedini autori
navode da nema razlike u prezivljenju u usporedbi mucinoznih i nemucinoznih kolorektalnih
karcinoma (43, 44).

Kohortna studija objavljena je u travnju ove godine, u koju je ukljuc¢eno 2608 pacijenata
u razdoblju od 1998. do 2011. godine. Od ukupnog broja pacijenata mucinozni kolorektalni
karcinom imalo je 264 pacijenta (10 %). Mikrosatelitski nestabilan tumor je imalo 95 pacijenata
(36 %). Dokazano je da je 5-godisnje prezivljenje pacijenata s mikrosatelitski nestabilnim
mucinoznim karcinomom bilo slicne vrijednosti kao prezivljenje pacijenata s nemucinoznim

karcinomom niskog stupnja (73 % prema 67 %). Prezivljenje istih pacijenata u usporedbi s
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Rasprava

pacijentima s nemucinoznim karcinomom visokog stupnja bilo je znatno bolje (73 % prema 53
%). U usporedbi mucinoznog mikrosatelitski stabilnog karcinoma s nemucinoznim
kolorektalnim karcinomom niskog stupnja 5-godisnje prezivljenje bilo je znacajno losije (57 %
prema 67 %). Zakljucuje se da znacajniju ulogu u prezivljenju ima stupanj u kojem se bolest
nalazi (45).

Rezultati provedenog istrazivanja ukazuju na veliki znac¢aj odredivanja mikrosatelitske
nestabilnosti kod oboljelih od kolorektalnog karcinoma te dobrobit za pacijente, kao i potrebu
i opravdanost daljnjih istrazivanja na ve¢em uzorku. Posebnu pozornost treba posvetiti pregledu
proksimalnog kolona kod onih bolesnika kod kojih se zbog anamnesti¢kih podataka sumnja na

MSI karcinom.
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Zaklju¢ak

7. ZAKLJUCAK

e Nije zabiljeZzena razlika izmedu prosjecne dobi dijagnosticiranih MSI 1 MSS
karcinoma.

e Nema razlike u ucestalosti MSI i MSS karcinoma izmedu muskaraca i zena.

e Nema razlike u pojavnosti MSI i MSS karcinoma izmedu adenokarcinoma
kolona i mucinoznog adenokarcinoma.

e Nije zabiljezena razlika u ucestalosti u metastaziranju karcinoma u limfne

¢vorove izmedu MSI i MSS grupe.

e MSI karcinom je ¢esc¢e lokaliziran u proksimalnom, nego u distalnom kolonu, u

odnosu na MSS karcinom.

e Prosjecni promjer karcinoma MSI ne razlikuje se od prosje¢nog promjera MSS
karcinoma.

¢ Nije zabiljeZena razlika u ucestalosti invazije u krvne, limfne Zile i Zivce izmedu

MSI i MSS karcinoma.
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SaZetak

8. SAZETAK

Cilj istrazivanja: Cilj je studije ispitati postoji li povezanost ekspresije proteina za popravak

DNA s razli¢itim vrstama i karakteristikama kolorektalnog karcinoma.

Materijali i metode: Analizirani su podatci 45 novodijagnosticiranih kolorektalnih karcinoma
s imunohistokemijski ispitanom ekspresijom proteina za popravak DNA s Odjela za patologiju

i citologiju OZB Vinkovci, u razdoblju od lipnja 2015. godine do svibnja 2016. godine.

Rezultati: Od 45 nalaza biopsija, 27 je muskaraca (60 %) i 18 zena (40 %). Prosje¢na je dob
67 (12) godina. Pacijenti su podijeljeni u dvije skupine s obzirom na status mikrosatelitske
nestabilnosti, MSS (mikrosatelitski stabilni karcinomi) te MSI (mikrosatelitski nestabilni
karcinomi). Grupi MSS pripada 37 (82 %), a grupi MSI osam (18 %) karcinoma. Usporedujuci
navedene grupe nije utvrdena statisti¢ki znaajna razlika: u prosjecnoj dobi oboljelih (U =
114.,5; p = 0,319), u ucestalosti pojedinog spola (x2 = 1,071; p = 0,301), u ucestalosti odredene
patohistoloske vrste (p = 0,139), u ucestalosti metastatski pozitivnih limfnih ¢vorova (y2 =
0,033; p = 0,862) te u ucestalosti vaskularne invazije, perineuralne invazije i prodora u limfne
zile (p > 0,05). Svih osam karcinoma MSI grupe lokalizirani su u proksimalnom kolonu $to je
statisticki znacajno ¢eS¢e u odnosu na MSS karcinome (p <0,001). Prosje¢ni promjer
novotvorina MSI grupe iznosi 6,3 (2) cm, a novotvorina MSS grupe 5,1 (2,2) cm, no razlika
nije statisticki znacajna (U = 96,5; p = 0,128).

Zakljucak: Ucestalost od 18 % MSI karcinoma opravdava imunohistokemijsko ispitivanje
enzima za popravak DNA kod svih pacijenata s kolorektalnim karcinomom. Osim toga, razlika
u lokalizaciji MSI i MSS novotvorina ukazuje kako posebnu pozornost treba posvetiti
detaljnijem pregledu proksimalnog kolona u bolesnika kod kojih se zbog anamnestickih

podataka sumnja na MSI karcinom.

Kljué¢ne rijeci: imunohistokemija; kolorektalni karcinom; mikrosatelitska nestabilnost;
MSI; MSS; proteini za popravak DNA
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Summary

9. SUMMARY

Objective: The aim of the study is to examine whether there is a connection between expression

of DNA repair proteins and different types and characteristics of colorectal cancer.

Materials and Methods: Data of 45 newly diagnosed colorectal cancers were analysed by
immunohistochemically examined expression of DNA repair proteins from the Department of
Pathology and Cytology of the General County Hospital Vinkovci in the period from June 2015
to May 2016.

RESULTS: Of the 45 biopsy results, 27 were men's (60%) and were 18 women's (40%). The
average age was 67 (12). Patients were divided into two groups, according to the status of
microsatellite instability, MSS (microsatellite stable cancers) and MSI (microsatellite unstable
cancers). 37 cancers (82%) belong to group MSS, and 8 (18%) cancers belong to group MSI.
When comparing the abovementioned groups, statistically significant difference was not
determined when it comes to: the average age of patients (U = 114.5; p = 0.319), the frequency
of a particular gender (32 = 1.071; p = 0.301), the frequency of a certain histopathological type
(p = 0.139), the frequency of metastatic positive lymph nodes (x2 = 0.033; p = 0.862), and the
frequency of vascular invasion, perineural invasion and penetration into the lymphatic vessels
(p > 0.05). All 8 cancers of MSI group are localised in the proximal colon that is statistically
significantly more frequent in relation to MSS cancer (p < 0.001). The average diameter of
neoplasms of MSI group is 6.3 (2) cm, and neoplasms of MSS group 5.1 (2.2) cm, but the
difference was not statistically significant (U = 96.5; p = 0.128).

CONCLUSION: The frequencyof 18% of MSI cancers justifies immunohistochemical testing
of DNA repair enzymes in all patients with colorectal cancer. In addition, differences in
localisation of MSI and MSS neoplasms suggests that particular attention should be paid to a
more detailed examination of the proximal colon in patients who are suspected to suffer from

MSI cancer due to the anamnesis.

Key words: colorectal cancer; DNA repair proteins; immunohistochemistry;
microsatellite instability; MSI; MSS
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