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Analiza nivoa ekspresije i varijanti gena SMAD7 u kolorektalnom karcinomu

Sazetak

Inhibitorni SMAD7 ima kljuénu regulatornu ulogu u TGF-B signalizaciji posredovanoj
SMAD proteinima, koja je Cesto narusena u kolorektalnom karcinomu (CRC). U ovoj studiji je
analizirana ekspresija SMAD7 gena i njegov balans sa zajednickim medijatorom SMAD4 genom u
progresiji primarnog i metastatskog CRC i predikciji terapijskog odgovora, kao i geneticka
varijabilnost 3’ netranslatirajuc¢eg regiona (3’UTR) SMAD7 i funkcionalne posledice otkrivenih
varijanti. Ekspresija i odnos SMAD7 i SMADA4 ispitivani su metodom kvantitativni PCR u realnom
vremenu (qRT-PCR) u tumorskim i uparenim netumorskim tkivima primarnih i metastatskin CRC
ispitanika, sedam humanih ¢elijskih linija i SW620 ¢elijama tretiranim hemioterapeuticima. 3°UTR
SMAD?7 je analiziran direktnim sekvenciranjem, relativnom kvantifikacijom diferencijalne alelske
ekspresije otkrivenih varijanti metodom alel-specifi¢ni qRT-PCR, kao i in silico predikcijom njihovih
regulatornih posledica. Rezultati su pokazali promenu odnosa SMAD7/SMAD4 u tumorima i
odgovoru na terapiju, povisenu SMAD7 ekspresiju u tumorima ispitanika sa dobrim u odnosu na one
sa loSim odgovorom na neoadjuvantnu hemioradioterapiju (nCRT) i Cetiri razliite varijante
pojedina¢nog nukleotida (SNV) u 3’UTR-u koje su ispoljavale alelsku neravnotezu i modifikovale
mesta vezivanja mikroRNK (miRNK), od kojih je jedna prvi put detektovana somatska varijanta.
Izmenjen odnos SMAD7/SMAD4 u tumorskim ¢éelijama i tkivima ukazuje na znacaj naruSavanja ovog
balansa u progresiji tumorske bolesti. Diferencijalnu ekspresiju SMAD7 u odgovoru na nCRT treba
dalje istraziti zbog moguce prediktivne vrednosti. Alelska neravnoteza u ekspresiji detektovanih SNV

koje menjaju vezivanje miRNK ukazuje na njihovu potencijalno vaznu ulogu u regulaciju ekspresije
SMAD7 u CRC.

Kljuéne reci: kolorektalni karcinom, SMAD7, SMAD4, neoadjuvantna hemioradioterapija, varijanta
pojedinac¢nog nukleotida, 3’ netranslatirajuci region, alelska neravnoteza, mikroRNK

Naucna oblast: Biologija

UZa nau¢na oblast: Molekularna genetika



Analysis of SMAD7 gene expression levels and variants in colorectal cancer

Abstract

Inhibitory SMADY7 plays a crucial regulatory role in SMAD-dependent TGF-p signaling that
is often disrupted in colorectal cancer (CRC). This study aimed to analyze the expression of SMAD7
and its balance with common mediator SMAD4 in primary and metastatic CRC progression and
prediction, as well as genetic variation in SMAD7 3’ untranslated region (3'UTR) and its functional
consequences. The expression and ratio of SMAD7 and SMAD4 were analyzed by quantitative real-
time PCR (qRT-PCR) in tumor and non-tumor primary and metastatic CRC tissues, seven human cell
lines, and SW620 cells treated with chemotherapeutics. SMAD7 3'UTR was analyzed by direct
sequencing, followed by the relative quantification of differential allelic expression of detected
variants by allele-specific gRT-PCR and in silico predictions of their regulatory consequences. The
results showed changes in the expression ratio of SMAD7 and SMAD4 in tumors and treatment
response, elevated SMAD7 expression in tumors obtained from responders to neoadjuvant
chemoradiotherapy (nCRT) compared to non-responders, and four different single nucleotide variants
(SNVs) in 3'UTR (among which one novel somatic point variant) that all exhibited variable extents
of allelic imbalance in expression and altered miRNA-binding. Changes in the expression ratio of
SMAD7 and SMAD4 in CRC cell lines and tissues emphasize the importance of SMAD7/SMAD4
balance disruption for disease progression. Differential expression of SMAD?7 in responders versus
non-responders to nCRT should be further investigated for its potential predictive value. The
expression imbalance observed in the SNV alleles altering miRNA binding suggests that all
investigated SNVs are possible contributing factors impacting SMAD7 expression regulation in CRC.

Key words: colorectal cancer, SMAD7, SMAD4, neoadjuvant chemoradiotherapy, single nucleotide
variant, 3’ untranslated region, allelic imbalance, microRNA

Scientific field: Biology

Scientific subfield: Molecular genetics
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1. UvOD

1.1. Kolorektalni karcinom

Kolorektalni karcinom (eng. colorectal cancer, CRC) je maligni tumor epitelnog tkiva
debelog creva. Adenokarcinomi ¢ine vise od 90% svih CRC i predstavljaju maligne tumore koji vode
poreklo od Zlezdanih epitelnih ¢elija mukoze kolona i rektuma.! Pored adenokarcinoma, znatno rede
se javljaju ostali histopatoloski tipovi CRC, kao $to su neuroendokrini, skvamozni, adenoskvamozni,
karcinomi vretenastih éelija i nediferentovani maligniteti epitela.? Karcinomi kolorektuma se dele u
odnosu na anatomsku lokalizaciju tumora na karcinome proksimalnog ili desnog kolona (cekum,
ascendentni kolon, hepati¢na fleksura i transverzum), distalnog ili levog kolona (lienalna fleksura,
descendentni kolon i sigma) i rektuma (Slika 1).* Rektum predstavlja najéesée mesto nastanka CRC,
s obzirom da je u oko 30-37% slucajeva karcinom lokalizovan u zavr$nom, pravom delu debelog
creva (lat. rectus - prav).>* Karcinomi distalnog kolona &es¢e se javljaju u odnosu na karcinome
proksimalnog kolona (Slika 1) i razlikuju se medusobno po klini¢kim, histoloskim i molekularno-
genetickim karakteristikama, §to odrazava bioloske razlike izmedu leve i desne strane kolona koji su
razli¢itog embrionalnog porekla.*®

/
Desna strana / Leva strana
Transverzum 5% /

Lienalna
Hepatic¢na fleksura 2%

fleksura 3%

Ascendentni
kolon 8%

Descendentni
kolon 3%

Sigmoidni
kolon 20%

Rektosigmoidni
spoj 7%

Cekum 14%

/ Rektum 30%
Druge i nespecifikovane lokalizacije 8%

Slika 1. Procentualna distribucija kolorektalnog karcinoma u odnosu na anatomsku lokalizaciju
tumora. Preuzeto i modifikovano od Thrumurthy i sar.®

Rizik za nastanak CRC je definisan kumulativnim uticajem nasledne geneticke predispozicije
I faktora spoljasnje sredine. Oko 5% svih slu¢ajeva CRC su hereditarni oblici koji su povezani sa
visoko penetrabilnim germinativnim genskim mutacijama, od kojih su dva najc¢es¢a Lynch sindrom,
koji se jo$ naziva i hereditarni nepolipozni kolorektalni karcinom (eng. hereditary non-polyposis
colorectal cancer, HNPCC) i familijarna adenomatozna polipoza (eng. familial adenomatous
polyposis, FAP).:" Oko 25-30% slucajeva &ine familijarne forme kod kojih postoji pozitivna
porodi¢na anamneza na CRC, ali se bolest ne moze klasifikovati kao hereditarna.>’ Ostalih 60-65%
slu¢ajeva ¢ini sporadi¢an CRC koji se razvija putem ste¢enih somatskih genomskih alteracija i koji
je najzastupljenija forma karcinoma kolona i rektuma (Slika 2).! Godine starosti predstavljaju
najvazniji faktor rizika za obolevanje od sporadi¢nog CRC, s obzirom da se u preko 90% slucajeva
ovaj tip maligniteta javlja kod osoba starih 50 i vise godina.® Nagli skok stope incidence CRC u ovoj
uzrasnoj populaciji objasnjava se akumulacijom nasumi¢nih somatskih mutacija koje narusavaju
slozen sistem bioloske homeostaze. CRC je kompleksna i heterogena bolest koja se razvija kao
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posledica nakupljanja genetickih i epigenetickih promena koje dovode do postepene neoplasti¢ne
transformacije normalne crevne mukoze. Bolje razumevanje slozenih mehanizama koji se nalaze u
osnovi inicijacije, promocije, progresije i metastaziranja CRC pruza mogucnost personalizovanog
pristupa bolesti i njenog preciznijeg le¢enja u klinickoj praksi.

Hereditarne forme (5%) -
Lynch sindrom/HNPCC
(2-4%), FAP (<1%)

Familijarne
forme
(25%)

Poznate genske varijante
niske penetrabilnosti koje
doprinose CRC (<1%)

Sporadicni
(60-65%)

Nepoznate nasledne
genomske aberacije (?%)

Slika 2. Procenat slu¢ajeva karcinoma kolorektuma povezanih sa sporadi¢nim i hereditarnim
faktorima. Preuzeto i modifikovano od Keum i sar.!

1.1.1. Epidemiologija CRC

CRC predstavlja znafajan javno-zdravstveni problem koji sve viSe doprinosi ukupnom
globalnom opterec¢enju drustva bolestima. U svetu od CRC oboli oko 1,9 miliona ljudi, dok se broj
umrlih procenjuje na gotovo 935 hiljada godisnje®, tj. na svakih pola minuta umre po jedna osoba od
CRC. Jedan od 10 svih dijagnostikovanih tumora i umrlih onkoloskih bolesnika je obolelo od ovog
tipa maligniteta. Prema podacima GLOBOCAN-a (eng. Global Cancer Observatory) u 2020. godini,
CRC je bio tre¢i najcesce dijagnostikovani maligni tumor (iza raka dojke i1 plu¢a) i drugi najéesci
uzrok smrti od maligniteta (iza raka plu¢a) u svetu sa procenjenih 1 931 590 novodijagnostikovanih
slu¢ajeva i 935 173 novih smrtnih slu¢ajeva.® CRC je treéi najéescée dijagnostikovani maligni tumor
kod muskaraca (iza raka pluca i prostate), a drugi kod Zena (iza raka dojke) i tre¢i vodeci uzrok smrti
i kod muskaraca (iza raka pluéa i jetre) i kod Zzena (iza raka dojke i plu¢a).® Stope incidence i smrtnosti
su vise kod muskaraca nego kod Zene u odnosu 1,2:1.2

.....

skokom zabelezenim u zemljama u razvoju.! Stopa incidence je i dalje gotovo 4 puta veéa u
razvijenim zemljama u poredenju sa zemljama u razvoju I nerazvijenim zemljama, te se ovaj
parametar smatra indikatorom socio-ekonomske razvijenosti.>!® Najveéa stopa incidence
(standardizovana na 100 000 stanovnika) za CRC je u Juznoj i Severnoj Evropi (80,6 i 76,8, redom),
dok je najniza u Centralnoj i Zapadnoj Africi (3,2 i 3,4, redom).® Trend smanjenja incidence kod
nekih visoko razvijenih zemalja se pripisuje sve zdravijim navikama stanovniStva (kao S$to je
smanjenje broja pusaca), ali i sprovodenju nacionalnih programa skrininga i povecanom broju
kolonoskopija i blagovremenom uklanjanju premalignih lezija.® S druge strane, rapidan porast
navikama u razvijenim zemljama i podrazumevaju sedentarni nacin zZivota i manjak fizicke aktivnosti,
kao 1 povecan unos hrane Zzivotinjskog porekla i mesnih preradevina koji dovode do porasta
ucestalosti gojaznosti, praceno sa dodatnim faktorima rizika kao $to su povecana konzumacija
alkohola i duvana.®



S druge strane, diskrepanca u stopi mortaliteta je neSto manja s obzirom da je smrtnost od
ovog tipa maligniteta visa u zemljama u razvoju nego u razvijenim zemljama.® Najveéa stopa
mortaliteta (standardizovana na 100 000 stanovnika) za CRC je u Juznoj, Centralnoj i Isto¢noj Evropi
(36,1, 31,9131, 9, redom), dok je najniza u Centralnoj i Zapadnoj Aftrici (2,4 1 2,5, redom).® Uprkos
globalnom trendu smanjenja stope mortaliteta u protekle tri decenije®®, stope smrtnosti su i dalje u
porastu u mnogim zemljama sa niskim i srednjim prihodima, ukljuéujuéi i Srbiju.112

U zemljama u tranziciji kao §to je Srbija, opterecenje karcinomom kolorektuma je znacajno,
s obzirom na povecéanje stope incidence za 27,5% u poslednje tri decenije,'® koje je praceno
permanentnim porastom smrtnosti.!*!? Sa 5989 novootkrivenih slu¢ajeva (3785 muskaraca i 2204
zena) i 3356 smrtnih slu¢ajeva (2114 muskaraca i 1242 zena) u 2020. godini, Srbija je zauzela 22.
mesto po stopi incidence (68,5) i 11. mesto po stopi mortaliteta (38,4) od CRC u svetu.® Gledano po
polovima, Srbija se nasla na 15. mestu po stopi incidence (88,4) i 6. mestu po stopi mortaliteta (49,4)
od CRC u muskom delu populacije i na 39. mestu po stopi incidence (49,4) i 30. mestu po stopi
mortaliteta (27,9) od CRC u Zenskom delu populacije u svetu.® Razlika u odnosu incidence i
mortaliteta izmedu muskaraca i zena jos je izrazenija u Srbiji nego na globalnom nivou i iznosi 1,7:1.

Do 2040. godine, predvida se da ¢e broj obolelih od CRC u svetu dosti¢i 3 014 519, a broj
umrlih 1 584 119, §to je porast od 56,1%, odnosno 69,4%.3

1.1.2. Faktori rizika za nastanak CRC

Rizik za nastanak CRC povezan je sa mnogobrojnim faktorima, od kojih su najznacajniji
sumirani na Slici 3.

FAKTORI RIZIKA

Porodi¢na i li¢na
medicinska istorija

Nagin zivota Ostalo

Pozitivna porodi¢na B Prekomerna teZina . : ‘
AT [ IR Nacin ishrane i gojaznost Mikrobiota creva
Hereditarni Ishrana bogata Nedovoljna fizicka | ogine starosti |
sindromi T T aktivnost
A Ishrana siromasna
POII%Irg\?ge'Og vlaknima, voéem i Pusenje duvana Pol
povréem
Nedovoljan unos o ) )
Inflam_atorne kalcijuma, vitamina Konzumiranje Socio-ekonomski
bolesti creva D ir_nleégih alkohola status
proizvoda

Slika 3. Glavni faktori rizika asocirani sa nastankom kolorektalnog karcinoma. Preuzeto i modifikovano
od Sawicki i sar.*



Pokazano je da postoji povecan rizik za obolevanje od CRC kod osoba sa pozitivnom
porodi¢cnom anamnezom na CRC i prekanceroznim hereditarnim sindromima, kao i pozitivnom
licnom anamnezom na polipoze i inflamatorne bolesti creva (eng. inflammatory bowel disease, IBD).
Osobe kod kojih je CRC prisutan kod srodnika prvog stepena karakteriSe 2,24 puta veci rizik za
obolevanje od ove bolesti u odnosu na osobe sa negativnom porodi¢nom anamnezom, pri ¢emu je
rizik viSestruko veéi ukoliko je srodnik oboleo pre 50. godine Zivota ili je veéi broj obolelih
srodnika.'® Takode, hereditarni nepolipozni i polipozni monogenski sindromi (koji se uglavnom
nasleduju autozomno dominantno), od kojih su dva najces¢a Lynch sindrom i FAP, znacajno
povecavaju rizik za obolevanje od CRC. Oboleli od Lynch sindroma, koje karakteriSe germinativna
mutacija u nekom od gena koji u¢estvuju u mehanizmima reparacije DNK (MSH2, MLH1, MLH6,
PMS1 ili PMS2) imaju rizik od 50% za obolevanje od CRC pre 70. godine starosti, a gotovo 100%
osoba sa FAP sindromom, koji nastaje usled germinativnih mutacija u tumor-supresorskom APC
genu, razviée CRC pre 40. godine starosti ukoliko se on prethodno ne dijagnostikuje i ne le¢i.}416:17
Pored toga, u hereditarna oboljenja koja mogu dovesti do nastanka CRC spadaju i Peutz-Jeghers
sindrom, Juvenilni polipozni sindrom, PTEN hamartoma tumor sindrom, MUTYH-udruzena polipoza
i drugi.'* Procenjuje se da se oko 95% karcinoma kolorektuma razvije iz adenomatoznih polipa,
prekanceroznih neoplasti¢nih lezija mukoze kolona koje imaju potencijal maligne alteracije. lako
gotovo svi CRC nastaju od polipa, samo 5% polipa se razvije u CRC, a rizik za transformaciju
adenomatoznog polipa u invazivni adenokarcinom se povecava sa veli¢inom polipa, stepenom
displazije i staro$¢u osobe i traje izmedu 5 i 15 godina.’* Ulcerozni kolitis i Kronova bolest su dve
najces¢e forme IBD, koje predstavljaju hroni¢ne bolesti okarakterisane nekontrolisanom
inflamacijom creva koja je posledica narusenog imunskog sistema gastrointestinalnog trakta. IBD su
predisponirajuca stanja za razvoj CRC, s obzirom da hroni¢na inflamacija ¢esto dovodi do atipi¢nog
rasta éelija poznatog kao displazija.'® Iako displasti¢ne ¢elije nisu anaplasti¢ne, imaju poveéane $anse
da to postanu, §to poveéava rizik od nastanka CRC za 3,7% kod osoba sa ulceroznim kolitisom?® i
2,5% kod onih sa Kronovom boles¢u.®

Tokom proteklih nekoliko decenija, ustanovljena je vaznost efekata koje faktori rizika
podlozni modifikaciji, kao §to su nacin zivota i ishrana, imaju na razvoj CRC. Procenjuje se da se
oko 55% slucajeva sporadi¢nih CRC dijagnostikovanih u Sjedinjenim Ameri¢kim Drzavama (SAD)
moze pripisati faktorima rizika na koje se moze uticati, kao $to su neadekvatna ishrana (bogata
crvenim mesom i mesnim preradevinama, a siromasna vlaknima iz voca i povréa, integralnim
Zitaricama, mle¢nim proizvodima, kalcijumom i vitaminom D), prekomerna telesna masa i gojaznost,
nedostatak fizi¢ke aktivnost, pusenje duvana i konzumiranje alkohola.?® Promena nacina Zivota u
pogledu navika u ishrani 1 fizickoj aktivnosti predstavlja efikasnu strategiju prevencije i pruza
mogucnost smanjenja incidence CRC. Fizic¢ka aktivnost i odrZzavanje zdrave telesne tezine mogu
kumulativno smanijiti rizik za obolevanje od CRC za do 50%, uz dodatno smanjenje kroz adekvatnu
modifikaciju ishrane, dok smanjenje konzumacije alkohola, duvana, crvenog mesa i mesnih
preradevina zdruzeno mogu dovesti do smanjenja rizika od CRC za preko 50%.%’

Pored toga, poznato je da mikrobiota creva, starost, pol i socio-ekonomski status uti¢u na rizik
za obolevanje od CRC. Nedavna istrazivanja mikrobioma osoba sa CRC pokazala su da narusen
sastav i funkcionalnost mikrobiote moze dovesti do inicijacije, promocije i progresije karcinoma, s
obzirom da toksicni metaboliti izmenjene crevne flore mogu dovesti do oSte¢enja DNK, uticati na
¢elijski ciklus, stimulisati imunski odgovor i dovesti do poremecaja u funkcionisanju crevne
barijere.}* Narusena homeostaza mikrobiote creva (tzv. dishioza) moze kreirati mikrosredinu koja
pogoduje nastanku CRC.?! Buduéi da je kancer grupa bolesti karakteristi¢na za starije Zivotno doba,
brz porast stopa incidence i mortaliteta od CRC zapaza se nakon 50. godine starosti, §to se dovodi u
vezu sa nakupljanjem mutacija u toku zivota. Osobe stare 65 i viSe godina imaju oko tri puta veéi
rizik za obolevanje od CRC u odnosu na osobe uzrasta 50-64 godine i oko 30 puta veci rizik u odnosu
na osobe uzrasta 25-49 godina, te se godine starosti smatraju jednim od najznacajnijih faktora koji
uti¢u na rizik za obolevanje od CRC.’ Stopa incidence CRC je 30% veéa kod muskaraca nego kod
Zena, dok se kod zena ¢esce javljaju karcinomi proksimalnog kolona koji su agresivniji i imaju znatno

4



losiju prognozu.* lako uzroci dispariteta medu polovima nisu u potpunosti razjainjeni, dovode se u
vezu sa razlikama u izlozenosti faktorima rizika kao $to su alkohol, duvan i nacin ishrane, kao i
uticajem polnih hormona.’* Osobe nizeg socio-ekonomskog statusa imaju poveéan rizik za
obolevanje od CRC, sto se u velikoj meri pripisuje ogranicenom pristupu kvalitetnoj zdravstvenoj
zaStiti 1 najsavremenijim metodama lecenja, nezdravom nacinu ishrane i navikama kao $to su
prekomerna konzumacija duvana.'*

1.1.3. Molekularne osnove kolorektalne karcinogeneze

Sporadi¢an CRC predstavlja etioloski heterogenu bolest koja, uopsteno gledano, nastaje kao
posledica steCenih genetickih i epigenetickih somatskih alteracija u protoonkogenima i tumor-
supresorskim genima. Smatra se da je u osnovi karcinogeneze narusen balans izmedu mutageneze i
kontrolnih mehanizama c¢elijskog ciklusa koji odrzavaju somatski integritet i obezbeduju celijsku
deobu bez gresaka. Genomske alteracije koje nastaju kao posledica ovog disbalansa obuhvataju
razli¢ite oblike mutacija na specificnim genima, amplifikacije, delecije ili hromozomske
rearanzmane, aneuploidije ili poliploidije i druge.?? Gubitak genomske stabilnosti je klju¢ni dogadaj
u molekularnoj patogenezi koji se dogada rano u procesu karcinogeneze i omogucava mutacionu
aktivaciju onkogenih puteva i inaktivaciju tumor-supresorskih gena koji potom neoplasti¢no
transformi$u ¢éeliju i omogucavaju razvoj tumora.?® Genomska nestabilnost podrazumeva povec¢anu
tendenciju nastanka genomskih izmena u toku ¢elijske deobe, odnosno nemoguénost éelijskog ciklusa
da kontrolise stopu mutacija.?*? Osim genomske nestabilnosti, epigeneti¢ka nestabilnost predstavlja
vaznu karakteristiku kancera i ima znac¢ajnu ulogu u patofiziologiji CRC.?® Epigeneticke alteracije,
koje podrazumevaju modifikaciju, izmedu ostalog, obrazaca DNK metilacije i N krajeva histona, kao
i promenu aktivnosti regulatornih, nekodiraju¢ih RNK molekula, takode se deSavaju rano u
patogenezi bolesti i obuhvataju gotovo sve kljuéne signalne puteve asocirane sa karcinogenezom.?®

Tri osnovna patofizioloSka mehanizma nastanka CRC koja podrazumevaju genomsku i
epigeneticku nestabilnost su:

1) hromozomska nestabilnost (eng. chromosomal instability, CIN),
2) mikrosatelitska nestabilnost (eng. microsatellite instability, MSI) i
3) fenotip nastao metilacijom CpG ostrvaca (eng. CpG island methylator phenotype, CIMP).2728

CIN se karakterise aberacijama broja hromozoma (uglavnom aneuploidije, retko poliploidije)
i strukture hromozoma (uglavnom duplikacije i delecije, retko hromozomski rearanzmani), $to
rezultuje aktivacijom puteva koji pospesuju celijski rast ili smanjenjem aktivnosti apoptotskih
puteva.228.2 CIN je najées¢i mehanizam nastanka CRC i desava se u 80-85% slucajeva ovog tipa
maligniteta.®® Fearon i Vogelstein su ga prvi put predlozili 1990. godine u kontekstu klasi¢nog modela
karcinogeneze, koji podrazumeva da je nastanak maligniteta visestepeni proces u kojem se somatske
mutacije deSavaju odredenim redosledom i dovode do neoplasti¢ne transformacije (Slika 4).283! Prvi
korak u ovoj kaskadi je inaktivacija Wnt/p-katenin signalnog puta deaktiviraju¢im mutacijama u APC
genu, praceno aktiviraju¢im mutacijama u genima kljuénim za stimulaciju rasta, kao §to su KRAS,
CDC4, PIK3CA i drugi.?® Mutacije koje pomeraju okvir ¢itanja (eng. frameshift) i mutacije bez smisla
(eng. nonsense) u tumor-supresorskom APC genu dovode do sinteze skracenog proteinskog produkta
i imaju znacajnu ulogu u nastanku sporadi¢nih i hereditarnih oblika CRC, a javljaju se u 30-70%
sporadi¢nih formi adenoma i karcinoma kolorektuma.®? Sticanje aktivirajuéih mutacija u KRAS i
BRAF genima, koji su u€esnici signalnih puteva mitogenom aktiviranih protein kinaza (eng. mitogen-
activated protein kinase, MAPK), znacajan je korak u karcinogenezi, s obzirom da RAS/RAF/MAPK
put regulise ¢elijsku proliferaciju, diferencijaciju, senescenciju i apoptozu.®? Naj¢esée su mutacije u
onkogenu KRAS, nishodnom medijatoru signalnog puta receptora za epidermalni faktor rasta (eng.
epithelial growth factor receptor, EGFR), koje su prisutne u oko 40% sporadi¢nih CRC.3%%



Nakon toga sledi naruSavanje negativnog regulatora rasta, signalizacije transformisuceg
faktora rasta 3 (eng. transforming growth factor ff, TGF-B), najéesce kroz inaktivaciju jednog ili vise
SMAD gena, i, krajnje, transformacija celije iz benigne u malignu mutacijama ili delecijom TP53
gena, Sto dovodi do inaktivacije kontrolne tacke G1/S ¢elijskog ciklusa i omogucava replikaciju DNK
molekula sa lezijama.?® Gubitak heterozigotnosti (eng. loss of heterozigosity, LOH) dugog kraka
hromozoma 18, na kojem su lokalizovani DCC i SMAD4 geni, karakteristi¢an je za oko 70% CRC
slucajeva 1 moze dovesti do inhibicije apoptoze zbog nemogucnosti vezivanja proteina netrin-1 za
mutiran DCC transmembranski protein, kao i do gubitka inhibicije rasta indukovanog aberantnom
SMAD-zavisnom TGF- signalizacijom.®? Funkcionalna inaktivacija gena TP53 je ¢est dogadaj u
CRC i kljucan je u malignoj transformaciji CIN mehanizmom, a najcesce se dogada putem udruzene
mutacije izgubljenog smisla (eng. missense) i delecije dela kratkog kraka hromozoma 17 na kojem je
lokalizovan ovaj tumor-supresorski gen.3

APC/ CDC4/ KRAS/ PIK3CA/ SMAD4/ TP53/
B-katenin CIN BRAF PTEN TGF-BRII BAX
Normalna Mali Veliki .
Karcinom Metastaze
mukoza adenom adenom

Slika 4. Glavne geneticke alteracije asocirane sa klasi¢cnim modelom kolorektalne karcinogeneze CIN
mehanizmom. Hromozomska nestabilnost (CIN) javlja se relativno rano u kolorektalnoj karcinogenezi, a
poznato je da se mutacije CDC4 gena javljaju u malim adenomima dok se mutacije u genima KRAS/BRAF
Ceste u velikim, ali retke u malim adenomima. Mutacije u genima puteva PIK3CA/PTEN, SMAD4/TGF-SRII
i TP53/BAX retko se javljaju kod velikih adenoma, ali su ¢este kod karcinoma, te su ova tri puta najverovatnije
ukljucena u tranziciju od benignih lezija do progresivnih maligniteta. lako je svaki od navedenih puteva
izmenjen u vedini karcinoma kolorektuma, svaki tumor nema alteracije u svakom putu, a varijabilnost medu
tumorima doprinosi njihovoj bioloskoj heterogenosti. Preuzeto i modifikovano od Jones i sar.*® i Kalady i sar.?8

MSI podrazumeva promenu duzine DNK molekula u okviru mikrosatelitskih lokusa 1
karakteri$e se neispravnim mehanizmom reparacije pogresno sparenih baza (eng. mismatch repair,
MMR) u DNK molekulu, sto je posledica mutacija u MMR genima kao $to su MLH1, MSH2, MSH6
i PMS2.3¢ Mikrosateliti su tandemski ponovljene DNK sekvence koje se sastoje iz motiva duzine 1-
6 baznih parova (bp) i uzastopno se ponavljaju tako da duzina niza moze biti od nekoliko desetina do
naslednog CRC, dok sporadi¢ni CRC nastaje u slu¢aju inaktivacije promotora MLH1 gena putem
bialelske hipermetilacije ili dvostrukim somatskim mutacijama u nekom od MMR gena.?®3” Na
osnovu MSI statusa definisana je podgrupa pacijenata sa MMR-deficitarnim i MSI-visokim CRC
(eng. MMR-deficient and MSI-high, AIMMR-MSI-H), koji se javlja u oko 15% slucajeva sporadi¢ne
bolesti i ima bolju prognozu, ali je refraktoran (neosetljiv) na tretman 5-fluorouracilom (5-FU).%’

Za razliku od CIN i MSI mehanizama genomske nestabilnosti, CIMP podrazumeva
epigeneticke alteracije koje se ogledaju u visokom nivou metilacije citozinskih ostataka u okviru
sekvence dinukleotidnih CG ponovaka (eng. 5'-C-phosphate-G-3', CpG) u promotorima odredenih
tumor-supresorskih gena.?®?¢ CIMP mehanizmom nastaje oko 20% sporadi¢nih CRC koji su u velikoj
meri asocirani sa hipermetilacijom promotora MLH1 gena, seratnim putem Kkarcinogeneze,
proksimalnom lokalizacijom, zenskim polom, starijom zivotnom dobi, loSom histologijom i BRAF
mutacijama.l:?2 Medutim, translacija ovog patofizioloskog aspekta u klini¢ku praksu i dalje je
nepotpuna zbog odsustva standardizovane definicije CIMP-visokih (eng. CIMP-high, CIMP-H)
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CRC. Geni MLH1, MINT1, CACNALG i CDKN2A su najéesce testirani geni za CIMP, ali trenutno
nema konsenzusa u pogledu toga koje sve gene treba ukljuciti u CIMP panelima za testiranje, koje
grani¢ne vrednosti treba koristiti za definisanje CIMP-H i koja metodologija je najadekvatnija za ovo
testiranje.?®

lako su nabrojani patofizioloski mehanizmi distinktni, oni se medusobno ne iskljucuju. Pa su
tako MSI i CIMP mehanizmi u korelaciji s obzirom da do visokog nivoa MSI dovodi inaktivacija
MMR gena hipermetilacijom CpG ostrvaca, $to je karakteristicno za CIMP. U oko 12% svih CRC
neoplasti¢na transformacija zapocinje CIMP mehanizmom, ali nakon epigeneti¢ke inaktivacije
MLH1 gena primat preuzima MSI mehanizam koji dovodi do dalje rapidne akumulacije mutacija, te
je priblizno 70% MSI-H CRC takode i CIMP-H. Ovakvi tumori imaju MSI fenotip iako je pozadinski
mehanizam CIMP, a najéesce ih odlikuju i aktivirajuée BRAF mutacije.?® Takode, nastanak malog
procenta svih CRC, koji su definisani sindromom nalik Lynch sindromu (eng. Lynch-like syndrome),
zapocinje CIN putem koji dovodi do bialelskih mutacija na jednom od DNK MMR gena, nakon ¢ega
MSI mehanizam nadvladava prethodni fenotip.?® Kako bi se bolje okarakterisali ovakvi sluajevi
CRC, nova klasifikacija konsenzusnih molekularnih podtipova (eng. consensus molecular subtype,
CMS) uzima u obzir i patoloSke karakteristike tumora i gensku ekspresiju na osnovu kojih svrstava
CRC u jednu od cetiri podtipa: CMS1, MSI-imunski (hipermutiran, mikrosatelitno nestabilan sa
jakom imunskom aktivacijom); CMS2, kanonski (epitelni, okarakterisan aktivacijom Wnt/MYC
signalizacije); CMS3, metaboli¢ki (epitelni, izraZzena metabolicka deregulacija); i CMS4,
mezenhimalni (izrazena TGF-P aktivacija, stromalna invazija i angiogeneza).%

1.1.4. Putevi kolorektalne karcinogeneze

Razlikuju se tri puta nastanka CRC (Slika 5):

1) adenom-karcinom sekvenca,
2) seratni puti
3) inflamatorni put.

Adenom-karcinom sekvenca je opisana pre vise od tri decenije i predstavlja klasi¢ni put
karcinogeneze u kojem je adenom prekursor CRC.%! U ovom modelu, koji objasnjava ve¢inu CRC
sluCajeva, postepeno viSestepeno nakupljanje genetickih 1 epigenetickih promena dovodi do
transformacije normalnih ¢elija crevne mukoze preko malog i velikog adenoma do karcinoma, 313339
Adenom-karcinom sekvenca je dominantno u vezi sa CIN patofizioloskim mehanizmom nastanka
CRC, iako ostaje nejasno da li CIN leZi u osnovi akumulacija mutacija u pogodenim tumor-
supresorskim genima i onkogenima ili obrnuto.®® Kao §to je veé opisano u objasnjenju CIN
mehanizma (videti sekciju 1.1.3), inaktiviraju¢e mutacije tumor-supresorskog APC gena rezultiraju
povisenom aktivacijom Wnt/pB-katenin signalnog puta, §to dovodi do deregulacije celijske
proliferacije i razvoja adenoma; potonje mutacije u onkogenu KRAS podsti¢u rast adenoma, dok
inaktivacija TP53 tumor-supresorskog gena doprinosi progresiji CRC.

Drugi put karcinogeneze je seratni put u kojem se CRC razvija od seratnih adenoma koji su
uglavnom sesilni. Ovaj model podrazumeva progresiju od normalnih ¢elija crevne mukoze preko
hiperplasti¢nog polipa i sesilnog seratnog adenoma do karcinoma.*®4! Dva molekularna dogadaja su
karakteristi¢na za seratni put, od kojih prvi doprinosi formiranju hiperplasti¢nih polipa i podrazumeva
aktiviraju¢e mutacije BRAF onkogena (od kojih je najcesc¢a V60OE, tackasta mutacija u egzonu 15
koja uzrokuje aminokiselinsku supstituciju p.Val600Glu), koje dovode do nekontrolisane
proliferacije ¢elija kroz konstitutivnu aktivaciju MAPK signalnog puta.*'#2 CIMP je drugi dogadaj
koji potom dovodi do dalje progresije hiperplasti¢nog polipa u sesilni seratni adenom i karcinom.*!
Pokazano je da CIMP-H adenomi i karcinomi naje$¢e nastaju seratnim putem karcinogeneze,
odnosno ¢ak 75% seratnih adenoma i 90% seratnih adenokarcinoma je CIMP-H.12°
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Tre¢i put karcinogeneze je povezan sa hroni¢nom inflamacijom. Kod pacijenata sa IBD put
karcinogeneze ide od odsustva displazije, preko indefinitivne, niskostepene i visokostepene displazije
do CRC.* Za razliku od diskretnih displasti¢nih prekursorskih lezija kao $to su adenomi ili seratni
adenomi u drugim putevima, displazija koja se javlja u kontekstu hroni¢ne inflamacije je Cesto
prisutna multifokalno u ravni mukoze $to otezava detekciju lezija. Vremenski okvir i ucestalost
molekularnih dogadaja se takode razlikuju. Za razliku od adenom-karcinom sekvence, gde se
mutacije u APC i TP53 genima dogadaju rano i kasno u karcinogenezi, u inflamatornom putu mutacije
u TP53 genu predstavljaju rani dogadaj, dok mutacije APC gena naj¢eSce izostaju, a ukoliko su
prisutne dogadaju se kasno u karcinogenezi.*

Inicijacija Promocija Progresija Metastaziranje
[ [ | [ || |
30-60 godina 10-20 godina 0-5 godina
Adenom-karcinom
sekvenca . o
Normalna Mali Veliki . i
° 80-90"/11 . mukoza adenom adenom NIl /Pluca
sporadi¢nih CRC
e CIN-H y\
Seratni put . -
e 10-15% Normalna Il-hpgvr-_ sl :
e mukoza past_|cn| seratni Karcinom
sporadi¢nih CRC polip e o—
e CIMP-H Jetra
Inflamatorni put i Kosti
o avi Indefini- Nisko- Visoko- /
* <2%svih CRC Normalna tivna stepena stepena Karcinom
mukoza . . . s . s
displazija displazija displazija

Slika 5. Putevi kolorektalne karcinogeneze. Detaljno objasnjenje i razlike izmedu puteva nastanka CRC dato
je u tekstu. Preuzeto i modifikovano od Keum i sar.!

1.1.5. Prirodni tok CRC

Prirodni tok CRC moze se podeliti u Cetiri osnovne faze: inicijacija, promocija, progresija i
metastaziranje (Slika 5).! Inicijacija podrazumeva ireverzibilna o$teéenja genetickog materijala koja
predisponiraju pogodene celije na neoplasticnu transformaciju. U fazi promocije, inicirane celije
proliferisu i izazivaju abnormalni rast (neoplaziju). U narednoj fazi progresije, geneticke i
epigeneticke promene koje slede pruzaju selektivnu prednost ¢elijskom rastu, a benigne tumorske
¢elije se transformisu u maligne i sticu sve odlike malignih celija i metastatski potencijal.
Metastaziranje je poslednja faza koja podrazumeva Sirenje malignih ¢elija iz primarnog organa
nastanka u druge organe ili tkiva kroz krvotok ili limfni sistem. Trajanje svake pojedina¢ne faze je
teSko proceniti, ali se smatra da su decenije potrebne za kompletnu transformaciju od normalne
mukoze creva do invazivnog karcinoma.

1.15.1. Lokalno uznapredovali karcinom rektuma

Oko tre¢inu CRC c¢ine rektalni karcinomi, dok je blizu 45% dijagnostikovanih karcinoma
rektuma lokalno uznapredovalo (eng. locally advanced rectal cancer, LARC), sto ih ¢ini naj¢es¢om
formom karcinoma rektuma.*#> LARC se definise na osnovu TNM stadijuma (eng. Tumor, Node,
Metastasis, TNM) kao primarni karcinom rektuma bez udaljenih metastaza (MO stadijum), stadijuma
T3-4 sa ili bez infiltracije regionalnih limfnih nodusa (bilo koji N stadijum) ili bilo kog stadijuma T
(T1-4) sa infiltracijom regionalnih limfnih nodusa (N1-2 stadijumi), odnosno kao Il i 11l stadijum
bolesti (videti sekciju 1.1.6).#¢4" Odredivanje T stadijuma prema TNM Kklasifikaciji zasniva se na
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dubini invazije karcinoma u odnosu na misi¢ni sloj zida rektuma (lat. lamina muscularis propria), pri
¢emu su karcinomi rektuma stadijuma T1 ograni¢eni na mukozu i submukozu, T2 infiltrisu, ali ne
probijaju misi¢ni sloj zida rektuma, T3 propagiraju izvan misi¢nog sloja i infiltriSu mezorektalno
masno tkivo, pri cemu mogu i ne moraju zahvatati mezorektalnu fasciju, dok T4 infiltrisu okolne
organe ili peritoneum (Slika 6).46

Savremeni terapijski protokol za lecenje LARC, koji je znacajno smanjio stope lokalnog
recidiva i unapredio prezivljavanje, podrazumeva primenu neoadjuvantne hemioradioterapije (eng.
neoadjuvant chemoradiotherapy, nCRT) i hirurSku resekciju metodom koja se naziva totalna
mezorektalna ekscizija (eng. total mesorectal excision, TME; Slika 6). lako je uvodenje i
kombinovanje unapredenih neoadjuvantnih, hirurskih i adjuvantnih terapijskih modaliteta dovelo do
presudnog napretka u leCenju LARC, stope lokalnog i udaljenog recidiva su i dalje zabrinjavajuce
visoke i treéina pacijenata obolelih od LARC umire u roku od 5 godina od zavrietka terapije.*®

Lecenje LARC pacijenata uvodenjem nCRT podrazumeva klini¢ko prac¢enje odgovora i za
cilj ima preoperativno smanjenje stadijuma i veli¢ine tumora (eng. downstaging and downsizing) i
izbegavanje hirurske resekcije u slu¢ajevima dobrog terapijskog odgovora. Ova organ prezervirajuca
strategija se primenjuje u okviru tzv. watch and wait (WW) protokola, koji podrazumeva da se
pacijenti sa kompletnim klinickim odgovorom na nCRT podvrgavaju intenzivnom pracenju umesto
radikalnoj resekciji.*® Neki od najveéih izazova u le¢enju LARC pacijenata i implementaciji WW
protokola su varijabilan klini¢ki odgovor nakon primene nCRT, nemoguénost precizne predikcije
odgovora, odsustvo potpune korelacije izmedu klinickog i patoloskog odgovora, nizak procenat
pacijenata sa kompletnim patoloskim odgovorom (svega 10%), kao i blagovremena detekcija
lokalnog recidiva kod pacijenata sa inicijalnim kompletnim klinickim odgovorom.*** Pored otkri¢a
novih i inovativnih tretmana koji bi povecali stope kompletnog odgovora, neophodno je otkrice
molekularnih biomarkera za precizniju i efikasniju evaluaciju odgovora na terapiju. U buduc¢nosti bi
molekularni markeri trebalo da omoguce stratifikaciju pacijenta na one koji bi imali benefite od
primene NCRT i one kod kojih bi dobar odgovor izostao i trebalo bi primeniti druge terapijske
modalitete radi postizanja optimalnog onkoloskog rezultata.

A , B

@tata

Semene
kesice A BeSika

T4

Mezorektalna fascija

Totalna
mezorektalna

Tumor ekscizija

Misi¢ levator ani

Spoljasnji sfinkter

Unutrasniji sfinkter

Lamina muscularis propria

Slika 6. Hirursko lecenje (A) i tumorski T stadijumi (B) karcinoma rektuma. Totalna mezorektalna
ekscizija (TME) je standardna hirurska procedura za lecenje karcinoma rektuma kojom se u potpunosti resecira
rektum, okolno mezorektalno masno tkivo, perirektalni limfni ¢vorovi i mezorektalna fascija (A). Odredivanje
tumorskog (T) stadijuma karcinoma rektuma prema TNM Kklasifikaciji zasnovano je na dubini invazije
karcinoma u odnosu na mi$iéni sloj zida rektuma (lat. lamina muscularis propria); (B). Preuzeto i
modifikovano od Oronsky i sar.*®



1.1.5.2. Metastatski CRC

Maligne tumore odlikuje sposobnost metastaziranja, Sto podrazumeva odvajanje tumorskih
¢elija od primarnog mesta nastanka, migraciju, invaziju krvnih ili limfnih sudova, diseminaciju i
krajnje, kolonizaciju udaljenog, sekundarnog tkiva ili organa (Slika 7).8 Epitelno-mezenhimska
tranzicija (eng. epithelial-mesenchymal transition, EMT) je proces u kojem tumorske ¢elije podlezu
dediferencijaciji na invazivnom frontu kako bi stekle fenotip nalik mezenhimskom i omogucile
invaziju i metastaziranje tumorskih ¢elija.>* Ovaj proces, koji je kljuan za diferencijaciju tkiva i
organa u toku embrionalnog razvic¢a, ponovo se aktivira u adultnom organizmu tokom zarastanja rana,
regeneracije tkiva, ali i fibroze organa i kancerske progresije.’>®® EMT ¢eliji obezbeduje svojstva
migratornosti, invazivnosti i mati¢nosti, spre¢ava apoptozu i starenje i doprinosi imunosupresiji.>
Ovakvo mezenhimsko stanje je povezano sa sposobno$¢u celija da migriraju u udaljene organe i
odrzava mati¢nost, §to omogucava njihovu kasniju diferencijaciju u vise tipova ¢elija tokom iniciranja
i razvoja metastaza.>* Epitelne éelije moraju podleé¢i morfoloskim i funkcionalnim promenama koje
favorizuju invaziju, kao Sto su gubitak apikalno-bazalnog polariteta, reorganizacija citoskeleta i
promena oblika ¢elije, gubitak meducelijskih veza posredovanih E-kadherinom, kao i remodelovanje
ekstracelularnog matriksa i degradacija bazalne membrane posredstvom metaloproteinaza.>* Svaki
korak u metastatskom Sirenju podrazumeva geneticke i epigeneticke promene, ali taan mehanizam
koji leZi u osnovi ovih promena i dalje nije u potpunosti rasvetljen. Geneticke promene ukljucuju
aktivaciju veceg broja signalnih puteva, od kojih su najznacajniji TGF-f, Wnt signalizacija i tirozin-
kinazni receptori (eng. receptor tyrosine kinases, RTKSs), koji modifikuju ekspresiju grupe
transkripcionih faktora asociranih sa EMT (SNAIL, ZEB i TWIST), §to za posledicu ima smanjenje
ekspresije intercelularnog adhezionog proteina E-kadherina i poveéanje ekspresije mezenhimskog N-
kadherina, odnosno gubitak povezanosti sa epitelnim i sticanje afiniteta ka mezenhimskim
éelijama.>1®3% TGF-pB signalizacija posredstvom intracelularnih SMAD proteina regulise SNAI1
ekspresiju, pri ¢emu je SMAD4 znaCajan negativan regulator ove kaskade jer suprimira STAT3
aktivaciju koja dalje pospesuje ZEB1 ekspresiju i EMT.%® Wnt signalizacija pospesuje EMT proces
posredstvom pB-katenina, koji u interakciji sa TCF4 u jedru direktno aktivira ZEB1 i SNAI1
ekspresiju.>® RTKs stimulisu EMT proces aktivacijom RAS-RAF-MEK-ERK MAPK signalnog puta
nakon vezivanja epidermalnog, fibroblasnog ili hepatocitnog faktora rasta, sto dovodi do promene
SNAI1, SNAI2 i TWIST1 ekspresije.>*>® Epigeneti¢ke promene podrazumevaju utidavanje ekspresije
epitelnih proteina kroz aktivnost mikroRNK (miRNK), kao i represiju ekspresije miRNK koje ciljno
deluju na mezenhimske karakteristika, $to takode pospesuje EMT.>® Sekundarni metastatski depoziti
uglavnom ispoljavaju morfoloske karaktaristike primarnog tumora (a ne invazivni mezenhimsKi
fenotip) Sto ukazuje na rediferencijaciju, odnosno proces mezenhimsko-epitelne tranzicije (eng.
mesenchymal-epithelial transition, MET) migrirajucih ¢elija nakon kolonizacije udaljenog tkiva ili
organa (Slika 7).%!

Metastatska bolest karcinoma kolorektuma podrazumeva prisustvo sekundarnih depozita u
udaljenim organima i predstavlja uznapredovali 1V stadijum bolesti (bilo koji stadijumi T i N i
stadijum M1; videti sekciju 1.1.6). Smatra se da gotovo trecina pacijenata obolelih od CRC ima
metastaze u vreme dijagnostikovanja primarnog karcinoma (sinhrona bolest), dok polovina razvija
metastaze u daljem toku bolesti (metahrona bolest).>” CRC najéesée daje udaljene metastaze u jetri
(u oko 50% slucajeva) S§to je u vezi sa Cinjenicom da portni venski sistem direktno povezuje
kolorektum i jetru i smatra se glavnim putem diseminacije.>*° Plu¢a su drugi najéeséi organ u koji
CRC metastazira (u 10-15% slucajeva), a oboleli od karcinoma rektuma imaju veci rizik za pojavu
sinhronih i metahronih metastaza pluéa u odnosu na one sa karcinomom kolona.’”® CRC rede
metastazira u udaljene limfne ¢vorove, peritoneum, kosti i centralni nervni sistem.

Glavni uzrok umiranja od CRC je razvoj kolorektalnih metastaza u jetri (eng. colorectal liver
metastases, CLM).>" Vise od 30% pacijenata sa dijagnostikovanim CRC razvije CLM u toku bolesti,
dok blizu 20% obolelih ve¢ ima jednu ili vise metastatskih depozita u jetri prilikom dijagnostikovanja
primarne bolesti.! Hirurska resekcija jetre i dalje predstavlja najefikasniju terapiju CLM sa
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petogodi$njim preZivljavanjem preko 40%, ali manje od 20% pacijenata su kandidati za ovaj
modalitet le¢enja.®® Kod veéine pacijenata sa CLM izledenje nije moguce uprkos svim naprecima u
dijagnostici i leCenju bolesti u doba personalizovane medicine. Ipak, prezivljavanje obolelih od CLM
je znacajno unapredeno poslednjih decenija i iznosi vise od 30 meseci, §to je posledica
implementacije novih terapijskih protokola koji podrazumevaju hirurSko le¢enje, neoadjuvantnu i
adjuvantnu hemioterapiju i inovativne bioloske lekove.?

“== Endotelne éelije
®0% CcRre celije
(8 ® Celije kolona
@ ® Hepatociti
LS ® Eritrociti

¥, 4 Trombociti

f __ Prezivljavanje
* /':\7:/;?\/ u cirkulaciji

Slika 7. Sematski prikaz kaskade dogadaja u metastaziranju karcinoma kolorektuma u jetru. Ova
kaskada podrazumeva bioloski proces u kojem mala podgrupa celija primarmnog CRC sti¢e invazivne
sposobnosti morfoloskim promenama koje omogucava epitelno-mezenhimska tranzicija (EMT), lizom
ekstracelularnog matriksa, invazijom susednih tkiva, intravazacijom, prezivljavanjem u cirkulaciji,
ekstravazacijom, i na kraju, kolonizacijom jetre i formiranjem sekundarnih depozita u procesu mezenhimsko-
epitelne tranzicije (MET). Preuzeto i modifikovano od Zhou i sar.>®

1.1.6. Dijagnostika CRC

Preoperativna dijagnostika je od velikog znacaja za donoSenje optimalnog plana le¢enja CRC.
Osnovne dijagnosticke metode ukljucuju klinicki pregled, digitorektalni pregled i endoskopiju
(rektoskopiju, sigmoidoskopiju i kolonoskopiju) kojom se vrsi biopsija suspektne lezije. Dijagnoza
CRC se postavlja histopatoloskim pregledom endoskopskih biopsija nakon ¢ega se pacijent
podvrgava daljim procedurama radi utvrdivanja stepena uznapredovalosti bolesti i rasprostranjenosti
tumora. Ove procedure uklju¢uju vizuelne metode pregleda (radioloske, ,,imidzing* metode), kao $to
su kompjuterizovana tomografija (eng. computed tomography, CT), magnetna rezonanca (eng.
magnetic resonance imaging, MRI) i pozitronska emisiona tomografija (eng. positron-emission
tomography, PET), kojima se odreduje klini¢ki stadijum tumorske bolesti (eng. clinical TNM,
CTNM).® Takode se odreduju vrednosti serumskih tumor markera karcinoembrionskog antigena
(eng. carcinoembryonic antigen, CEA) i karbohidratnog antigena 19-9 (eng. carbohydrate antigen
19-9, CA 19-9), kako bi se omogucilo pracenje dinamike bolesti. Odluka o terapiji se donosi na
osnovu opsteg zdravstvenog stanja pacijenta, CTNM stadijuma, ali i molekularnih markera (npr.
mutacioni status KRAS) koji determiniSu osetljivost tumora na pojedine sistemske terapije.
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Radioloske metode se koriste i za ponovno odredivanje stadijuma tumorske bolesti (eng. restaging)
nakon primljene terapije (ycTNM). Patoloski stadijum tumorske bolesti (eng. pathological TNM,
pTNM) odreduje se histopatoloSkim pregledom resekata nakon hirurskog odstranjivanja tumora, a
ukoliko je hirurskom le¢enju prethodila neoadjuvantna terapija dodatno se odreduje i regresioni status
bolesti (ypTNM), odnosno tumor regresioni gradus (eng. tumor regression grade, TRG).%

Za procenu stadijuma tumorske bolesti odreduju se sledeé¢i parametri: tumorski stadijum (T)
koji se, kao sto je ve¢ pomenuto, definiSe dubinom penetracije tumora u slojeve zida debelog creva
ili okolnih tkiva i organa; limfonodalni stadijum (N), koji se defini$e lokalnim metastatskim Sirenjem
bolesti u regionalne limfne noduse ili satelitskim ekstramuralnim nodularnim strukturama koje se
nazivaju tumorski depoziti; metastatski stadijum (M), koji se defini$e odsustvom odnosno prisustvom
udaljenih metastaza na mestima i/ili organima izvan podrucja primarnog tumora i definisanih
regionalnih limfnih nodusa.®* U klini¢koj praksi se za procenu CRC stadijuma najéesée koristi
priru¢nik za odredivanje stadijuma bolesti Americkog udruzenog komiteta za rak (eng. American
Joint Committee on Cancer, AJCC), a TNM klasifikacija za CRC aktuelnog, osmog izdanja ovog
priruc¢nika iz 2017. godine, prikazana je u Tabeli 1.

Tabela 1. TNM klasifikacija kolorektalnog karcinoma prema osmom izdanju prirué¢nika za odredivanje
stadijuma bolesti Ameri¢kog udruzenog komiteta za rak (eng. American Joint Committee on Cancer,
AJCC). Preuzeto i modifikovano od Amin i sar.%

T

kategorija T kriterijum
TX Primarni tumor se ne moze proceniti
TO Bez dokazanog prisustva primarnog tumora
Tis Karcinom in situ, intramukozalni karcinom
T1 Tumor zahvata submukozu
T2 Tumor zahvata sloj muscularis propria
T3 Tumor probija kroz sloj muscularis propria u perikolorektalna tkiva
T4 Tumor direktno zahvata visceralni peritoneum ili zahvata ili adherira okolne organe ili
strukture
T4a Tumor direktno zahvata visceralni peritoneum
T4b Tumor direktno zahvata ili adherira okolne organe ili strukture
kategorija N kriterijum
NXx Regionalni limfni nodusi se ne mogu proceniti
NO Regionalni limfni nodusi su bez metastaza (negativni)
Jedan do tri regionalna limfna nodusa su pozitivna na prisustvo metastaza (tumorska
N1 infiltracija u limfnom nodusu >0,2 mm) ili je prisutan bilo koji broj tumorskih
depozita, a svi identifikovani limfni nodusi su negativni
Nla Jedan regionalni limfni nodus je pozitivan
N1b Dva ili tri regionalna limfna nodusa su pozitivna

Nema pozitivnih regionalnih limfnih nodusa, ali su prisutni tumorski depoziti u
Nic subserozi, mezenterijumu ili u neperitonealizovanom perikoli¢nom ili
perirektalnom/mezorektalnom tkivu

N2 Cetiri ili vise regionalnih limfnih nodusa je pozitivno
NZ2a Cetiri do Sest regionalnih limfnih nodusa je pozitivno
N2b Sedam ili vise regionalnih limfnih nodusa je pozitivho
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M

Kategorija M Kriterijum

Nema udaljenih metastaza (na osnovu ,,imidzing* metoda)/nema dokaza o tumoru na
udaljenim mestima ili organima; ovu kategoriju ne procenjuje patolog

Identifikovane metastaze na jednom ili viSe udaljenih mesta ili organa ili na

MO

M1 . ) s
peritonealnoj povrsini
Mla Metastaze ograni¢ene na jedno mesto ili organ bez peritonealnih metastaza
M1b Metastaze na dva ili viSe mesta ili organa bez peritonealnih metastaza
Mlc Metastaze na peritonealnoj povrsini sa ili bez metastaza na drugim mestima i organima

1.1.6.1. Prognostic¢ki faktori CRC

Pregled najznacajnijih prognostickih faktora CRC predstavljeni su u Tabeli 2.

Tabela 2. Najznacajniji i novi 