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POPIS OZNAKA | KRATICA

AJCC - Americko udruzenje za rak (engl. The American Joint Committee on Cancer)
AK - anokutana granica

CapOx - kapecitabin i oksaliplatin

CCC - kolangiocelularni karcinom

Da - Dalton

DAPI - 4',6-diamidino-2-fenilindol (engl. 4’,6-diamidino-2-phenylindole)
DNA - deoksiribonukleinska kiselina (engl. deoxyribonucleic acid)
DNMT — DNA - N-metil transferaza

DPP4 — od engl. deleted in pancreatic cancer 4

EGFR - receptor epidermalnog ¢imbenika rasta

EMR — Endoskopska mukozna resekcija

EMT - epitelno mezenhimska pretvorba

ERK — ekstracelularnim signalom regulirana kinaza

ESD — endoskopska submukozna disekcija

EU - Europska Unija

FAP - sindrom obiteljske polipoze (engl. Familial adenomatous polyposis)
FIT - fekalni imunokemijski test

FOBT - test na okultno krvarenje (engl. Fecal occult blood test)

FOLFOX - 5-fluorouracil, leukovorin, oksaliplatin

G1 - niski gradus

G2 - visoki gradus

GALT - engl. Gut associated lymphoid tissue

H & E - bojanje hematoksilinom i eozinom

HCC - hepatocelularni karcinom

HZJZ - Hrvatski zavod za javno zdravstvo

IARC - Medunarodna agencija za istrazivanja raka (engl. International Agency for Resarch
on Cancer)

IKR — interkvartilni raspon (hrvatska inacica od dolje navedenog IQR)



IQR - interkvartilni raspon (engl. interquartile range)

JNET - engl. Japan NBI expert team

kDa - kiloDalton

KRK - kolorektalni karcinom

(K)RT - (kemo)radioterapija

LVI - limfovaskularna invazija

MAPK — mitogenom aktivirana protein kinaza

MR - magnetska rezonanca

MRNA - glasni¢ka ribonukleinska kiselina (engl. messenger ribonucleic acid)

MSCT - viseslojna kompjutorizirana tomografija (engl. multislice computed tomography)
MSI - mikrosatelitske nestabilnosti (engl. microsatellite instability)

MSS - mikrosatelitski stabilni (engl. microsatellite stable)

NBI - engl. Narrow band imaging

NICE - engl. NBI international colorectal endoscopic klasifikacija

NSCLC - od engl. non-small cell lung cancer

NT - amino-kraj molekule (engl. N-terminus)

NZJZ - Nastavni zavod za javno zdravstvo

OR - omjer izgleda (engl. odds ratio)

PBS - fosfatima puferirana fizioloSka otopina (engl. phosphate-buffered saline)

PCR - lan¢ana reakcija polimerazom (engl. polymerase chain reaction)

PET/CT - pozitronska emisijska tomografija/lkompjutorizirana tomografija (engl. positron
emission tomography/computed tomography)

PNI - perineuralna invazija

PRD - domena obogacena prolinom (engl. proline rich domain)

PTD - fosfotirozin vezivna domena (engl. phosphotyrosine binding domain)

RO - negativan rub

RT — radioterapija

SAD - Sjedinjene Americke drzave

SARIFA - invazivna fronta tumora bez stromalne reakcije (engl. stroma areactive invasion
front area)

SZ0 — Svjetska zdravstvena organizacija



TME - tumorski mikrookolis ( od engl. tumor micro enviroment)

TRAF 6 - engl. tumor necrosis factor associated factor 6

UICC —engl. Union for internationa cancer control

VEGF - ¢imbenik rasta vaskularnog endetotela (engl. vascular endothelial growth factor)
WHO - Svjetska zdravstvena organizacija (engl. World health organization)
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1.1. Anatomija i fiziologija debelog crijeva

Debelo crijevo (lat. colon) je zavrsni dio probavne cijevi ¢ija je glavna uloga apsorpcija vode
i elektrolita, zavr$na apsorpcija i prerada Secera, akumuliranje neprobavljenih vlakana te formiranje
i mehanicko potiskivanje stolice. U odraslih je dugacko oko 150 cm, a tvore ga slijepo crijevo s
crvuljkom, uzlazno, popre¢no, silazno i sigmoidno debelo crijevo te rektum koji zavrsava anusom
(). Uzlazno i silazno debelo crijevo su smjesteni retroperitonealno, slijepo crijevo, crvuljak,
poprecno i sigmoidno crijevo intraperitonealno, a rektum ekstraperitonealno u maloj zdjelici.
Intraperitonealni dijelovi debelog crijeva prekriveni su visceralnim peritoneumom (2). Tenije (lat.
taeniae coli) su tri uzduzna snopa glatkog misi¢a na povrsini seroze koja nabiru debelo crijevo u
vrecice (lat. haustrae coli), a svojom kontrakcijom potiskuju prema naprijed crijevni sadrza;.
Stijenku kolona tvori sluznica s mi§i¢énom laminom, podsluznica, miSi¢ni sloj i seroza. Prodor
tumorskog tkiva kroz miSi¢nu laminu omogucuje zloéudnim stanicama kontakt s krvnim i limfnim

zilama i povecéava rizik diseminacije.

Osim po anatomskim djelovima, debelo crijevo se s obzirom na stranu moze podijeliti na
desno i lijevo debelo crijevo, a granica medu njima je lienalni pregib (3). Podjela je povezana s
razli¢itom ontogenezom tog organa jer desni dio debelog crijeva potjece od srednjeg, a lijevi dio
od straznjeg embrionalnog crijeva (4). Slijedom razli¢itog embrionalnog razvoja, razlikuju se
vaskularna i ziv€ana opskrba. Desni kolon opskrblje gornja mezenteri¢na arterija, a lijevi kolon
donja mezenteri¢na arterija. Vaskularnu mrezu prati gusto rasporedena mreza limfnih kapilara i
limfnih ¢vorova. U sluznici i podsluznici nalazi se limfati¢no tkivo, tzv. gut associated lymphoid
tissue (GALT). Desni dio debelog crijeva do lienalnog pregiba drenira se primarno u desne
epikoli¢ne, potom U mezokoli¢ne i intermedijarne limfne ¢vorove koji se dalje dreniraju u limfne
¢vorove uz gornju mezenterijalnu arteriju. Lijevi dio debelog crijeva se primarno drenira u lijeve
epikoli¢ne, potom mezokoli¢ne i intermedijarne limfne ¢vorove koji se dalje dreniraju u limfne
¢vorove uz donju mezenterijalnu arteriju (Slika 1) (5). Gusto rasporedena limfna mreza s limfnim
¢vorovima predstavlja crijevnu barijeru, ali u zlo¢udnim tumorima postaje moguéi put Sirenja

bolesti.
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Slika 1. Drenaza limfnih ¢vorova debelog crijeva. Slika je napravljena od strane autora uz pomo¢ stranice

Biorender: https://BioRender.com.

Desni i lijevi kolon imaju razli¢itu fizioloSku ulogu jer je stolica u desnom kolonu tekuéa, a
u lijevom formirana. U desnom kolonu odvija se apsorpcija vode i elektrolita, fermentacija
neprobavljenih Secera I dekonjugacija zu¢nih kiselina (4). Desni kolon ima Siri promjer, tanju
stijenku i velike duboke haustre pa su volumna zapremnina i resorptivna povrsina zna¢ajno vece
nego u lijevom kolonu koji ima manji promjer, deblju stijenku i plice haustre. U mirovanju su
peristalti¢ne kontrakcije u jednoj minuti dvaput ¢es¢e u desnom nego u lijevom kolonu (6:3), zbog
Cega se fekalni sadrzaj kra¢e zadrzava u desnom nego u lijevom kolonu. U lijevom kolonu je
produljeno izlaganje toksinima zbog zadrzavanja i koncentriranja formirane stolica (6). S druge
strane, izloZenost desnog kolona Zu¢nim kiselinama kod masnijih obroka predstavlja dodatno
oksidativno opterecenje i povezuje se s nastankom zlo¢udnog tumora. U tom procesu vaznu ulogu
ima crijevni mikrobiom, skup svih gena bakterija koje zive u homeostazi s Covjekom (tzv.

mikrobiota) i sadrzi 150 puta vise gena nego humane stanice (7). Radi se o 100 bilijuna



komenzalnih bakterija (8). One obavljaju dekonjugaciju intraluminalnih Zzucnih Kiselina i
fermentaciju nerazgradenih tvari u kratkolan¢ane masne kiseline, primjerice butirat, acetat i

propionat, koje su vazan izvor energije za epitel debelog crijeva (6).

Bolesti debelog crijeva su nespecifi¢ni i infektivni kolitis, kroni¢ne upalne bolesti crijeva
(Crohnova bolest i ulcerozni kolitis), sindrom iritabilnog crijeva, divertikuloza i rak. Odrzavanje
zdrave prehrane bogate vlaknima i dovoljan unos tekucine su kljuéni za o¢uvanje zdravlja tog dijela

probavnog sustava (9).

1.2. Epidemiologija raka debelog crijeva

S oko 1.8 milijuna novih sluc¢ajeva godisnje i milijun umrlih, kolorektalni karcinom (KRK)
je tre¢i po ucestalosti i drugi uzrok smrti od malignih bolesti u svijetu (10). KRK je ¢es¢i u
muskaraca i U razvijenim zemljama, u kojima je incidencija 3-4 puta ve¢a nego u zemljama u
razvoju. U svijetu je incidencija KRK-a za oba spola 19.7 na 100 tisu¢a, kod muskaraca 23.6, a
kod Zena 16.3 (10). Rizi¢ni ¢imbenici za nastanak KRK-a su promjenjivi i nepromjenjivi. Od
promjenjivih su vazni pretilost i fizicka neaktivnost, dijeta S puno crvenog/preradenog mesa,
pusenje, alkohol, Se¢erna bolest i inzulinska rezistencija. Od nepromjenjivih rizi¢nih ¢imbenika
spominju se zivotna dob, genetski ¢imbenici i obiteljska anamneza. Oko 70 % KRK-a javlja se
sporadi¢no, 25 % obiteljski nasljeduje, a u 5 % slucajeva bolest je povezana s odredenim genetskim

sindromom (11).

Prema podacima Registra za rak Republike Hrvatske (RH), u 2020. godini je od KRK-a
oboljelo 3660 ljudi, prosjecne dobi 69 godina. Skupno gledano za muskarce i Zene, KRK je
najéesca maligna bolest u RH. Raspodjelu incidencije i mortaliteta od zlo¢udnih tumora i visoko
mjesto KRK-a u raku muskaraca i Zena prikazuju slike 2 i 3. Po smrtnosti od zlo¢udnih bolesti
KRK je na drugom mjestu, iza raka plu¢a. U Hrvatskoj godisnje od KRK-a umire 2100 osoba, od
¢ega 60% muskaraca. U posljednjem desteljecu primjecuje se stabilan trend mortaliteta, ali je u
zadnjih 20 godina pojavnost KRK-a u porastu za 1% godis$nje (12). Medu zemljama ¢lanicama

Europske unije (EU), stopa incidencije KRK-a je najvisa u Slovackoj, Danskoj, Madarskoj i



Nizozemskoj, a mortalitet u zemljama isto¢ne Europe. Hrvatska je na devetom mjestu po

incidenciji raka debelog crijeva i rektuma, a na visokom drugom mjestu po smrtnosti (12).
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Slika 2. Najcesca sijela zlo¢udnih tumora u Hrvatskoj u muskaraca 2020. godine. Izvor: Hrvatski
zavod za javno zdravstvo, www.hzjz.hr https://www.hzjz.hr/sluzba-epidemiologija-prevencija-nezaraznih-

bolesti/incidencija-i-mortalitetod-raka-u-eu-27-zemljama-za-2020-godinu/
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Slika 3. Najcesca sijela zlo¢udnih tumora u Hrvatskoj u zena 2020. godine. Izvor: Hrvatski zavod za
javno zdravstvo, www.hzjz.hr https://www.hzjz.hr/sluzba-epidemiologija-prevencija-nezaraznih-bolesti/incidencija-i-

mortalitetod-raka-u-eu-27-zemljama-za-2020-godinu/
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Za prezivljenje od raka bitno je rano otkrivanje bolesti. Na probir Preventivhog programa za
otkrivanje raka kolorektuma koji je krenuo 2007. g. u Hrvatskoj, odaziv gradana je 35%, dok je
primjerice na sli¢an probir u Sloveniji odaziv gradana 60%. Prema podacima iz literature, kod
lokalizirane bolesti petogodisnje prezivljenje je vece od 90%. Nazalost, u Hrvatskoj je samo 11%
slucajeva KRK-a otkriveno u lokaliziranom stadiju, a ¢ak 13% bolesnika u vrijeme dijagnoze ima
udaljene metastaze. Prema podacima CONCORD-3 studije, u Hrvatskoj je petogodiSnje
prezivljenje za rak debelog crijeva koji je bio dijagnosticiran izmedu 2010. i 2014. godine 51.5%,
a za rak rektuma 48.2%. Ti su podaci porazavajuéi jer je prezivljenje od KRK-a u sjevernoj i
zapadnoj Europi 65% (12).

1.3. Probir na kolorektalni karcinom

KRK je ¢esta, ali u ranom stadiju u 70% slucajeva asimptomatska maligna bolest (13). Stoga
je urazvijenim zemljama odavno prepoznata vaznost probira na kolorektalni karcinom indirektnim
i direktnim metodama. Indirektne metode su test na okultno krvarenje temeljen na gvajaku (eng.
Guaiac fecal occult blood test, gFOBT), fekalni imunokemijski test (FIT), virtualna kolonografija
i FIT s fekalnom DNA (14) (Slika 4). Direktna metoda, ujedno najosjetljivija u otkrivanju svih
kolorektalnih lezija, jest kolonoskopija koja ima 75%- tnu osjetljivost za diminutivne kolorektalne
polipe, 85%- tnu za male polipe promjera 6 - 9 mm i 95%- tnu osjetljivost za velike polipe i KRK
(15). U indirektne metode ubraja se FIT DNA koja otkriva hemoglobin u stolici i mutaciju KRAS
gena karakteristi¢nu za uznapredovale adenome i KRK te ima 92.3 %-tnu osjetljivost (15). Prednost
je jednostavna primjena i samo jedan uzorak (za FOBT su primjerice potrebna tri uzorka), nije
potrebna prilagodba dijete i uskrac¢ivanje nesteroidnih antireumatskih lijekova te acetilsalicilne
kiseline. Medutim, FIT DNA je preskup test za probir u sustavu javnog zdravstva jer metoda

zahtjeva sofiscitiranu opremu i dodatno educirano osoblje (16).

Medu zemljama postoje razlike u odabiru testova i vremenu kad se testovi provode.
Primjerice, u SAD i Njemackoj je kolonoskopija najées¢a metoda probira, a u ostatku EU se u

probiru koriste FOBT i FIT (17). U SAD-u se preporuca napraviti indirektne testove jednom

6



godisnje, a u EU jednom u dvije godine (18). U SAD-u je pomaknuta dobna granica s 50 na 45
godina za populaciju s uobicajenim rizikom, a u EU se probirni test preporuc¢a nakon 50. godine

zivota (18) (19). U populaciji s povisenim rizikom za KRK primjenjuje se drugaciji pristup.

Osjetljivost po testui tipu lezije

B Adenomi <5 mm
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w
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Slika 4. Graficki prikaz usporedbe osjetljivosti testa za adenome razli¢ite veli¢ine i kolorektalni

karcinom. Graf je napravljen od strane autora u programu MS EXxcel. 1zvor podataka
https://www.uptodate.com/contents/tests-for-screening-for-colorectal-

cancer?search=colorectal%20cancer%20screening&source=search_result&selectedTitle=1%7E150&usage_type=def
ault&display rank=1#H2290317101.

Osjetljivost navedenih testova u probiru za KRK prikazuje tablica 1.



Tablica 1. Specifi¢nost testa u probiru na kolorektalni karcinom. Tablica je napravljena od strane autora
u program MS Word. Izvor podataka: https://www.uptodate.com/contents/tests-for-screening-for-
colorectalcancer?search=colorectal%20cancer%20screening&source=search_result&selectedTitle=1%7E150&usage
_type=default&display_rank=1#H2290317101

Test Kolonoskopija FIT CT Sigmoidoskopija Gvajak FIT-

kolonografija hemokult DNA
Specificnost 86 96.4 88 87 92.5 89.8
(%)

Kod pozitivne obiteljske anamneze (rodbina iz prvog koljena) treba s probirom zapoceti 10
godina prije nego se bolest javila u ¢lana obitelji, a probir uraditi kolonoskopijom (20).
Kolonoskopija je metoda izbora kod sindroma obiteljske polipoze (eng. Familiar Adenomatous
Polyposis, FAP) i sindroma hereditarnog nepolipoznog kolorektalnog karcinoma (Lynchov
sindrom) (21). Kod Lynchova sindroma se na osnovu mutacija gena popravljac¢a krivo sparenih
baza odreduje pocetak probira. Kod mutacija gena MLH1 i MSH2 preporucuje se zapoceti s
kolonoskopijama s 20 - 25 godina, ili 2 do 5 godina prije javljanja KRK kod ¢lana obitelji , ovisno
Sto prije nastuppi te potom svake 1 - 2 godine. Kod mutacija gena MSH6 i PMS2 preporucuje se
zapoceti probir s 30 - 35 godina, odnosno 2 do 5 godina prije javljanja KRK u ¢lana obitelji, potom
svake 1 do 3 godine. U slu¢aju FAP sindroma, probir treba zapoceti u dje¢joj dobi s 10-12 godina
i provoditi svake 1 - 2 godine (21).

1.4. Klini¢ka slika kolorektalnog karcinoma

Simptomi KRK-a prvenstveno ovise o lokalizaciji i stadiju bolesti. U ranom stadiju obi¢no
nema znacajnih simptoma, naro¢ito ako se radi o proksimalnim tzv. desnostranom karcinomu. U
desnom dijelu je kolon §iri i stolica tekuca pa tumor treba narasti nekoliko centimetara da izazove
simptome (22). S druge strane, lijevostrani karcinomi, s izuzetkom rektuma, nastaju u crijevu koje

je uzeg lumena pa ranije izaziva simptome. Jedan od najcescih je krv u stolici, koji put prac¢ena



promjenom u radu crijeva i ritma praznjenja stolice (22). Hematokezija tj. znacajnije
gastrointestinalno krvarenje je ¢es¢e u lijevostranih karcinoma, naroCito raka rektuma. Stolica
moze biti ,tanka kao olovka® , uz tenezme i osjecaj pritiska, odnosno mase u rektumu. Cest
simptom je bol u trbuhu, obi¢no kad tumor naraste toliko da dijelom ili potpuno zatvori lumen
crijeva, metastazira peritonealno ili dovede do perforacije crijeva i peritonitisa (23). Zbog uzeg
lumena bol je kod tumora lijevostranog kolona ¢esca i jaca. Kolorektalni karcinom se moze $iriti
limfogeno, hematogeno i peritonealno, a najces$¢a mjesta diseminacije su limfni ¢vorovi, jetra,
pluca i peritonej (24). Kad se prosiri u lokoregionalne limfne ¢vorove, bolest se smatra lokalno
uznapredovalom, a kod peritonealne diseminacije i udaljenih metastaza u druge organe, radi se o
prosirenoj bolesti s udaljenim metastazama (25). Kod diseminacije u jetru javlja se tupa bol ispod
desnog rebrenog luka i moguce zutica zbog mehanickog pritiska presadnica na zuéne vodove |

opstrukcije protoka zuéi (26). Kod metastaziranja po peritoneju ¢esto nastaje ascites (Slika5) (27).
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Slika 5. Simptomi kolorektalnog karcinoma. Slika je napravljena od strane autora na web stranici Biorender:

https://BioRender.com

Makroskopski se tumor prezentira kao polipoidna, egzofiti¢na, ravna ili ulcerirana tvorba
(28). Endoskopski se primarna lezija klasificira po Paris klasifikaciji kao pedunkularna (tip 1),
ravna (tip I1) i ulcerirana (tip 3) (29). Endoskopska Kudo klasifikacija odreduje prirodu polipa (ne-

neoplasti¢ni / neoplasti¢ni) po obliku zljezdanih kripti, a medunarodna NICE (engl. narrow-band
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imaging international colorectal endoscopic) i japanska JNET (engl. Japan narrow-band imaging)
klasifikacija po povrsinskom izgledu i vaskularizaciji (30), (31), (32). Metoda kromoendoskopije
indigokarminom ili metilenskim modrilom olaksava procjenu je li polip neoplastican, vrlo je
osjetljiva, ali vremenski zahtjevna pa se rjede izvodi u svakodnevnoj klinickoj praksi (33). U
specifiénim situacijama predstavlja zlatni standard, primjerice kod bolesnika s upalnom bolesti
crijeva i visokim rizikom nastanka KRK-a. Kromoendoskopijom se mogu uoc¢iti promjene sluznice
koje indiciraju totalnu kolektomiju i kad je bolesnik bez simptoma i vidljivih lezija sluznice pri

opservaciji bijelim svjetlom (34).

1.5. Endoskopski nalaz klorektalnog karcinoma

Dijagnosticki postupak zapocinje uzimanjem detaljne anamneze i statusa, laboratorijskom
obradom koja ukljuc¢uje kompletnu krvnu sliku, biokemijske pretrage i tumorske biljege te
kolonoskopijom s uzimanjem bioptickog uzorka suspektne lezije (Slika 6). Od slikovnih metoda
treba uraditi MSCT (engl. multislice computed tomography) toraksa, abdomena i zdjelice radi
procjene klinickog stadija tumora. Analiziraju se veli¢ina tumora, invazija u masno tkivo ili okolne
organe, zahvac¢enost limfnih ¢vorova i eventualno prisutnost udaljenih metastaza, koje su najcesce

u jetri i plu¢ima (35).
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Slika 6. Endoskopski nalaz u kolorektalnom karcinomu. a) Kolonoskopski nalazi se egzofiti¢ni
tumor koji krvari i zahvaca 75% opsega, a endoskopskom ultrazvuku hipoehoi¢na lezija stijenke

debelog crijeva b, plava linija. Slike od strane autora prilikom izvodenja endoskopskih pretraga.

Kod karcinoma rektuma je prikaz MR-om (engl. magnetic resonance) zlatni standard za
odredivanje inicijalnog klinickog stadija bolesti jer je superiornija od MSCT-a (engl. multi slice
computed tomography) u procjeni lokalnog statusa tumora i odnosa s okolnim strukturama.
Endoskopski ultrazvuk (engl. endoscopic ultrasound, EUS) se koristi za odredivanje dubine
prodora u stijenku rektuma i okolno tkivo, procjenu zahvac¢enosti mezorektalne fascije i regionalnih
limfnih ¢vorova (35). Osjetljivosti i specifi¢nost te metode varira od 50-90% i ovisi 0 spretnosti i
znanju stru¢njaka koji je izvodi. Vazna prednost pred MR-om je moguénost uzimanja biopti¢kih
uzoraka suspektnih limfnih ¢vorova za potvrdu jesu li reaktivni ili zahvaceni metastatskim
tumorom (36). Kod rektalnog karcinoma se koristi rigidna rektoskopija radi procjene udaljenosti
tumora od anokutane granice (AK) pa su tako tumori niskog rektuma do 5 cm od AK granice,
tumori srednjeg rektuma izmedu 5 i 10 cm od AK granice, a tumori visokog rektuma izmedu 10 i
15 cm od AK granice (35). Udaljenosti tumora od AK granice je vazna kod donosenja odluke o
lijeGenju jer su tumori srednjeg, a narocito niskog rektuma anatomski zahtjevni za postizanje
resekcije do u zdravo. Kod tumora visokog rektuma radi se resekcija kao kod karcinoma kolona
(37).
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1.6. Tumori debelog crijeva

Histoloski KRK je u preko 90 % slucajeva adenokarcinom (38). Adenokarcinom moze nastati
iz sesilne seratne lezije, tubularnog i tubuloviloznog adenoma (Slika 7). U praksi se za vrednovanje
displazije epitela u polipima debelog crijeva koristi Vienna i revidirana Vienna klasifikacija,
Padova klasifikacija, Japanska klasifikacija i klasifikacija Svjetske zdravstvene oganizacije (engl.
WHO). U RH je najsire u uporabi revidirana Vienna klasifikacija koja ima pet kategorija: 1.
negativno na displaziju, 2. nedefinirana displazija, 3. displazija niskog stupnja, 4. displazija

visokog stupnja, 5. invazivni karcinom (39).

Slika 7. Tubularni adenom s displazijom epitela niskog (strjelica) i visokog stupnja (vrh strjelice)
te intramukozalnim karcinomom (elipsa). Fibrovaskularna peteljka je intaktna (HE 10Xx). Iz arhive

Klinickog zavoda za patologiju, sudsku medicinu i citologiju.
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Kod displazije niskog stupnja jednogodiSnja incidencija KRK je 1%, kod kroni¢nih upalnih
bolesti crijeva je takoder 1%, a kod displazije visokog stupnja 16.6% (40) (41).

Najcesci tip KRK-a je adenokarcinom NOS (engl. not otherwise specified), a na ostale tipove
otpada 10%. Prema SZO se razlikuju dva stupnja (lat. gradus) diferencijacije kolorektalnog
karcinoma NOS, niski (G1) i visoki (G2) (Slika 8) (42). Gradusi se odreduju po udjelu nepravilnih
zljezdanih formacija u tumorskom tkivu. U adenokarcinom niskog gradusa spadaju dobro i srednje
diferencirani tumori s >95%, odnosno 50-95% Zljezdanih formacija, a u adenokarcinom visokog
gradusa tumori s < 50 % zlijezdanih formacija.
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Slika 8. Adenokarcinom kolorektuma niskog a) i visokog gradusa b). (HE, 200x) 1z arhive Klini¢kog

zavoda za patologiju, sudsku medicinu i citologiju KBC Split.

Tipovi KRK-a koji se rijetko dijagnosticiraju su karcinom stanica prstena pecatnjaka,
mucinozni karcinom, adenoskvamozni karcinom, karcinom ploc¢astih stanica, medularni karcinom,
sitnostani¢ni nediferencirani karcinom debelog crijeva, karcinoidi, mezenhimalni tumori i limfomi

(slika 9) (38). Adenoskvamozni karcinom se CeS¢e otkrije u poodmaklom stadiju, a u svim
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stadijima ima manje ukupno prezivljenje nego adenokarcinom NOS (56). Primarni karcinom
plocastih stanica kolona je rijedak (0.1- 0.25 na 1000 KRK) i vrlo agresivan (57). Medularni
karcinom kolona u 82.4 % slucajeva pokazuje mikrosatelitsku nestabilnost, slabo je diferenciran i
¢es¢i u desnom kolonu (58). Na karcinom stanica prstena pecCatnjaka otpada 1 % KRK-a,

petogodisnje prezivljenje za stadij IV je 5 %, a za stadij I i II malo iznad 50 % (59).
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Slika 9. Rjedi tipovi kolorektalnog karcinoma su mucinozni karcinom (A) i karcinom stanica

prstena pecatnjaka (B) (HE, 200x). Izvor: Klini¢ki zavod za patologiju, sudsku medicinu i citologiju KBC Split.

Laufman i Saphir opisali su 1951. godine karcinom prstena pecatnjaka kao ,,primarni linitis
plastica“ tip karcinoma kolona (60). U mucinoznom adenokarcinomu kolona je sluz akumulirana
ekstracelularno u vise od 50% tumora, a prognoza povoljnija nego u adenokarcinomu NOS (61).
Sitnostani¢ni nediferencirani karcinom kolona je rijedak, vrlo agresivan i povezan s lo§im ishodom;
¢esto ima neuroendokrinu komponentu i proizvodi antidiuretski hormon, serotonin ili normon koji
oslobada gastrin (62). Karcinoid je rijedak neurondokrini tumor, javlja se ve¢inom u rektumu,
veli¢ine do 2 cm i s malim izraZzajem proliferacijskog biljega Ki-67, a karcinoid kolona ima losiju
prognozu (63). Od mezenhimalnih tumora najces¢i je gastrointestinalni stromalni tumor (GIST),
na kojeg otpada 5 % svih GIST-ova probavnog trakta (64). Na limfome otpada 0.2 do 1% svih
neoplazmi debelog crijeva i javljaju se obi¢no kod starijih, a multimodalno lijecenje ukljucuje

kirursku resekciju 1 kemoterapiju (65).

1.7. Prognosticki biljezi u KRK-u

Adenokarcinom NOS visokog gradusa ima lo$iju prognozu od adenokarcinoma NOS niskog

gradusa. Prognosticka vrijednost gradusa je ograni¢ena visokom varijabilnos¢u procjene medu
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patolozima (42). Kod mucinoznog karcinoma, medularnog karcinoma i karcinoma tipa prstena
pecatnjaka gradus nema prognosticki znacaj (42). Perineuralna invazija (PNI), limfovaskularna
invazija (LVI) i tumorsko pipanje (TP) imaju negativan prognosticki znacaj (Slika 9). PNI znaci
invaziju tumorskih stanica u zivcano vlakno ili zahvacanje bar 30 % opsega ziv€anog vlakna
tumorskim stanicama (43). LVI je invazija limfnih Zila i malih vena i ima negativan prognosticki
znacaj, narocito kod stadija II (44). Na konferenciji o tumorskom pupanju (TP) 2016. godine
odreden je kao kriterij za vrednovanje TP-a nalaz jedne do cetiri tumorske stanice na invazivnoj
fronti tumora, gledano na vidnom polju srednjeg povecanja (200x). Analiza se primjenjuje samo
na kolorektalni karcinom NOS niskog gradusa (45).
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Slika 10. Negativni prognostic¢ki pokazatelji: tumorski depoziti (a), limfovaskularna invazija (b),

perineuralna invazija (c) i tumorsko pupanje (d) (HEx400). Izvor: Klini¢ki zavod za patologiju, sudsku
medicinu i citologiju KBC Split.
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1.8. SARIFA (engl. Stroma Areactive Invasion Front Areas) kao moguéi nepovoljni
prognosticki pokazatelj

U recentnim radovima predlaze se SARIFA (akronim od engl. Stroma A- Reactive Invasion
Front Areas) kao potencijalni negativni prognosticki pokazatelj. Analiza je jednostavna,
repoducibilna i traje par minuta na standardnom hemalaun- eozinskom (HE) preparatu. Patolog
procjenjuje postoji li na invazivnoj fronti tumora neposredni kontakt najmanje pet karcinomskih
stanica s adipocitima (SARIFA+) ili se izmedu karcinomskih stanica i adipocita nalaze traéci
veziva ili upalne stanice (SARIFA -) (Slika 11) (43). Originalni kriterij za pozitivni SARIFA status
postavili su Martin i suradnici 2022. godine na karcinomu kolona, a fenomen SARIFA potom je
istrazen i na drugim karcinomima i utvrden je u inicijalnim studijama njegov negativni prognosticki
znacaj (43), (46), (47).

Slika 11. SARIFA status kolorektalnog karcinoma. U SARIFA- tumoru su zlo¢udne epitelne
stanice odvojene od adipocita upalnim stanicama i tra¢cima veziva, a u SARIFA+ tumoru su u

neposrednom kontaktu s adipocitima (HE, 200X). Izvor: Klini¢ki zavod za patologiju, citologiju i sudsku
medicinu KBC Split.

U KRK-u bi se vrednovanje SARIFA fenomena kao negativnog prognostickog pokazatelja
moglo najkorisnije primijeniti u stadiju Il i I11. U praksi se za te stadije bolesti, a narocito stadij II
jo$ traze dodatni prognosticki biljezi koji bi mogli usmjeriti klini¢ara prema optimalnoj terapijskoj
odluci. Naime, kod lokalnog i lokoregionalno prosirenog KRK-a terapijska odluka nije uvijek ista,

ve¢ se donosi od sluc¢aja do slucaja, za razliku od stadija O, I i IV gdje je odabir terapijskog pristupa
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jednostavniji. Kim i suradnici su 2015. godine upozorili na paradoks - u stadiju bolesti 1B i II1C je
Kaplan-Meierova krivulja prezivljenja strmija nego u stadiju I1A (48). Naknadno je vise
istrazivaca potvrdilo tu opservaciju, medu zadnjima Yu i suradnici koji isticu vaznost T stadija kod
KRK-a i potrebu za dodatnim biljezima (49). U tom bi kontekstu SARIFA mogla dopuniti
informacije o bioloskom ponasanju lokalnog tumora, $to je vazno za stadije Il i Il (47). Reitsam i
suradnici su analizom KRK-a utvrdili da su SARIFA+ tumori ¢es¢e povezani s udaljenim
metastazama, kra¢im prezivljenjem specificnim za karcinom i kra¢im ukupnim prezivljenjem. Uz
to su znacajno povezani s pT4 stadijem, visokim gradusom, pozitivnim nodalnim statusom i
tumorskim pupanjem. Prema tim autorima SARIFA je znacajan neovisni negativni prognosticki
biljeg (47). Tapiainen i suradnici su otkrili da se tumorski imuni mikrookoli$ (TME, od engl. tumor
immune microenvironment) razlikuje s obzirom na SARIFA status tumora. SARIFA+ tumori imali
su manje CD3+ T stanica, CD66b+ granulocita, proupalnin M1 makrofaga i CD14+HLA-DR+
monocita od SARIFA- tumora, a vise protuupalnin M2 makrofaga i CD14+HLA-DR- nezrelih
monocita (50). Markl i suradnici utvrdili su u SARIFA+ tumorima u zlo¢udnim epitelnim
stanicama na invazivnom rubu tumora prisutnost FABP4 (eng. fatty acid binding protein 4) koji
pospjesuje vezivanje slobodnih masnih kiselina za CD 36 i njihov unos u tumorsku stanicu za njene
metabolicke potrebe (Slika 12) (51).
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Slika 12. Neposredni kontrakt izmedu tumorskih stanica i adipocita omogucava stani¢nu

interakciju (HE, 200x). 1zvor: Klini¢ki zavod za patologiju, citologiju i sudsku medicinu KBC Split.

U SARIFA+ tumoru karcinomske stanice, osim FABP4 i CD36, ¢es¢e luce matriksne
metaloproteinaze MMP-11 i PAI-1 (engl. plasminogen activator inhibitor 1) koje razrjedivanjem
matriksa doprinose invazivnosti tumora (51). Promjene u TME zbog obogacivanja kolesterolom i
masnim kiselinama pospjeSuju agresivnost, brzinu rasta 1 metastaziranje tumora, a utiSavaju
imunosni odgovor jer smanjuju u¢inkovitost dendriti¢kih stanica koje luc¢e kemoatraktante za NK
stanice. Pomak ravnoteze s proupalnog na imunotolerantni odgovor pospjeSuju adipociti koji se u
interakciji s tumorskim stanicama mijenjaju u ,,adipocite povezane s karcinomom* (51). Zbog
navedenih ¢injenica, SARIFA+ status tumora se povezuje s fenotipski nepovoljnim tumorima i
smatra negativnim prognostickim biljegom. Prednosti odredivanja SARIFA statusa kao biljega
temelje na jednostavnom odredivanju na standardnom HE preparatu i niskoj cijeni analize (46).
Nema dodatnih troskova zbog specijalnih bojanja i dodatne validacije, a podudarnost u
interpretaciji izmedu patologa je visoka (46). Analiza SARIFA fenomena je egzaktna na

operativnom materijalu jer su endoskopske biopsije ograni¢ene na sluznicu i podsluznicu (46).

1.9. Ostali prognosti¢ki i prediktivni biljezi

Od genetskih molekularnih analiza, u KRK-u se odreduje status mikrosatelitskih gena za
popravak DNA jer je nestabilni mikrosatelitski status povoljan prognosticki ¢imbenik kod KRK-a,
nevezano o histoloskom tipu. Mutacija gena KRAS ili BRAF u KRK-u ima nepovoljan prognosticki
znacaj (52), (53).
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1.10. TNM Klasifikacija i klini¢ki stadiji KRK-a

U svijetu se Siroko primjenjuje TNM klasifikacija Amirickog zajednickog odbora za rak engl.
American joint comittee on cancer (AJCC) i Medunarodne unije za kontrolu raka engl. Union for
international cancer control (UICC). ,,T* onacava veli¢inu i doseg tumora, ,,N* proSirenost U
lokoregionalne limfne ¢vorove, a ,,M* udaljene metastaze. Po TNM Kklasifikaciji odreduje se
modalitet lije¢enja i prognoza ishoda bolesti. Klinicka (CTNM) klasifikacija utvrduje se na temelju
radioloskog, endoskopskog i kirur§skog nalaza, a patoloska (pTNM) Klasifikacija nakon resekcije

crijeva s tumorom i patohistoloske analize.
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Tablica 1. TNM klasifikacija kolorektalnog karcinoma

Tx Primarni tumor nije moguce odrediti.

TO Nema dokaza o primarnom tumoru.

Tis Tumor “in situ” tumorsko tkivo je ograni¢eno na sluznicu i ne probija muskularis mukoze.
T1 Tumor invadira podsluznicu.

T2 Tumor invadira misi¢ni sloj.

T3 Tumor invadira okolno masno tkivo.

T4a Tumor invadira kroz visceralni peritonej.

T4b Tumor izravno invadira u okolne organe.

Status limfnih ¢vorova (N)

NX Status lokoregionalnih limfnih ¢vorova nije moguce odrediti.

NO Nema diseminacije u lokoregionalne limfne ¢vorove.

N1 Jedan do tri regionalna limfna ¢vora su pozitivna (tumor u limfnim ¢vorovima mjeri >0.2 mm), ili bilo
koji broj tumorskih depozita prisutan, a svi ¢vorovi negativni.

Nla Jedan regionalni limfni ¢vor je pozitivan.

N1b Dva ili tri regionalna limfna ¢vora su pozitivni.

Nilc Svi limfni ¢vorovi su negativni, ali tumorski depoziti se nalaze u subserozi, mezenteriju, perikolicnom,
perirektalnom/mezorektalnom masnom tkivu.

N2 Cetiri i vide &vorova su pozitivni.

N2a Cetiri do $est limfnih Gvorova su pozitivni.

N2b Sedam i vise limfnih ¢vorova su pozitivni.

Prisutnost udaljenih metastaza (M)

MO Nema dokaza o prisutnosti udaljenih metastaza.

M1 Metastaze u udaljene organe (jedan ili vise) i prisutnost peritonealnih metastaza.
M1la Metastaze u jedno sijelo ili organ, bez peritonealnih metastaza.

M1b U dva udaljena dijela ili organa, bez prisutnosti peritonealnih metastaza.

Mic Prisutnost peritonealnih metastaza sa ili bez prisutnosti metastaza u organima.
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Tablica 2. Stadiji kolorektalnog karcinoma (AJCC/UICC 8. revizija)

T N M Stadij
Tis NO MO 0
T1, T2 NO MO |

T3 NO MO 1A
T4a NO MO 11B
Tab NO MO 1nc
T1-T2 N1/N1lc MO 1A
T1 N2a MO 1A
T3-T4a N1/Nic MO 1B
T2-T3 N2a MO 1B
T1-T2 N2b MO 1B
T4a N2a MO Ic
T3-T4a N2b MO Ic
T4b N1-N2 MO Ic
Bilo koji T Bilo koji N Mla IVA
Bilo koji T Bilo koji N M1b VB
Bilo koji T Bilo koji N Mlc IVC

23



1.11. Lijecenje kolorektalnog karcinoma.

Lijecenje KRK-a prvenstveno ovisi o stadiju bolesti. U ranom (0 i I) stadiju bolesti, pristup
je obi¢no monomodalan te je endoskopska ili kirurska resekcija tumora kurativna u 90% slucajeva
(54). Za manje lezije se provodi endoskopska mukozna resekcija (EMR), a za vece endoskopska
submukozna disekcija tumora (ESD) (55). Kod stadija O preporucuje se, ako je moguce,
endoskopski pristup i “en bloc” resekcija do u zdravo (R0). Kad nije moguée tumor odstraniti EMR
tehnikom do u zdravo, moze se u ekspertnim centrima uraditi ESD (55) (56). Kod izabranih
kandidata u stadiju I moZe se uraditi endoskopska resekcija ako zlo¢udna promjena (T1) ne zahvaca
fibrovaskularnu peteljku nego smo glavu ili vrat polipa (tzv. Haggitt O - 3) i ne invadira dublje od
dvije tre¢ine podsluznice (sml i sm2). Kod tog pristupa nema poveéanog rizika Sirenja bolesti (56).
Ako se patohistoloskim pregledom utvrdi da je udaljenost lezije od resekcijskog ruba <1 mm, ili
postoji tumorsko pupanje, LVI, PNI ili visoki gradus tumora, naknadno treba uraditi kirursku
resekciju (57). Kad bolesnik s ranim stadijem bolesti nije kandidat za kirurSsko lijeCenje,
endoskopski treba pokusati ukloniti tumor. Tumori do 2 cm se mogu ukloniti endoskopskom
resekcijom u cijeloj debljini (,, engl. full thickness*), na na¢in da se endoskopskim uredajem

resecira cijela stijenka zajedno s lezijom i defekt u cijelosti zatvori endoskopskim putem (58).

Kod lokalno uznapredovalog KRC-a u stadiju Il i Ill, razlikuju se modaliteti lijeGenja za
kolon i rektum. Kod karcinoma kolona radi se kirurSka resekcija i ovisno o odluci
multidisciplinarnog tima nastavlja adjuvantno lije¢enje (56). Kod karcinoma rektuma je situacija
slozenija i oteZana resekcija Cistog ruba (56). Za tumore do 10 cm od AK granice prvo se provodi
neoadjuvantna radio/ kemoradioterapija (56). KirurSka resekcija je temelj lijeCenja, pri ¢emu se
uklanja tumor i okolno tkivo do zdravog ruba. Kolostomiju treba uraditi kad je tumor smjeSten u
rektumu uz sfinkter, ili je probio u peritonej/okolne strukture i kompliciran je infekcijom (56). Kod
karcinoma rektuma provodi se neoadjuvantno lijeCenje kod stadija Il kad je zahvacena
mezorektalna fascija, ili se radi o T3 i T4 bolesti. Adjuvantna kemoterapija se ne primjenjuje
rutinski u stadiju Il. Za bolesnike s visokim rizikom u stadiju Il (slabo diferencirani ili perforirani
tumor), moZe se provesti kemoterapija nakon operacije kako bi se smanjio rizik od recidiva (56).
Terapijski protokoli su FOLFOX (5-fluorouracil, leukovorin, oksaliplatin) ili CapOx (kapecitabin

i oksaliplatin). Moze se primijeniti imunoterapija inhibitorima kontrolne toc¢ke (pembrolizumab i
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nivolumab), inhibitorom ¢imbenika rasta vaskularnog endetotela (bevacizumab) i inhibitorima
epidermalnog ¢imbenika rasta (panitumumab i cetuksimab) ako nema mutacije KRAS (56). U
stadiju Il je tumor prosiren u lokalne i/ili regionalne limfne ¢vorove i potrebno je multimodalno
lije¢enje. Kod kolona se, kao i u stadiju Il, prvo uradi kirurska resekcija, a potom slijedi adjuvantna
kemoterapija. Kod karcinoma rektuma se gotovo uvijek provodi neoadjuvantno lijecenje, a potom
kirurska resekcija i adjuvantno lijecenje (56). U stadiju IV bolesnik se lije¢i sustavnom terapijom.
U izabranim sluc¢ajevima moze se uraditi kirurS§ka metastazektomija ako nece bitno narusiti
funkciju ciljanog organa, primjerice u jetri resekcija do Cetiri izolirane metastaze (56). Kod plu¢nih
metastaza treba dobro probrati koji bolesnici mogu imati eventualnu korist od metastazektomije.
Nakon kirurske resekcije provodi se sustavna kemoterapija. U izabranim slucajevima moze se
provesti neoadjuvantna kemoterapija radi procjene terapijskog odgovora i u slucaju
zadovoljavaju¢eg smanjenja udaljenih metastaza u jetri ili plu¢ima, bolesnika uputiti na Kirursku
resekciju (56). Kod izoliranih jetrenih metastaza, u pazljivo odabranim slu¢ajevima kad se bolest
moze ukloniti resekcijom primarnog sijela i limfnih ¢vorova, moze se uz resekciju crijeva uraditi

transplantacija jetre. Taj se pristup jos nije ustalio u standardnom lijecenju (59).

Unato¢ navedenim prognostickim i prediktivnim biljezma, dijagnostici i multimodalnoj
terapiji, vecina bolesnika s KRK-om ima skraceni zivotni vijek i umre od povrata i diseminacije
bolesti. Zato se traze novi biljezi koji bi omogucili jo§ bolje razumijevanje ove bolesti. S obzirom
da se lijevo i desno debelo crijevo razlikuju u vise prethodno navedenih aspekata, neki od
potencijalnih biljega su ispitani s obzirom na lateralnost samog organa. Jedan od kandidata,
supresorski gen DAB2 koji je vrlo aktivan u embriogenezi i ugaSen u mnogim humanim

karcinomima, istrazen je u ovom radu.
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1.12. DAB adaptor protein 2 (DAB2)

DAB?2 je transmembranski protein koji ima vaznu ulogu u embrionalnom razvoju, stanicnom
signaliziranju i prometovanju vezikula. Ime je dobio zbog sli¢nosti s disabled (Dab) proteinom
Drosophilae melanogasteri (60). Otkrio ga je Mok sa suradnicima u epitelu jajnika i primjetio da
nije izrazen U raku jajnika te nazvao “Differentially Ovarian Cancer 2” (DOC2) (61). Gen DAB 2
nalazi se na kratkom kraku petog kromosoma (5p13) i kodira protein DAB2 od 770 aminokiselina
(62). Njegove dvije izoforme p96 DAB2 i p67 DAB2 razlikuju se po centralnom dijelu koji je u
p67 izoformi izrezan, dok na oba kraja imaju identi¢ne konzervirane domene - fosfotirozin
vezuju¢e domene (PTB) i prolinom bogate domene (PRD) (Slika 13) (63). Izrezivanje se dogada
nakon transkripcije kad na pre-mRNA DAB2 zapoc¢ne proces izrezivanja introna. Uz uklanjanje
introna alternativnim prekrajanjem, daljnje modifikacije mRNA se vrSe alternativno putem kojem
se mogu izrezivati egzoni (64). Tim procesom u jezgri, isti gen daje dvije razlicite mMRNA upute za
daljnju sintezu proteina u endoplazmatskom retikulumu gdje se odvija translacija mRNA u protein.
[zoforma p96 je vazna u endocitozi jer pomocu svojih vezivnih domena za klatrin, adaptin, DPF
vezivnih domena i TRAF 6 (engl. tumor necrosis factor associated factor 6) regulira endocitozu

vaznih signalnih proteina i za nizvodno signaliziranje (slika 12 i 13).
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Slika 13. lzoforme proteina DAB2 oznacene prema molekularnoj masi. p96 izforma ima

molekularnu masu 96 kDa, a izrezana p67 izoforma 67 kDa jer joj nedostaje sredisnji egzon (65).

Slika je napravljena od strane autora na web stranici Biorender: https://BioRender.com.
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Na slici 14 prikazane su glavne razlike izmedu dvije izoforme DAB2.
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Slika 14. Razlika izmedu dviju izoformi p 96 i p 67 DAB2. Prikazanoj p67 izoformi nedostaje
srediS$nji dio za TRAF6 i DPF vezuju¢e domene, klatrin i adaptin. Te su domene vazne za vezivanje

DAB?2 u endocitozi. Slika je napravljena od strane autora prema izvoru: Figliuolo da Paz i suradnici. Front

Immunol. 2020.

Iz studija na misjem modelu je poznato da DAB2 tijekom embrionalnog razvoja utjece na
gastrulaciju i razvoj embrija. DAB2 regulira pocetno signaliziranje iz epiblasta i ima centralnu
ulogu u embriogenezi visceralnog endoderma (66). DAB2 regulacijom endocitoze signalnih
¢imbenika kao $§to su megalin i kubulin iz epiblasta odreduje klju¢ne tocke izrazaja proteina
odgovornih za razvoj visceralnog endoderma. Potpuni gubitak DAB2 u tzv. knockout miSevima
potvrduje njegovu ulogu u regulaciji endocitoze i signalnih puteva (67). DAB2 posreduje u
regulaciji endocitoze pomo¢u DPF domene koja je u interakciji s adaptinom 2. U interakciji je s

klatrinom pomo¢u Dbl homologne domene (DH) i NPF domene. Klatrinske jamice su endocitozne
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jamice koje nastaju uvrtanjem stani¢éne membrane. Taj proces je znacajno potpomognut funkcijom
DAB2 proteina jer se, uz ve¢ navedene interakcije, veze za miozin VI, netipi¢ni miozin ¢ija je
glavna funkcija interakcija s aktinskim stani¢nim citoskeletom (68). DAB2 se veze na rep miozina
V1 koji se svojom motornom glavicom giba putem aktinskih vlakana stani¢nog citoskeleta i tako

povlaci, odnosno uvrée stani¢nu membranu i stvara endocitoti¢ne vezikule (Slika 15).

"Cargo”

<+«—Miozin VI

Ubikvitin

Klatrin

Slika 15. Interakcije proteina koji sudjeluju u endocitozi. DAB2 posreduje u interakciji izmedu
“cargo” proteina, klatrina, miozina i proteina stanicne membrane te se veze za miozin 6 koji je dio

stani¢nog citoskeleta. Slika je napravljena od strane autora na web stranici Biorender: https://BioRender.com.

Izvor podataka: Finkielstein CV i sur. Bioessays. 2016.

DAB?2 sudjeluje u regulaciji stani¢nih signalnih putova. Primjerice, u stani¢nom putu EGF
(engl. epidermal growth factor) DAB2 djeluje inhibicijski na nizvodnu interakciju izmedu proteina
GRB2 (engl. growth factor receptor binding protein 2) i Sos1 (engl. Son of sevenless 1) (69) (Slika
16). To je drugi korak u nizvodnoj aktivaciji EGFR RAS-RAF- MAPK kaskade u kojem GRB2,
potaknut vezivanjem liganda na EGFR, nizvodno fosforilira GRB2 koji fosforilira Sosl i dolazi do

fosforilacije Ras-Raf-MEK-ERK kinaza i stani¢ne proliferacije (70). DAB 2 ostvaruje inhibicijski
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ucinak kompetitivnim vezivanjem na aktivno mjesto, ¢ime sprjecava fosforilaciju na razini GRB2
i Sosl. Nizvodno u Ras-Raf-MEK-ERK kinazama DAB 2 ima inhibicijski u¢inak na fosforilaciju
ERK kinaze od strane Src protoonkogena. DAB 2 se pomo¢u PRD domene veze na Src homolognu

domenu 3 i sprjecava Src da dalje fosforilira ERK kinazu i akitvira njen proliferativni u¢inak (71).

EGFR receptor

Slika 16. Uloga DAB2 u EGFR signalnom putu. DAB 2 inhibira interakciju izmedu Grb2 — Sos te

Src — ERK. Slika je napravljena od strane autora. Izvor podataka: Finkielstein CV i sur. Bioessays. 2016.

Osim u EGFR signalnom putu, DAB 2 ima inhibicijski u¢inak na Wnt/B-beta kateninski
signalni put stani¢ne proliferacije (Slika 17). Taj signalni put jedan je od glavnih za nastanak
zlo¢udnih novotvorina, naro¢ito vazan u karcinomu debelog crijeva (71). Vezivanjem liganda Wnt

dolazi do aktivacije signalne kaskade preko transmembranskih domena Frizzled i Lrp 5/6, koji
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mobiliziraju protein fosfatazu 1 da defosforilira aksin koji se potom degradira (71). Tako se
oslobada B-katenin i nizvodno ostvaruje proliferativni u¢inak. Uloga DAB2 je kompeticija s protein
fosfatazom 1 za vezivno mjesto na aksin, ¢ime stabilizira aksin p-kateninski kompleks (71).
Interakcija dovodi do mobilizacije kinaze glikogen sintaza kinaze -3 koja dodatno fosforilira taj

kompleks i obiljezava ga za razgradnju ubikvitinom, ¢ime Se blokira proliferativni u¢inak (71).
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Slika 17. Wnt — beta kateninski signalni put (a) i interakcija s DAB2 koji ga inhibira (b). Slika je

napravljena od strane autora na web stranici: https://BioRender.com lzvor podataka rad:
https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fcell.2016.00129
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Epitelno-mezenhimska pretvorba je korak u razvoju i invazivnosti tumora za koju je vazan
TGF-p signalni put. U fizioloskim uvjetima taj put ima tumor supresorski uc¢inak i ko¢i stani¢nu
proliferaciju te usmjerava stanice prema programiranoj smrti (72). Vezivanjem liganda iz super
obitelji TGF-B na receptor, provodi se signal nizvodno putem SMAD 2 i 3. DAB2 se veZze za
SMAD 3 i omogucuje interakciju i fosforiliranje SMAD 2 te daljnje mobiliziranje SMAD4
(prethodno nazivan i DPP4 — od engl. deleted in pancreatic cancer 4) koji poti¢e apoptozu. U
patoloskim uvjetima kod gubitka DAB2, dolazi do nekanonske aktivacije Ras-MAPK signalnog
puta pod utjecajem TG-B. Da bi se taj signalni put patoloski aktivirao, uvjet je disfunkcija DAB2
koji je kompetitivni inhibitor Grb2 i Sos (Slika 18) (72).

D" TGF beta
. _receptor

(sMAD2) <« @
A \ 172
SMAD2 @ 8 @
() Stanicna
apoptoza, Q) ERK |— proliferacija,
. Supresija stimulacija
rasta i Bcl 2,
proliferacije prezivljenje

Slika 18. Kanonski TGF beta signalni put i nekanonski put u kojem TGF-B aktivira Grb2 i Sos.
Potrebno je iskljuciti DAB2 protein iz funkcije da TGF-p receptor prede iz proapoptotskog u anti-

apoptotski protein. Slika je napravljena od strane autora na stranici: https://BioRender.com. Izvor podataka iz rada:
Tao W. i sur.. PLoS One 2014.
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1.13. DAB 2 u tumorima i kolorektalnom karcinomu

DAB2 je opisan kao tumor supresor u vise tipova karcinoma. Prvi ga je u toj ulozi opisao
Mok sa suradnicima u raku jajnika. Do danas je objavljeno vise radova o DAB2 kao tumor
supresoru. Wang i suradnici su 2020. godine analizirali 37 uzoraka karcinoma zeluca u kulturi
stanica i usporedili sa zdravom kontrolom. Imunohistokemijski su u 86 % karcinoma utvrdili
gubitak DAB2 u odnosu na zdrave stanice (73). Gubitkom funkcije DAB2 dolazi do pojacane
aktivnosti Whnt/beta kateninskog signalnog puta proliferacije, poveéanog izrazaja matriksnih
metaloproteinaza 2 i 9 i smanjenog izrazaja E kadherina. Kod pojacanog izrazaja DAB 2, u¢inak
je suprotan (73). Ma i suradici su 2018. godine utvrdili da je DAB2 kod nesitnostani¢nog karcinoma
pluca (NSCLC) povezan s visim TNM stadijem, nodalnim metastazama, visokim gradusom i
losijom prognozom (74). Kod hipermetiliranih tumora DAB2 je bio utiSan hipermetilacijom
promotorske regije. X ionizacijsko zracenje dovelo je do reaktivacije DAB2 jer je smanjilo izrazaj
DNA N-metil transeraze (DNMT) i poluéilo bolji odgovir na terapiju. Za razliku od tumora s
hipermetiliranim DAB2, kod tumora s hipometiliranim DAB2 nije bilo povoljnijeg odgovora na X
zraGenje (74). Hocevar je 2019. istrazivala poveznicu DAB2 i duktalnog adenokarcinoma gusterace
te signalne putove koje tumor koristi za svoju progresiju. Utvrdila je da DAB2 igra vaznu ulogu u
epitelno-mezenhimskoj pretvorbi: gubitkom DAB2 u linijama stanica duktalnog adenokarcinoma
gusteraCe smanjuje se izrazaj E- kadherina i pojacava izrazaj vimentina, javlja mutacija K-RAS i

gubitak SMAD4 i TP53, sto sve povrduje tumor supresorsku ulogu DAB2 u toj bolesti (75).

Kleef i suradnici su jos 2002. northern blot metodom utvrdili da je opticka gusto¢a mRNA
DAB?2 slabija u KRK-u i jetrenim metastazama nego u zdravom tkivu (76). Vazquez-Carretero i
suradnici su utvrdili imunoflorescencijskom metodom da DAB2 i E-kadherin kolokaliziraju na
apikalnoj membrani stanica. Gubitkom DAB2 u upali i kolorektalnom karcinomu gubi se izrazaj
E-kadherina, S$to dovodi do disrupcije tijesnih spojeva medu stanicama i citoarhitektonske

stabilnosti. Sve navedeno upucuje na vaznost gubitka DAB2 u procesu tumorigeneze (77).
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2. CILJEVI |
HIPOTEZE
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2.1. Ciljevi istrazivanja

Na operativnom materijalu kolorektalnog karcinoma:

1. usporediti izrazaj DAB2, analiziran imunofluorescencijskom metodom, u adenokarcinomu i
prema zdravom resekcijskom rubu kao kontroli

2. usporediti izrazaj DAB2, analiziran imunofluorescencijskom metodom, u lijevostranom i
desnostranom adenokarcinomui

3. analizirati izrazaj DAB2 s obzirom na stupanj diferencijacije adenokarcinoma i ostale
patohistoloske varijable

4. odrediti SARIFA status na invazivnoj fronti tumora u HE preparatu i usporediti s drugim

patohistoloSkim varijablama
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2.2. Hipoteze

U kolorektalnom karcinomu je izrazaj DB2 povezan sa stupnjem diferencijacije tumora.

DAB?2 ima razli€it izrazaj u desnostranom i lijevostranom adenokarcinomu kolona.

Slabiji izrazaj DAB2 je povezan s nepovoljnim patohistoloskim pokazateljima.

Pozitivni SARIFA status je povezan s nepovoljnim patohistolo§kim pokazateljima.
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3. ISPITANICI |
METODE
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3.1. Ispitanici

U uzorku je 138 ispitanika s KRK-om, susljedno operiranih na Klinici za kirurgiju od 01.
sije¢nja 2017. do 31. prosinca 2017. godine. Iz arhive Zavoda za patologiju, sudsku medicinu i
citologiju KBC Split prikupljeni su parafinski blokovi tumorskog tkiva i 34 parafinska bloka
zdravog resekcijskog ruba kao kontrola u imunofluorecencijskoj analizi DAB2. Kriteriji uklju¢enja
ispitanika bili su poznati demografski podaci, (spol, dob) i histoloski preparat obojen hemalaun-
eozinom (HE) u kojem je uz infiltriranu stjenku crijeva prikazana invazivna fronta tumora. Kriteriji
iskljucenja bili su prethodna neoadjuvantna kemo/radioterapija, nepotpuni demografski podaci i
nedostupnost odgovaraju¢eg parafinskog bloka tumorskog tkiva. Analizirani pokazatelji bili su
pTN stadij, veli¢ina tumora u duzoj dimenziji (cm), zahvaéenst opsega crijeva (%), limfokapilarna
invazija (da/ne), perineuralna invazija (da/ne), tumorski depoziti (ne/da) i tumorsko pupanje (nema,
nisko, srednje, visoko). Svim ispitanicima je na temelju mikroskopske analize HE preparata prema

kriteriju Martina i suradnika odreden SARIFA status tumora.

Iz ove kohorte su za imunofluorescentnu analizu izrazaja DAB2 izdvojena 34 susljedna
lijevostrana ili desnostrana adenokarcinoma niskog ili visokog gradusa. 1z parafinskih blokova
tumorskog tkiva i zdravog resekcijskog ruba tih slu¢ajeva izrezani su histoloski preparati debljine

3 mikrometra i obojeni protutijelom DAB2 indirektnom imunofluorescencijskom metodom.

3.2. Imunoflorescencijska analiza DAB2

Ruc¢no imunofluorescencijsko bojanje je uradeno na Zavodu za anatomiju, histologiju i
embriologiju Medicinskog fakulteta. Preparati su deparafinirani i rehidrirani prolaskom kroz ksilol
i gradijent alkohola (deparafinizacija 3x 5, ispiranje u alkoholu: 100% 10, 100% 10', 96% 5', 70%
5', pranje destiliranom vodom), kuhani u citratnom puferu (pH=7) u mikrovalnoj pe¢nici 12' radi
otvaranja antigena, ohladeni na sobnoj temperaturi 20" i isprani s radnim PBS-om (engl. phosphate-
buffered saline). Potom je apliciran pufer za blokiranje proteina (ab64226, Abcam, Cambridge,
UK) radi sprjecavanja nespecificnog bojanja i ocijeden nakon 30'. Aplicirano je primarno
protutijelo DAB2 (ab33441, Abcam, Cambridge, CB4 OFL, UK), razrijedeno 1:400 i inkubirano

preko noc¢i u vlaznoj komori. Nakon ispiranja PBS-om aplicirano je sekundarno protutijelo
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(AlexaFluor®488 Affini Pure Donkey Anti-Rabbit 1gG) i inkubirano 1h. Nakon ispiranja,
primjenjen je DAPI za kontrastno bojenje jezgara. Preparati su analizirani na imunofluorescentnom
mikroskopu (Olympus, Tokyo, Japan) na nafin da je analizirano i fotografirano osam
nepreklapajuc¢ih vidnih polja velikog povecanja (400x). Mikrofotografije su snimljene DS-Ri2
digitalnom kamerom (Nikon, Tokyo, Japan) opremljenom softwerom (NIS-Elements F softver,
Nikon, Tokyo, Japan), pohranjene u Tiff formatu na racunalu i naknadno analizirane pomocu
ImageJ softvera (National Institutes of Health, Bethesda, MD, USA). Koristen je prilagodeni
protokol procesiranja slike. Inicijalno je reducirana crvena autofluorescencija oduzimanjem crveno
obojenih signala od zelene fluorescencije i nakon toga koristen filter medijana s polumjerom od
5.0 piksela. Potom je primijenjen “default” algoritam za odredivanje grani¢nog praga
(,threshold ). Analiza je provedena mjerenjem postotka povrSine tkiva pod fluorescencijom.
Postotak izrazaja DAB2 u tumoru i zdravom resekcijskom rubu svakog ispitanika bio je izra¢unat

radi usporedbe eventualnih promjena.

3.3. Odredivanje SARIFA statusa

SARIFA status odreden je u standardnim HE preparatima tumorskog tkiva u 138 ispitanika,
uporabom kriterija navedenog u radu Martin i suradnika (46). Preparati su orjentacijski pregledani
na malom povecanju, a na povecanju 200x utvrdena su SARIFA+ mjesta; ako nije pronaden ni

jedan takav fokus, tumor je kategorizan kao SARIFA- .
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3.4. Statisticki postupci:

Izracun uzorka:

Prema objavljenim studijama, ucestalost SARIFA u KRK-u je izmedu 22 i 28%. U KBC
Split je 2017. godine operirano 300 bolesnika s KRK-om pa se moglo ocekivati da bi 75 imali
SARIFA - pozitivni status. S obzirom da za studiju treba 10 ispitanika po varijabli tj. 5 po
pozitivnom ishodu (SARIFA+), u multivarijatnoj analizi moglo se ispitati povezanost 8-15
neovisnih varijabli sa SARIFA-om. Odlucili smo ispitati 7 neovisnih varijabli u multivarijantnoj
analizi, §to dovodi do procijenjenog uzorka od 35 ispitanika sa SARIFA+ i 105 ispitanika sa

SARIFA- statusom, odnosno veli¢ine uzorka od 140 ispitanika.

U analizi DAB2, izraun potrebne veli¢ine uzorka proveden je koriStenjem mreznog

programa na mreznoj stranici http://www.stat.ubc.ca/~rollin/stats/ssize/. Za izraun su koristeni

podaci dobiveni preliminarnom analizom izrazaja DAB2 u 4 KRK-a visokog stupnja i 6 KRK-a
niskog stupnja, sa slijede¢im parametrima; mul = 0,63; mu2 = -0,59; sigma = 0,58; power = 80%

ip = 0,05. Najmanja potrebna veli¢ina uzorka prema ovome izracunu iznosila je 4.

U analizi poveznosti SARIFA statusa s drugim varijablama bili su uradeni parametrijski i

neparametrijski trestovi, univarijatna i multivarijatna regresijska analiza.

Za analizu povezanosti DAB-2 s drugim varijablama uradena je Box-Cox transformacija
podataka kako bi se zadovoljila pretpostavka normalnosti u t-testu i multivarijantnom modelu.
Sirovi podaci prikazani su tablicama i grafovima. Univarijatna analiza provedena je t testom i
odredivanjem Pearsonove korelacije izmedu relativnog izrazaja DAB2 1 klinicko-patoloskih
varijabli. Multivarijantna analiza provela se visestrukim linearnim regresijskim modeliranjem.
StatistiCki dokazi su prikazani kao ucinak veli¢ine, 95% CI ucinka veliine, mjera dobrog
pristajanja (R2), AcAIC i p vrijednost. Za graficki prikaz koristio se postotak izrazaja DAB2 u

tumoru u usporedbi s normalnim tkivom istog ispitanika.
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Za komentiranje naSih rezultata u Raspravi, i vanjske validacije rezultata nase kohorte uraden
je jednosmjerni ANOVA test i Tukey test multiple na mRNA podacima Xena javno dostupne
platforme za rak debelog crijeva i rektuma (College of California Santa Cruz, Santa Cruz, CA).

3.5. Eti¢ka nacdela:

Ovo je retrospektivno kohortno samostalno znanstveno istrazivanje. Sukladno je svim
primjenjivim svjetskim smjernicama i preporukama ¢iji je cilj osigurati pravilno ophodenje i
rukovanje s bioloskim materijalima, u ovom slucaju tumorskim/zdravim tkivom debelog crijeva
uklopljenim u parafinski blok. Istrazivacki tim odgovoran za provedbu istraZivanja jaméi za
sigurnost i tajnost svih podataka. Prikupljeni podaci Koristit ¢e se isklju¢ivo u istrazivacke svrhe,
bez navodenja osobnih podataka o ispitanicima. Podatci uneseni kroz racunalni sustav i u bazu

podataka ¢e biti Sifrirani 1 pristup omoguéen samo c¢lanovima istrazivackog tima i1 ¢lanovima

Etickog povjerenstva.

Ovo istrazivanje odobrilo je Eticko povjerenstvo Klinickog bolnickog centra Split 14. lipnja
2022. (Ur.br: 2181-147-01/06/M.S.-22-02). Istrazivanje je provedeno u skladu s nacelima

Helsinske deklaracije.
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4. REZULTATI
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4.1. Izrazaj DAB-2 u kolorektalnom karcinomu s obzirom na zdravi resekcijski rub i gradus
tumora.

Za istrazivanje izrazaja DAB2 je iz kohorte ispitanika s KRK-om susljedno odabrano 34

ispitanika koji su imali Cisti resekcijski rub i bili bez poznatih udaljenih metastaza. U Tablici 4

pokazane su vrijednosti pracenih varijabli.
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Tablica 4. Raspodjela pracenih pokazatelja u 34 ispitanika s kolorektalnim karcinomom u kojih je

analiziran izrazaj DAB2 u tumoru i zdravom reskcijskom rubu debelog crijeva.

Varijabla N (%)
Lokacija Desno 20 (59)
Lijevo 14 (41)
Gradus Niski 14 (41)
Visoki 20 (59)
Zahvacenost opsega (%) Medijan 90.00 (IQR 60.00 — 100.00)
Dubina invazije (mm) Medijan 9.00 (IQR 2.00 — 19.00)
Limfovaskularna invazija da 11 (33%)
ne 23 (67%)
Perineuralna invazija da 7 (21%)
ne 27 (79%)
Status limfnih ¢vorova pNO 17 (50%)
pN1 13 (38%)
pN2 4 (12%)
Metastaze u limfnim da 21 (53,8%)
¢vorovima
ne 18 /46,2)
Ekstracelularna sluz da 14 (41)
ne 20 (59)
Dob (godine) Medijan 75.50 (IQR 64.75 — 83.00)

Dva (6 %) ispitanika imala su patoloski stadij pT2NO, 15 (44%) pT3NO, 11 (32%) pT3 N1 i
po tri (9%) ispitanika pT3N2a i pT3N2b.
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U zdravoj sluznici je DAB2 izrazen u vretenastim stanicama lamine proprije i apikalnoj strani
vrcastih epitelnih stanica, a u tumoru ponegdje u stromalnim stanicama i rijetko u karcinomskim
stanicama. lzrazaj DAB2 je veéi u KRK-u niskog gradusa nego u KRK-u visokog gradusa (Slika
19).

KRK- niski gradus

KRK - visoki gradus

Slika 19. Izrazaj DAB2 (zeleno) u kolorektalnom karcinomu niskog i visokog stupnja u usporedbi

s zdravim resekcijskim rubom (400x, imunofluorescenca, kontrastno bojenje DAPI. (CC BY) license

(https://creativecommons.org/licenses/by/4.0/).
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Usporeden je izrazaj DAB2 kod lijevostranih i desnostranih adenokarcinoma i utvrdeno je da

je znacajno veéi kod lijevostranih. Izrazaj u zdravoj sluznici na resekcijskom rubu je bio podjednak.

L-KRK

D-KRK

Slika 20. Izrazaj DAB2 (zeleno) u lijevostranom (L-KRK) i desnostranom karcinomu (D-KRK) i
kontroli (pripadajuci zdravi resekcijski rub s desne strane). U kontroli je DAB2 jako izrazen u
lamini propriji i apikalnom dijelu vréastih epitelnih stanica (vrhovi strelica), a u KRK-u vrlo slabo

i U po kojoj tumorskoj stanici (vrhovi strelica), no jac¢e u L-KRK-u nego u R-CRC-u. Plavo - DAPI.
(CC BY) license (https://creativecommons.org/licenses/by/4.0/).
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Analiziran je izrazaj DAB2 s obzirom na lateralnost tumora. Prema univarijatnoj analizi, u
desnostranom karcinomu je DAB2 protein znacajno slabije izrazen nego u lijevostranom
karcinomu (p = 0.01) (Tablica 4). Desnostrani KRK visokog gradusa imali su slabiji izrazaj DAB2
nego lijevostrani KRK visokog gradusa (p=0.02).

Tablica 4. Univarijantna analiza izrazaja DAB2 u pracenim varijablama.

VARIJABLA Pearson r p
Lateralnost Desnostrani prema lijevostranom -0.40475 0.01
karcinoma
Gradus Visoki prema niskom 0.37953 0.02

Multivarijatnom analizom utvrdeno je da su lateralnost KRK-a i gradus neovisni prediktori
relativnog izrazaja DAB2 u odnosu na kontrolu (Tablica 5). Razlika u izrazaju DAB2 smanjila se
za 52.51 % kod desnostranog u odnosu na lijevostrani KRK. Kod tumora visokog gradusa, relativni

izrazaj DAB2 iznosio je 45.9% izrazaja pripadajuce kontrole.

Tablica 5. Multivarijatna analiza izrazaja DAB2.

VARIJABLE U MODELU Efekt veli¢ine (95% CI) R? AcAIC™ p”
Intercept 35.54 (-76.15do 147.2) 28.52% 6.4 0.0055
Lateralnost (desno/lijevo) -52.51(-101.1do -3.927)

Gradus (visoki/niski) 45.9 (-3.304 do 95.10)

AcAIC* - engl. conditional Akaike’s Information Criteria
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U kolorektalnom adenokarcinomu NOS preostali izrazaj DAB2 u odnosu na pripadajucu
kontrolu je znacajno nizi u desnostranom nego u lijevostranom karcinomu (p < 0.05) (Slika 21). U
adenokarcinomu NOS niskog gradusa je preostali izrazaj DAB2 u odnosu na kontrolu znac¢ajno

visi nego U KRK-u visokog gradusa (p < 0.05) (Slika 21).

Preostala ekspresija (%) - Preostala ekspresija (%) -
Desno-lijevo Histoloski stupanj

400 * 400 - *

300 —‘7

200~
_|_

300+

200

Preostala ekspresija (%)
Preostala ekspresija (%)

100 100 J_
AL N
0 . . 0 T T
Desno Lijevo Nizak Visok
Anatomska podjela novotvorine Histoloski stupanj

Slika 21. Preostali izrazaj DAB2 u kolorektalnom karcinomu u odnosu na pripadaju¢u kontrolu s

obzirom na lateralnost i gradus. * p < 0.05 izmedu naznaCenih skupina. (CC BY) license

(https://creativecommons.org/licenses/by/4.0/).

Svi praceni pokazatelji osim gradusa i lateralnosti (pTN, tumorsko pupanje, PNI, LVI) nisu
bili znacajno povezani s izrazajem DAB2.
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4.2. Analiza izraZzaja SARIFA i povezanosti s drugim pra¢enim pokazateljima

Analizirano je 138 ispitanika, 84 muskog i 54 Zenskog spola, medijan dobi 73 (63.5-79.5)
godina. Vecina, 83 (61%) ispitanika imali su lijevostrani karcinom. Naj¢esca lokalizacija tumora
bila je rektosigma, u 52 (46.2%) slucajeva. Histoloski je najces¢i, u 83 (80.2%) slucajeva, bio
adenkarcinom NOS i niski gradus tumora, u 81 (80.2%). Pozitivan N status imalo je 40 (39.6%)
ispitanika. SARIFA+ status utvrden je u 26.8% ispitanika. SARIFA+ adenokarcinomi su ¢esce
imali tumorske depozite (¥?=6.567; p=0.010) i pozitivan N status (x>= 6.948; p=0.008). Takoder su
imali vise tumorskih pupova, ali bez statisticki znacajne razlike (x*=17.8; p=0.05). U SARIFA+
KRK-u ¢esce su nadene limfovaskularna i perineuralna invazija, ali bez statisticki znacajne razlike
(x*=3.000; p=0.083, odnosno x>=3.319 ;p=0.068).

Tablica 6. Rezultati analize SARIFA statusa i povezanosti s drugim pra¢enim varijablama.

VARIJABLA Ukupno SARIFA+ SARIFA -
N=101,
(N=138) (N=37, $3.2%)
26.8%)
Spol (N, %) Zenski 53 (38.7) 15 (40.5) 38 (38) 0.786
Muski 84 (61.3) 22 (59.5) 62 (62)
Strana tumora Lijevo 83 (60.1) 19 (51.4) 64 (63.4) 0.202
(N, %) Desno 55 (39.9) 18 (48.6) 37 (36.6)
Cekum, uzlazno 46 (33.3) 12 (32.4) 34 (33.7) 0.807
1 hepaticni
pregib
Lokalizacija <
{UMora u Poprecno 9 (6.5) 4 (10.8) 5 (5)
debelom crijevu  Lijenalni pregib 18 (13) 5(13.5) 13 (12.9)
(N, %) i silazno
Rektosigma 43 (41.3) 14 (37.8) 57 (42.6)
Rektum 6 (5.9) 2 (5.4) 8 (5.8)
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Histoloski Visoki 28 (20.3) 8 (21.6) 20(19.8) 0.814
gradus, NisKi 110 (79.7) 29 (78.4) 81 (80.2)
N (%)
Histoloski tip, NOS 115 (83.3) 32 (86.5) 83(82.2) 0.741
N (%) Mucinozni 20 (14.5) 4 (10.8) 16 (15.8)
Stanica poput 3(2.2) 1(2.7) 2 (2)
pecatnjaka
Promjer tumora (cm. medijan (IKR) 4 (3-5.5) 4 (2.16-4) 4(2.5-4) 0.533
Zahvacenost opsega (%, medijan 92.5 (70-100) 90 (72.5-100) 95 (70- 0.986
IKR) 100)
Dubina invazije (mm, medijan 1 (0.5-3) 1 (0.6-3.5) 1(0.4-3) 0.322
IKR)
LVI (%) Ne 80 (58) 17 (45.9) 63 (62.4) 0.083
Da 58 (42) 20 (54.1) 38 (37.6)
PNI (%) Ne 111 (80.4) 26 (70.3) 85(84.2) 0.068
Da 27 (19.6) 11 (29.7) 16 (15.8)
Tumorski Ne 71 (85.5) 16 (69.6) 55(91.7) 0.010
depoziti
Da 12 (14.5) 7 (30.4) 41.7 (8.3)
N (%)
pT (N, %) pT3 127 (92) 34 (91.9) 93(92.1) 0.971
pT4 11 (8) 3(8.1) 8(7.9)
Limfni ¢vorovi Negativni 74 (53.6) 13 (35.1) 61 (60.4) 0.008
(N, %) Pozitivni 64 (64.4) 24 (64.9) 40 (39.6)
Tumorsko Zbir 1 65 (61.9) 13 (44.8) 52 (68.4)
pupanje .
Zbir 2 24 (22.9) 11 (37.9) 13(17.1) 0.05
N, % -
(N. %) Zbir 3 16 (15.2) 5(17.2) 11 (14.5)

y’test Legenda: LVI limfvaskularna invazija, PNI perivaskularna invazija IKR interkvartilni raspon
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Usporeden je udio zahvaénih limfnih ¢vorova u odnosu na SARIFA status. SARIFA pozitivni
kolorektalni karcinomi imali su statisticki zna¢ajno vise (p=0.008) infiltriranih limfnih ¢vorova
(19.62; 95% CI: 11.23-28.01) u odnosu na SARIFA negativne (10.94; 95% CI: 6.53-15.35) (Slika
21).

p=0.008
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Slika 22. Udio zahvaéenih limfnih &vorova (LC) u odnosu na SARIFA fenomen (Mann-Whitney
U test).

Obzirom da je N stadij prognosticki i prediktivno znacajan, ispitan je utjecaj pracenih pokazatelja

na vjerojatnost pojave nodalnih metastaza (Tablica 7).
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Tablica 7. Univarijanta logisti¢ka regresija: povezanost demografskih i patohistoloskih pokazatelja

s nodalnim metastazama (pN).

VARIJABLA OR (95% CI) p
Dob 0.985 (0.955-1.017) 0.353
Spol 0.910 (0.457-1.815) 0.790
Dubina invazije 1.046 (0.937-1.168) 0.425
Limfovaskularna 4.516 (2.189-9.315) <0.001
invazija

Perineuralna invazija 1.909 (0.812-4.487) 0.138
SARIFA status 2.815 (1.29-6.2) 0.010

OR-omjer izgleda, 95%CI — 95% interval pouzdanosti

Utvrdena je znacajna povezanost nodalnih metastaza s limfovaskularnom invazijom i
SARIFA statusom. Postojanje limfovaskularne invazije povezuje se s 4.5 puta ve¢im rizikom od
pozitivnog nodalnog statusa (y>=17.845, OR 4.516; 95% Cl: 2.189-9.315; p<0.001), a SARIFA
pozitivni status s 2.8 puta veéim rizikom (¥?=6.993, OR 2.815; 95% CI: 1.29-6.2; p=0.010). Ostali

praceni pokazatelji nisu pokazali povezanost s ve¢im rizikom od nodalne bolesti.

Za procjenu neovisnog ucinka LVI i SARIFA statusa na pojavnost nodalnih metastaza u
ispitanika s kolorektalnim karcinomom, provedena je multivarijatna logisticka regresijska analiza

u koju su ukljuceni prediktori s p-vrijednos¢u < 0.05 u univarijatnoj analizi (Tablica 8).
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Tablica 8. Multivarijatna regresijska analiza povezanosti LVI i SARIFA statusa s pozitivnim N
stadijem kolorektalnog karcinoma.

VARIJABLA OR (95% CI) p
Limfovaskularna 4.237 (2.028-8.855) <0.001
invazija

SARIFA status 2.491 (1.085-5.720) 0.031

OR-omjer izgleda, 95%CI — 95% interval pouzdanosti

Regresijski model je statisti¢ki znadajan (x?=22.597, p<0.0001) te je sveukupnom tono$éu
od 68.1% objasnio 20.2% varijance ishoda (zahvac¢enost limfnih ¢vorova). Oc¢ekivano, prisutnost
LVI u uzorku povecéava vjerojatnost razvoja nodalne bolesti za 4.2 puta (OR 4.237; 95%ClI:

2.028-8.855; p<0.001), a postojanje SARIFA-e za oko 2.5 puta (OR 2.491; 95%CI: 1.085-5.720;
p=0.031).
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5. RASPRAVA

Globalno je kolorektalni karcinom tre¢i po ucestalosti s incidencijom od 1.8 milijuna
oboljelih i drugi po uzroku smrti od malignih bolesti, s mortalitetom od milijun umrlih godisnje
(78). Uzevsi u obzir znacajne promjene u stilu zivota i ishrani, sa sve ve¢cim pomakom prema
,zapadnjackoj prehrani“ i sjedilackim poslovima te sjedilackom nacinu Zivota, ne iznenaduje
porast incidencije te bolesti unato¢ napretku u dijagnostici i prevenciji kroz programe probira. U
porastu su pretilost, fizicka neaktivnost, dijeta s puno crvenog/preradenog mesa, pusenje, alkohol,
SeCerna bolest i inzulinska rezistencija, koji su glavni nozoloski ¢imbenici u 70% slucajeva
kolorektalnog karcinoma (11) (79). Pretilost i inzulinska rezistencija su, nazalost, u velikom
porastu i kod djece, sto ukazuje na dramaticne promjene u na¢inu Zivota u zadnjih nekoliko
desetljeca (80).

Suvremeni uredaji za dijagnostiku, visi struéni standardi i dostupne terapijske moguénosti
poboljsali su ishode lije¢enja, koji i dalje najvise ovise o stadiju bolesti (54, 81). U prvom stadiju
je izljecenje od kolorektalnog karcinoma u preko 90% slucajeva. Medutim, u RH samo 11%
bolesnika bude dijagnosticirano u prvom stadiju, a ¢ak 13% u trenutku dijagnoze ima udaljene
metastaze. U vecina bolesnika je bolest loko-regionalno prosirena (stadij I1i I11) i klini¢ariu dilemi
oko optimalnog terapijskog pristupa za pojedinog bolesnika te je znacajan svaki nezavisni
prognosticki pokazatelj i nova terapijska moguénost (82). Potencijal DAB2 kao tumor supresorskog
gena uocili su Mok i suradnici 1998. godine u raku jajnika, a potom je smanjeni izrazaj DAB2
proteina dokazan u mnogim zlo¢udnim tumorima (62, 76, 83). lako je u kolorektalnom karcinomu

istrazivan (84, 85), znacaj izrazaja DAB2 nije posve rasvjetljen pa je to tema ovog rada (84, 85).

U nasoj kohorti ispitanika s KRK-om, bio je znacajno manji izrazaj DAB2 u karcinomu nego
na pripadajuc¢em lateralnom rubu crijeva. Nalaz upuéuje na smanjenu aktivnost tog supresorskog
gena u tumoru i sukladan je rezultatima Kleeffa i suradnika (76). U dvoje ispitanika je izrazaj

DAB2 bio vec¢i u tumoru nego na zdravom rubu, $to se moze objasniti bioloSkom varijabilnoscu.
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Poznato je da su desnostrani karcinomi ces¢e povezani s mikrosatelitskom nestabilnoscu, a
lijevostrani s kromosomskom nestabilnos¢u (3). Son i suradnici nisu otkrili mutaciju DAB2 u
uzorku MSS kolorektalnih karcinoma (86). Karcinogeneza desnostranih karcinoma ¢esce se odvija
seratnim putem adenomske transformacije, pra¢ene mutacijama BRAF i TP53 (87). Dokazali smo
da je DAB2 protein slabije izrazen u KRK-u desnog nego lijevog kolona, koju usporedbu Kleeff i
suradnici nisu radili. Uz to, relativno smanjenje izrazaja DAB2 u odnosu na pripadajucu kontrolu
znacajno je vece u desnostranom nego lijevostranom karcinomu. Ovaj izrazaj DAB2 u KRK se
dijelom moze objasniti ulogom DAB2 u TGF-f signalnom putu (88). U ranoj tumorogenezi DAB2
potic¢e kanonski put TGF-B/SMAD koji suzbija rast tumora i epitelno-mezenhimalnu pretvorbu
(88). U kanonskom TGF-B/SMAD signalnom putu se u odgovoru na citokin TGF-f dovodi do
zaustavljanja stani¢nog ciklusa te aktivacije domena smrti i apoptoze. S druge strane, u tumorskim
stanicama se TGF- receptorski sustav prekapca s kanonskog TGF-B/SMAD puta na ne-kanonski
TGF-B/RAS/RAF/MAPK sustav, a smanjeni izrazaj DAB 2 dopusta aktivaciju te signalne kaskade
(88). U tumorima s visokom mikrosatelitskom nestabilnos¢u (AIMMR/MSI-H), kakvi su ¢es¢i u
desnostranom raku debelog crijeva, TGF-p put je inaktiviran (89). Moguce je izrazaj DAB2 u
desnostranom KRK-u manji zbog toga jer je utisan hipermetilacijom (88). Hipermetilacija je
uobi¢ajena za seratne puteve adenomske transformacije i sesilne seratne adenome, koji su ¢es¢i u
desnom kolonu (90). Nase rezultate dobivene imunofluorescencijskom analizom provjerili smo na
podacima iz DAB 2 transkriptoma u javno dostupnoj bazi TCGA studije o raku debelog crijeva i
rektuma (COADREAD) (Dodatak 1). Analizom iz baze posredno smo potvrdili nas rezultat jer je
izraza) mRNA DAB2 bio znac¢ajno nizi u desnostranom nego u lijevostranom KRK-u, s tim da je
najvisi bio u raku sigmoida, a najnizi u raku cekuma i uzlaznog debelog crijeva. U naSoj kohorti su
20 ispitanika imali podatak o MSI statusu tumora; od toga su troje ispitanika imali MSI nestabilni
adenokarcinom, svi desnostrano i s vrlo niskim izrazajem DAB?2. Izrazaj DAB2 je u tim tumorima
bio manji nego u MSI-stabilnim tumorima (41.37% prema 66.56%). U analizi podataka iz TCGA
studije utvrdili smo znacajno manju vrijednost MRNA DAB2 u mikrosatelitski nestabilnom KRK-
u, Sto potkrijepljuje nas prethodni rezultat. Son i suradnici navode da su mutacije DAB2 povezane
su s MSI statusom - mutacije pomaka okvira ¢itanja DAB2 pronadene su u 2 od 79 KRK-a (2,5%)
s MSI-H, a ni u jednom u MSS KRK-u (86). lzrazaj DAB2 proteina je znacajno nizi u KRK-u

visokog nego niskog gradusa, sto potvrduje njegovu ulogu kao tumor supresora.
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Poznata je tumor supresorska uloga D vitamina u debelom crijevu i drugim organima (91).
Smanjeni izrazaj DAB2 onemogucuje prijenos vitamina D u epitelne stanice i ¢ini ih osjetljivima
na zlocudnu transformaciju (92). Prema Hocevar i suradnicima, DAB2 je inhibitor Wnt/p-
kateninskog puta preko interakcije s Disheveled-Axin proteinima (93). Tom interakcijom salje se
signal APC proteinu, aksinu, glikogen sintaza kinazi 3b i1 B-beta kateninu, §to dovodi do
fosforilacije B-katenina na N-terminalnom dijelu i ubikvitinacije, a posljedica je inhibicija
proliferacije stanica (93). Ve¢ spomenuta uloga DAB2 u TGF-f signalizaciji mogla bi biti vazna
za tumor supresorski potencijal. Prema Hannigan i suradnicima, DAB2 potice TGF-B/SMAD
kanonski put put u ranoj tumorogenezi, koji inhibira proliferacijske putove signalizacije i ima
proapoptotski uc¢inak (88). Autori su utvrdili smanjeni izrazaj DAB2 kod uznapredovalog raka s
loSom prognozom, kad je funkcija TGF-p promijenjena iz tumor supresora u tumor promotor
nekanonskom aktivacijom TGF-p receptorske signalizacije. Naime, tumorske stanice izbacuju iz
funkcije DAB 2 kako bi preko nekanonske aktivacije TGF-§ aktivirali put Ras-Raf-MEK-ERK
kinaze (88). Rezultat Hannigana i suradnika u skladu je s nasim nalazom niskog izrazaja DAB2 u

KRK-u visokog gradusa.

U klinickoj praksi bolesnici s lijevostranim KRK-om imaju vise koristi od ciljanih terapija,
ukljucujuci terapiju protutijelima na EGFR ili VEGFR, a bolesnici s desnostranim KRK-om i MSI-
H imaju vise koristi od imunoterapije (89, 94). Razlike u izrazaju DAB2 s obzirom na lateralnost
tumora imaju potencijalnu prediktivnu vrijednost. U eksperimentalnoj studiji, miR-93 potice rast i
metastaziranje raka prostate inaktivacijom DAB2 i aktivacijom Akt/ERK1/2 puta. U raku prostate,
moguce je posti¢i pojacanu regulaciju DAB2 i inaktivaciju Akt/ERK1/2 polisaharidom zelenog
¢aja (95). Isto tako, X ionizirajuce zracenje moze inducirati DAB2 u hipermetiliranom NSCLC-u
na nain da pojaca djelovanje enzima DNA-N-metil transferaze (DNMT) koji demetilira
promotorsku regiju DAB2 (74). S obzirom da je jedan od mehanizama utiSavanja DAB2 metilacija

u njegovoj promotorskoj regiji, terapijski potencijal te ¢injenice vrijedno je dodatnih istrazivanja.

Vaznost ove maligne bolesti zahtjeva daljnje trazenje prognostickih i prediktivnih
pokazatelja koji bi se mogli uzeti u obzir pri donosenju klinicke odluke o lije¢enju pojedinog
bolesnika. Jedan od novih predlozenih histoloskih pokazatelja je SARIFA fenomen. SARIFA+

status je u nasoj kohorti ispitanika povezan s vecom invazivnos¢u jer je vjerojatnost nodalne
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metastaze 2.5 puta veca u SARIFA+ tumora (p=0.031). Reitsam i suradnici takoder su utvrdili
povezanost SARIFA+ statusa s pozitivnim limfnim ¢vorovima i visim stadijem bolesti (96). Do
sad nisu potpuno rasvijetljeni molekularni mehanizmi koji ucestvuju u lokalnoj invazivnosti
tumora. Reitsam i suradnici su u drugoj kohorti ispitanika s KRK-om nasli povezanost SARIFA+
statusa i BRAF mutacije (98). U bolesnika s MSI ishod je bio povoljniji unato¢ SARIFA+ statusu
(97). U nasem istrazivanju SARIFA pokazuje trend povezanosti s limfovaskularnom invazijom
(p=0.083). Limfovaskularna invazija (LVI) povecava vjerojatnost razvoja nodalne bolesti za 4.2
puta. Tumorske depozite karakterizira prisustvo tumorskih stanica u perikolicnom masnom tkivu.
U odsutnosti pozitivnih limfnih ¢vorova taj se N stadij oznacava kao pN1c , a stadij bolesti
reklasificira iz 11 (koji je NO) u stadij 111, sve sukladno 8. reviziji AJCC/UICC (98). Utvrdili smo
znacajnu povezanost prisustva tumorskih depozita sa SARIFA+ statusom. U literaturi nismo
pronasli ovakav rezultat za usporedbu. U sli¢nim studijama su kolorektalni karcinomi sa SARIFA+
statusom povezani s visim stadijem bolesti (99). Za razliku od Reitsama i suradnika, nismo utvrdili
povezanost SARIFA statusa s duzim promjerom primarnog tumora (p=0.533), dubinom invazije u
perikoli¢nu mast (p=0.332), zahvacenos¢u opsega crijeva (p=0.986), niti pT stadijem (p=0.971)
(46). Utvrdili smo trend povezanosti s LVI te PNI (p=0.083 i p=0.68). U studiji Tapiainen i
suradnika iz 2025. godine utvrdena je znacajna povezanost izmedu SARIFA statusa i LVI u KRK-
u. Reitsam i suradnici su 2024. godine analizom TCGA kohorte kolorektalnog karinoma utvrdili
da SARIFA+ status bolje od standardnih biljega predvida los§ ishod bolesti (96). U nizozemskoj
kohorti od 1726 kolorektalnih karcinoma s poznatim molekularnim profilom utvrdeno je da je
SARIFA+ status povezan s mutacijom BRAF V600E, ali ne i s KRAS mutacijom (97). Prema
Tsurumaru i suradnicima je zahvacenost opsega crijeva na CT kolonografiji povezana s TNM
stadijem, ali ne utjeCe na petogodiSnje prezivljenje (100). Pretpostavka je da SARIFA+ kolorektalni
karcinomi ne moraju biti veliki, niti duboko prodirati da bi metastazirali u lokalne limfne ¢vorove
ili stvorili tumorske depozite. Martin i suradnici su 2021. godine istaknuli povezanost SARIFA+
statusa s vi§im TNM statusom, odnosno vjerojatnos¢u metastaziranja u limfne ¢vorove i druge
organe (46). U multicentri¢nom kohortnom istrazivanju kolorektalnog karcinoma pT3 i pT4,
Foersch i suradnici su utvrdili znacajnu povezanost SARIFA+ statusa s ishodom, a ne s
lateralizacijom, spolom i dobi (101). Tapiainen i suradnici utvrdili su da je znacajno Ce$¢i
SARIFA+ status bio kod desnostranih u odnosu na lijevostrane kolorektalne karcinome (102). U

nasoj studiji nismo nasli razlike u SARIFA statusu s obzirom na lateralnost (101).
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U zakljucku, rezultati nase analize kolorektalnog karcinoma ukazuju na relativni gubitak
izrazaja DAB2 u odnosu na zdravi resekcijski rub i razlike u njegovom izrazaju s obzirom na
lateralnost i gradus tumora. To bi moglo imati prediktivni znacaj jer se u eksperimentalnim
modelima pokazalo da se demetilacijom DAB2 moze aktivirati. SARIFA+ status je bio povezan s
pozitivnim nodalnim statusom i drugim pokazateljima agresivnog ponasanja tumora. Nasi rezultati
su u prilog tome da SARIFA postane biljeg koji se analizira u standardnom patohistoloskom nalazu,

ali je prethodno potrebno sabrati rezultate kohorti iz mnogo razli¢itih zemalja u sustavne preglede.
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Dodatak

Analizirani su podaci 0 mMRNA DAB2 iz javno dostupne baze TCGA Colon and Rectal
Cancer (COADREAD) radi vanjske validacije nasih rezultata i komentirani u Raspravi disertcije.
U 733 uzorka KRK-a utvrden je manji izrazaj mRNA DAB2 u desnostranom nego u lijevostranom
KRK-u (p < 0.0001). Izrazaj mRNA DAB2 bio je znacajno veci u sigmoidnom kolonu nego u
cekumu i ascendentnom kolonu (p < 0.01). Nije utvrdena povezanost izmedu vrijednosti MRNA
DAB?2 i patoloskog stadija, nodalnog statusa, broja pozitivnih limfnih ¢vorova, perineuralne
invazije, limfovaskularne invazije, broja pozitivnih limfnih ¢vorova broja rodaka prvog koljena s
dijagnozom raka, mutacije K-RAS te spola i dobi. MSI status je bio zna¢ajno povezan s manjim
vrijednostima mRNA DAB2 (p < 0.001).
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6. ZAKLJUCCI
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1. Izrazaj DAB2 je znacajno manji u primarnom tumoru nego u pripadaju¢em zdrvom reskcijskom

rubu.

2. Izrazaj DAB2 je zna¢ajno manji U desnostranom nego lijevostranom adenokarcinomu kolona.

3. Izrazaj DAB2 je manji u kolorektalnom karcinomu niskog gradusa nego visokog gradusa.

4. Pozitivni SARIFA status naden je u 26.8% kolorektalnih karcinoma.

5. Utvrdena je statisti¢i znacajna povezanost SARIFA pozitivnog statusa S pozitivnim nodalnim
statusom i postojanjem tumorskih depozita. Brojnije tumorsko pupanje nije postiglo statistiCku
znacajnost, ali pokazuje pozitivan trend obzirom na grani¢nu p vrijednost. Takoder smo uocili
postojanje pozitivnog trenda povezanosti SARIFA+ statusa s limfovaskularnom i perineuralnom

invazijom no bez statisticke znacajnosti.

6. Limfovaskularna invazija i SARIFA+ status neovisno znacajno povecavaju izgled za nodalnu

metastazu.

7. SARIFA status nije statistiCki znacajno povezan s dobi i spolom, lateralno$¢u tumora,
promjerom i dubinom invazije primarnog tumora, zahvacanjem opsega crijeva, pT stadijem,

gradusom i tipom kolorektalnog karcinoma.
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7. SAZETAK

Ciljevi: Kolorektalni karcinom (KRK) je jedan od vodec¢ih uzroka poboljevanja i smrti od
malignih bolesti. Standardni patohistoloski ¢imbenici ne objasnjavaju u potpunosti varijabilnost
klini¢kog tijeka pa se traze novi biljezi. DAB adaptor protein 2 (DAB2), tumor-supresorni protein
istrazen u karcinomu raznih organa, nije do sad analiziran u kolonu s obzirom na lateralnost i gradus
tumora. SARIFA (engl. areactive invasion front area) je nedavno opisan nepovoljni pokazatelj

kojeg zelimo ispitati na naSem uzorku.

Ispitanici i metode: Uzorak sadrzi 138 ispitanika s KRK-om operiranih tijekom 2017.
godine u KBC Split. 1z arhive su prikupljeni parafinski blokovi tumorskog tkiva, izrezani i obojeni
HE metodom te analizirani na svjetlosnom mikroskopu na prisutnost SARIFA fenomena. U 34
bolesnika iz kohorte uradena je indirektna imunofluorescencijska analiza tumorskog tkiva i
zdravog resekcijskog ruba uporabom monoklonalnog misjeg protutijela DAB2 i preparati
mikroskopirani na imunoflorescencijskom mikroskopu, slikani i analizirani u programu Image J.

Rezultati su statisti¢ki analizirani s razinom znacajnosti p<0.05.

Rezultati: SARIFA+ status naden je u 37(26.8) slucajeva i bio znaajno povezan S
pozitivnim nodalnim statusom i tumorskim depozitima. U imunohistokemijskoj studiji izrazaj
DAB?2 je bio znac¢ajno manji u tumoru nego na zdravom reskecijskom rubu, manji u desnostranom

nego lijevostranom adenokarcinomu te u karcinomu visokog nego niskog gradusa.

Zakljucci: Smanjeni izrazaj DAB2 u KRK-uU potvrduje njegovu ulogu tumor-supresora, a
razlike u izrazaju s obzirom na lateralnost i gradus imaju moguce prediktivno znacenje. SARIFA
je potvrdena kao nepovoljni ¢imbenik, jer neovisno o limfokapilarnoj invaziji utjece na pojavnost

nodalnih metastaza.
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8. LAICKI SAZETAK

Rak debelog crijeva jedan je od naj¢es¢ih uzroka smrti od raka. Iako lije¢nici koriste
razli¢ite pokazatelje za procjenu bolesti, oni ne objasnjavaju uvijek zasto se bolest $iri brze kod
nekih bolesnika. Zato se traze novi znakovi koji bi mogli pomo¢i u ranijem prepoznavanju tezih

oblika raka 1 odabiru lijecenja.

U ovom istrazivanju proucavali smo dva moguca pokazatelja. Prvi je protein DAB adaptor
protein 2 (DAB2), prirodna tvar koja u zdravim stanicama usporava nastanak tumora, a u nekim
vrstama raka primijeé¢eno je da ga ima manje. Drugi pokazatelj je SARIFA, akronim od eng.
(Stroma a-reactive invasion front area), na¢in na koji se stanice raka $ire na rubu tumora, a
oznacava izravni kontakt tumorske stanice s masnom stanicom ¢ime tumorska stanica postaje

agresivnija, $to se povezuje s losijim ishodima bolesti.

Analizirali smo tkivo 138 bolesnika operiranih u KBC-u Split. Kod svih smo pregledali

prisutnost SARIFA fenomena, a u manjoj skupini mjerili koli¢inu DAB2 proteina.

Rezultati su pokazali da se SARIFA pojavljuje kod otprilike ¢etvrtine bolesnika i da je
povezana s ¢eS¢im Sirenjem bolesti u limfne ¢vorove. Takoder smo otkrili da tumorske stanice

sadrze manje DAB2 proteina od zdravog tkiva, osobito u agresivnijim i desnostranim tumorima.

Na temelju ovih nalaza zaklju¢ujemo da DAB2 djeluje kao zastitni ¢imbenik, a njegov
gubitak povezan je s losijim oblicima raka. SARIFA se takoder pokazala kao znak nepovoljnog
tijeka bolesti. Ova dva pokazatelja mogla bi u buduc¢nosti pomo¢i lije€nicima da bolje procijene

rizik i prilagode lijecenje svakom pacijentu.
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9. SUMMARY
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Title: Significance of DAB adaptor protein 2 expression in colorectal cancer

Objectives: Colorectal carcinoma (CRC) is one of the leading causes of morbidity and
mortality from malignant diseases. Standard pathohistological predictors do not fully explain the
variability of the clinical course, so new markers are needed. DAB adaptor protein 2 (DAB2), a
tumor suppressor protein investigated in carcinomas of various organs, has not been analyzed in
the colon with regard to laterality and tumor grade. SARIFA (engl. areactive invasion front area)

is a recently described unfavorable marker that we want to examine in our sample.

Subjects and methods: 138 patients with CRC who underwent partial colectomy during
2017 at Univeristy Hospital Split were included. Paraffin blocks of tumor tissue were collected
from the pathological archive, cut into slides, stained standardly and invasive tumor front analyzed
under a light microscope for the presence of the SARIFA phenomenon. In 34 patients from the
cohort, indirect immunofluorescence analysis of tumor tissue and healthy resection margin was
performed using the monoclonal mouse antibody DAB2 and the slides were microscopically
examined under an immunofluorescence microscope, photographied and analyzed in the Image J

program. In statistical analysis p<0.05 was choosen a significant.

Results: SARIFA+ status was found in 37(26.8%) of cases and significantly correlated with
positive nodal status, tumor deposits and tumor budding. The expression of DAB2 was
significantly lower in the tumor than at the healthy resection margin, lower in right-sided than left-

sided adenocarcinoma, and in high-grade than low-grade carcinoma.

Conclusions: Reduced expression of DAB2 in CRC confirms its role as a tumor suppressor,
and differences in expression with respect to laterality and grade have possible predictive
significance. SARIFA has been confirmed as an adverse factor, because independently of

lymphocapillary invasion, it influences the occurrence of nodal metastases.
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10. LAY SUMMARY
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Colorectal cancer is one of the most common cancers and a major cause of cancer-related
deaths worldwide. Doctors currently use several medical features of the tumor to estimate how the
disease might progress, but these do not always explain why some patients have a worse outcome
than others. For this reason, new biological markers are being studied to help predict the course of
the disease more accurately and to guide treatment.

In this study, we focused on two such potential markers. The first is a protein called DAB
adaptor protein 2 (DAB2). In healthy cells, DAB2 helps control growth and prevents the
development of cancer, but its presence has been found to be reduced in several types of tumors.
The second is called “Stroma a-reactive invasion front area” (SARIFA), a specific pattern of cancer
cell spread at the tumor’s edge where tumor cels aren in direct contact with fat cells, which has

recently been linked to worse outcomes.

We analyzed tumor samples from 138 patients with colorectal cancer who underwent surgery
at the University Hospital Split in 2017. All samples were checked for the presence of SARIFA,
and in a smaller group of 34 patients, we also measured the levels of the DAB2 protein in both the

cancer tissue and the healthy part of the intestine.

Our results showed that SARIFA was present in about one quarter of the patients, and it was
associated with a higher chance of cancer spreading to the lymph nodes and nearby tissues. We
also found that the amount of DAB2 protein was lower in cancer cells compared to healthy tissue.
This decrease was especially noticeable in tumors located on the right side of the colon and in more

aggressive cancers.

These findings confirm that DAB2 acts as a protective protein, and that SARIFA is a marker
of worse disease progression. Both could become useful tools in the future to help doctors identify

patients at higher risk and tailor treatment more effectively.
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