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Rezime: Operativno lije¢enje kolorektalnog karcinoma glavni je i najvazniji model lijeCenja,
koji omogucuje duze i kvalitetnije prezivljavanje. Medutim, samo je lijecenje ipak veoma
kompleksno i ono predstavlja kombinovanu primjenu hirurgije, radioterapije i hemioterapije, a
koje danas predstavlja zlatni standard u lijeGenju kolorektalnog karcinoma. Kolorektalna
anastomoza veoma je specifi¢na procedura u digestivnoj hirurgiji, kako u formiranju, zarastanju,
tako i u nastanku komplikacija. Zarastanje anastomoze slozen je mehanizam i ono zavisi od
brojnih, medusobno povezanih, faktora. Cilj ovoga rada bio je da se utvrdi korelacija markera
vaskularnog endotelijalnog faktora rasta (VEGF), matriksa metaloproteinaze 2 (MMP2) i
matriksa metaloproteinaze (MMP9) sa nastankom dehiscencije kolorektalne anastomoze i
korelacija radioterapije sa smanjenjem vrijednosti VEGF, MMP2 i MMP9 u tumorskom tkivu i
zdravom tkivu u predjelu anastomoze. MMP i VEGF imaju veoma vaznu ulogu U progresiji
tumora rektuma, a vazni su i za adekvatno zarastanje anastomoza. Kod svih pacijenata
bioptirano je tumorsko i zdravo tkivo u neposrednoj blizini tumora. Jedna grupa pacijenata
hirurSki je tretirana, a druga grupa primila je preoperativnu radioterapiju, a potom hiruruski
tretirana. Imunohistohemijskom analizom bioptiranih preparata utvrdeno je da je postojala
pozitivna korelacija dehiscencije anastomoze sa visokim vrijednostima VEGF, MMP2 i MMP9.
U svim slu¢ajevima dehiscencije anastomoze imunohistohemijska ekspresija ispitivanih
markera bila je povisena, MMP2 u tumorskom tkivu p = 0,02, MMP9 u tumorskom tkivu p =
0,02 i VEGF u tumorskom tkivu p = 0,01. Takode, potvrdena je korelacija radioterapije sa
smanjenjem vrijednosti markera, i to MMP2 u tumorskom tkivu p = 0,008, MMP9 u tumorskom
tkivu p = 0,04 i VEGF u tumorskom tkivu p = 0,08. Dalje je potvrdeno da nije postojala
povezanost preoperativno provedene radioterapije sa c¢eS¢im nastankom dehiscencije

kolorektalne anastomoze i drugih komplikacija.
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Summary: Operational treatment of colorectal cancer is the main and most important model of
treatment that enables longer and better survival. However, the treatment itself is very complex
and it represents a combined use of surgery, radiotherapy and chemotherapy, which is now the
gold standard in the treatment of colorectal cancer. Colorectal anastomosis is a very specific
procedure in digestive surgery both in formation, healing and in the onset of complications.
Anastomosis healing is a complex mechanism and it depends on a number of interconnected
factors. The aim of this work was to determine the correlation of markers VEGF, MMP2 and
MMP9 with the onset of colorectal anastomosis and correlation of radiotherapy with reduced
value of VEGF, MMP2 and MMP9 in tumor tissue and healthy tissue in the anastomosis. MMP
and VEGF play a very important role in the progression of rectum tumors and they are also
important for adequate healing of anstomosis. All patients were given biopsies of tumors and
tissue in the immediate vicinity of the tumor. One group of patients was treated surgically and
the other group received preoperative radiotherapy and then surgical treatment.
Immunohistochemical analysis of biopsies found that there was a positive correlation of
dehiscence anastomosis with high values VEGF, MMP2 and MMP9. In all cases, the dehiscence
rate was elevated, MMP2 in tumor tissue p = 0,02, MMP9 in tumor tissue p = 0,02, VEGF in
tumor tissue p = 0,01. Radiotherapy correlation with decreased marker value was also confirmed,
MMP2 in tumor tissue p = 0,008, MMP9 in tumor tissue p = 0,04 VEGF in tumor tissue p = 0,08.
It also confirmed that there was no link between preoperative radiotherapy and the more common

onset of colorectal anastomosis and other complications.
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1. UvOD

1.1. Epidemioloske karakteristike tumora rektuma

1.1.1. Epidemioloske karakteristike tumora rektuma u svijetu

Maligne bolesti danas predstavljaju znacajan zdravstveni problem i u velikoj mjeri uti¢u
na kvalitet Zivota bolesnika, a imaju i veliki ekonomski znacaj zbog sve vecih izdataka za
lije¢enje i njegu oboljelih. Incidenca malignih bolesti varira medu zemljama svijeta, kao i unutar
samih zemalja. Broj kolorektalnih malignih oboljenja danas je u stalnom porastu. Procjenjuje se
da godisnje od karcinoma kolorektuma oboli oko 1,2 miliona ljudil. U Sjedinjenim Americkim

Drzavama 1/3 oboljelih od karcinoma kolorektuma &ini karcinom rektuma?.

Analiza obolijevanja po polovima pokazuje da je u svijetu karcinom rektuma treci
vode¢i maligni tumor u muskoj, a drugi u Zenskoj populaciji. Muskarci ¢es¢e obolijevaju od
kolorektalnog karcinoma i to u prosjeku za 1,6 puta®. Procjenjuje se da godisnje od karcinoma
Kolorektuma oboli oko 664.000 muskaraca i 571.000 Zena, oko 4/5 oboljelih u Aziji (225.185
zena 1 283.596 muskaraca) i U Evropi (203.185 Zena i1 229.229 muskaraca). Najmanji broj
oboljelih zabiljeZen je u Okeaniji (8.086 zena i 9.733 muskarca) i u Africi (15.882 Zene i 19.049

muskaraca)®.

Incidenca karcinoma kolorektuma raste u nekim zemljama gdje je istorijski bila niska,
kao na primjer, u Japanu, i to prvenstveno zbog uvodenja zapadnjackog nacina ishrane, koja je
bogata mlijekom, mesom, jajima i mastima®. U nekim visokorazvijenim zemljama, kao §to su
Finska i Norveska, incidenca karcinoma kolorektuma i dalje raste, dok se u Francuskoj i
Australiji odrzava stabilnom, a u SAD opada. Najve¢i je porast stope incidence u Aziji (Japan,

Kuvajt i Izrael) i u istoénoj Evropi (Ceska Republika, Slovacka i Slovenija) (Slika 1).
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Slika 1: Graficki prikaz distribucije incidence kolorektalnog karcinoma za razvijene i

nerazvijene zemlje svijeta (Ferlay J, Soerjomataram I, Dikshit R, Eser S, et al., Cancer
incidence and mortality worldwide: sources, methods and major patterns in GLOBACAN
2012, Interntational Journal of Cancer 2015; 136(5): E359-86)

Maligne bolesti danas su vode¢i uzrok umiranja u svijetu, a godiS$nje u svijetu od

kolorektalnog karcinoma umre oko 600.000 ljudi® (Slika 2).

Zbog toga je kolorektalni karcinom cetvrti najcesci uzrok smrti od karcinoma u svijetu

(poslije karcinoma pluca, Zeluca i jetre; posmatrano za oba pola zajedno)®.



Mortality: 8.2 million deaths

Africa
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Slika 2: Graficki prikaz mortaliteta kolorektalnog karcinoma u svijetu (GLOBOCAN 2012)

Pretpostavka je da ¢e do 2030. godine broj umrlih od malignih bolesti iznositi preko 11
miliona®. Kolorektalni karcinom tre¢i je po ucestalosti uzro¢nik smrti od karcinoma u svijetu®.
U velikom broju zemalja Sirom svijeta dolazi do opadanja stope umiranja od karcinoma
kolorektuma, a to kao rezultat ranog otkrivanja bolesti i/ili pobolj$anja terapije. Medutim, u
zemljama sa ograni¢enim resursima, kao §to su Meksiko i Brazil u Juznoj Americi, i Rumunija

i Rusija u isto¢noj Evropi, stope mortaliteta i dalje rastu’.

1.2. Etiologija tumora rektuma

Etiologija kolorektalnog karcinoma jos uvijek nije dovoljno razjasnjena. Ipak, na osnovu
dosadasnjih epidemioloskih rezultata, utvrdeni su brojni faktori koji dovode do veéeg rizika
obolijevanja, a postoje i brojni faktori koji mogu smanijiti rizik od obolijevanja. Svi faktori rizika

mogu se podijeliti na nepromjenljive i promjenljive faktore®.



U nepromjenljive faktore rizika spadaju prije svega godine starosti, tako da je rizik za
nastanak kolorektalnog karcinoma 15 puta veci kod starijih od 50 godina, u odnosu na starosnu

grupu 20-49 godina®°.

U odnosu na pol, incidencija i mortalitet su za 35-40% ve¢i kod muskaraca nego kod
zena*. Rizik obolijevanja od kolorektalnog karcinoma dva do tri puta je veéi kod pacijenata
srodnika oboljelih od kolorektalnog karcinoma. Takode, pacijenti sa inflamatornim bolestima
crijeva, ulceroznim kolitisom i Kronovom bolesti u vefoj mjeri doprinose nastanku
kolorektalnog carcinoma®®. Herditarni kolorektalni karcinomi &ine i do 10% svih kolorektalnih

karcinomall.

U promjenljive faktore rizika spadaju nacin ishrane i gojaznost, jer je utvrdeno da je
naéin ishrane u korelaciji sa nastankom kolorektalnog karcinoma2. Ishrana bogata mastima i
crvenim mesom zbog metabolickih poremecaja u velikoj mjeri dovodi do nastanka
kolorektalnog karcinoma, tako da je u zemljama gdje masti ¢ine 50% kalorijskog unosa
znadajno veéa incidencija nastanka kolorektalnog karcinoma®3. U mnogim studijama uogeno je
da prekomjerna tjelesna tezina, gojaznost i SeCerna bolest predstavljaju faktore rizika za

nastanak kolorektalnog karcinoma kod oba pola®*.

Hroni¢na upotreba alkohola povecava rizik za nastanak kolorektalnog karcinoma.
Naime, osobe koje konzumiraju alkohol imaju 23% ve¢i rizik za nastanak maligniteta u odnosu

na one koji ne piju ili koji konzumiraju manje od jednog pi¢a dnevno®®.

1.3. Hirurska anatomija rektuma

Debelo crijevo je zavrsni dio digestivnog trakta i pruza se od tankog crijeva do anusa.

Hirurska anatomija nesto je drugacija i ona se zasniva na vaskularizaciji kolona.

Razlikujemo desni kolon, koji vaskularizuje gornja mezenteri¢na arterija, a on se sastoji

od cekuma, ascedentnog kolona i proksimalne dvije tre¢ine poprecnog kolona.



Lijevi kolon vaskularizuje donja mezentericna arterija, a Cine ga distalna treéina
poprecnog kolona, descedentni kolon i sigmoidni kolon. Rektum, zavrs$ni dio debelog crijeva,
pocinje na rektosigmoidnom prelazu u visini promontorijuma i proteze se distalno uz sakrum i
kokcigealnu kost. Duzina rektuma iznosi 12-15 cm; u sagitalnoj ravni rektum pravi luk
konkavan prema naprijed. U frontalnoj ravni rektum pravi tri zavoja, od kojih su gornji i donji
konveksni udesno, a srednji ulijevo. U svom distalnom dijelu ampula rektuma nastavlja se u

analni kanal, koji je prosjecne duzine Cetiri cm i1 zavrSava se anusom.

U gornjoj trec¢ini rektum je spreda i sa strana prekriven parijetalnim peritoneumom, a u srednjoj

trecini prekriven je samo sa prednje strane. Donja je trec¢ina ekstraperitonealna.

Zid rektuma sastavljen je od mukoze, submukoze i muskularis proprije. Lamina
muskularis proprija sastoji se od unutrasnjeg cirkularnog i spolja$njeg longitudinalnog sloja,

koji se spaja sa vlaknima muskulusa puborektalisa u nivou anorektalnog prstena.

Gornja valvula nalazi se na oko 15 cm od analnog otvora. Srednja valvula je razvijenija
i nalazi se u visini najnize tacke peritonealne duplje. Donja Hustonova valvula nalazi se na tri

cm iznad zupcaste linije (Slika 3).
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Slika 3: Anatomija rektuma i analnog kanala (Moore K, Clinically Oriented Anatomy,
Lippincott Williams & Wilkins, 2005)

Tenije kolona se u rektosigmoidnom prelazu $ire, i distalno od tog spoja njih vise nema.
U lumenu rektuma nalaze se valvule, tvz. Hustonovi nabori, koje formiraju cirkularni misi¢ni

sloj 1 sluzokoza.

Iza rektuma nalazi se Valdejerova (Waldeyer) fascija, koja je dio parijetalne pelvicne
fascije, koja prekriva sakralnu i kokcigealnu kost i presakralne krvne sudove. U Valdejerevoj
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fasciji nalaze se vlakna sakralnih splanhnickih nerava, te grane lateralnih i medijalnih sakralnih
krvnih sudova®®.

Prednji zid ekstraperitonealnog dijela rektuma pokriva visceralna pelvi¢na fascija,
odnosno fascija proprija. Ispred ove fascije nalazi se Denonvijeova (Denonvillier) fascija, koja
predstavlja vezivno tkivo koje odvaja rektum od seminalnih kesica i prostate, odnosno vagine

kod Zenal’.

Ona se sastoji od kolagenih, glatkih misi¢nih i elasti¢nih vlakana, koja se gusto preplicu.

U rektovezikalnom recezusu zavrSavaju se Denonivejova i Valdejerova fascija, tako da
ih lateralno nema, i to je razlog $to se karcinomi rektuma Sire lateralno. U lumenu rektuma
krivinama odgovaraju valvule rektuma (Hustonovi nabori), a koje formiraju cirkularni misi¢ni

sloj i sluzokoza (Slika 4).

Fascha progeia
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Doanceralary” Hson -

Slika 4: Wolff BG, Fleshman JW, Beck DE, Pemberton JH, Wexner SD, The ASCRS textbook

of colon and rectal surgery, New York: Springer, 2007, p. 5.



Distalno od anorektalnog prelaza pocinje analni kanal, ¢iji je zid graden od unutrasnjeg

analnog sfinktera, spoljaSnjeg analnog sfinktera i dijela levatornog misica.

Unutras$nji analni sfinkter predstavlja zavrsni dio cirkularne muskulature crijeva.
Spoljasnji analni sfinkter ¢ini poprecnoprugasta muskulatura, rasporedena u tri dijela: potkozni,

povrsni i duboki.

Hirurski rektum moze se podijeliti na: gornji (12-15 cm), srednji (6-12 cm) i distalni
dio (06 cm). Proksimalnu tre¢inu rektuma vaskularizuje gornja rektalna arterija, koja

predstavlja nastavak donje mezenteri¢ne arterije.

Srednje rektalne arterije snabdijevaju srednju tre¢inu rektuma, a one su grane
hipogastri¢ne arterije. One ulaze u rektum iznad anusa, kalibra su 1-2 mm i prisutne su
obostrano samo u 4,8% sluc¢ajeva’®. Donje rektalne arterije jesu grane pudendalnih arterija, a
prolaze kroz ishiorektalnu jamu, granaju se u viSe grancica koje prodiru kroz spoljasni i

unutra$nji sfinkter do mukoze, gdje se spajaju sa gran¢icama srednje rektalne arterije.

Venska krv rektuma drenira se u dva venska sistema. Gornja rektalna vena drenira se u
portalni sistema, dok se srednja i donja rektalna vena dreniraju u sistemski venski krvotok.
Limfna drenaza rektuma odvija se preko submukoznih i subseroznih limfati¢nih pleksusa u zidu

crijeva u limfne kanale i Zlijezde koje prate odgovarajuée arterije®.

Najveci dio limfe, oko 90%, drenira se ushodnim putevima. 1z gornje tre¢ine rektuma
drenaza se odvija u limfne Zlijezde duz donje mezenterijalne arterije, iz srednje trec¢ine drenaza
je usmjerena ka ilija¢nim limfnim ¢vorovima, dok iz donje treine rektuma limfna drenaza
odlazi dijelom ka ilijaénim limfnim ¢vorovima, a dijelom ka dubokim i povrsnim preponskim

limfnim ¢vorovima.

Autonomna inervacija rektuma potice od presakralnih simpatickih vlakana, grana donjeg
mezenterickog pleksusa 1 sakralnih parasimpatickih nerava. Simpati¢ka vlakna za rektum
nastaju od prva tri lumbalna segmenta ki¢mene mozdine. Gornji hipogastri¢ni pleksus nastaje

iz preaortalnog pleksusa i lumbalnih splanhni¢nih nerava. Potom se vlakna pruzaju nadolje, te



u nivou promontorija formiraju lijevi i desni hipogastri¢ni nerv, a kojima se prikljucuju i

parasimpaticke niti (nervi erigantes).

Na taj nacin nastaju dva pelvi¢na pleksusa koji inervisu rektum i organe male karlice.
Voljna muskulatura pelvi¢nog poda inervisana je pudendalnim nervom, nastalim iz S4 segmenta

ki¢mene mozdine?°.

1.4. Odredivanje stadijuma tumora rektuma

Odredivanje stadijuma karcinoma rektuma veoma je vazno zbog dobijanja informacija
0 proSirenosti bolesti, koje su od najveceg znacaja za prognozu bolesti, za izbor najoptimalnjeg
terapijskog tretmana, kao i za procjenu adekvatnog odgovora na primijenjenu terapiju.
Histoloski tip i podhistoloski tip tumora rektuma predstavljaju jedan od faktora u procjeni
prognoze tumora rektuma?!. Da bi se postigla §to veéa taénost u odredivanju stadijuma
karcinoma rektuma i da bi se izabrala najbolja individualna terapija od najveceg je znacaja

multidisciplinarni rad hirurga, radiologa i onkologa.

Na osnovu svega ovoga moze se re¢i da je precizno odredivanje stadijuma karcinoma
rektuma kljuéno za pravilan mulitidiscipinaran pristup lije¢enju??. Savremeni onkologki pristup
danas podrazumijeva i nove kriterijume Kkoji se odnose na prognozu bolesti, vjerovatnoéu
prezivljavanja i na stepen odgovora na terapiju?®. Najvazniji stavovi kod patohistoloskog
ispitivanja karcinoma rektuma obuhvataju makroskopsku procjenu preparata, resekcione linije,
milimetarsku dubinu progresije, mikrometastasko Sirenje i tumorske depozite, te vaskularnu i
perineuralnu invaziju®*. Godine 1932. Cuthbert E. Dukes, patolog bolnice St. Mark u Londonu
postavio je slozeniji sistem za odredivanje stadijuma karcinoma rektuma. On je utvrdio da
karcinom rektuma u svojoj najranijoj fazi nastaje kao proliferacija koja prominira iznad povrsine
epitela i da se razvija iz ve¢ postojeceg adenoma, zatim da on metastazira kroz zid crijeva i
limfne sudove u limfne ¢vorove®. U onim sludajevima u kojima je tumor ograni¢en na zid

rektuma, oni se klasifikuju kao stadijum A; oni slucajevi, kod kojih se tumor $iri direktno kroz



ekstrarektalna tkiva klasifikovani su kao stadijum B; a slucajevi kod kojih su prisutne metastaze
u regionalnim limfnim ¢vorovima svrstani su u stadijum C. Visi patoloski stadijum ukazuje na

losiju prognozu?® (Slika 5).

e Spread to other organs

Normal

Slika 5: Colorectal Cancer Facts & Figures 2013

Astler i Coller su 1954. godine modifikovali Dukes-ovu Klasifikaciju. Godine 1987.
American Joint Committee on Cancer (AJCC) i International Union Against Cancer (IUCC)
uveli su sistem za odredivanje stadijuma karcinoma baziran na dubini lokalne tumorske invazije
(T), na prisustvu metastaskih limfnih nodusa i njihovom broju (N) i na postojanju udaljenih
metastaza(M)?’. Za razliku od Dukes-ove Klasifikacije, koja je bazirana samo na
patohistoloskom nalazu, TNM sistem za odredivanje stadijuma tumora dozvoljava procjenu T,
N i M kategorija i uz pomo¢ drugih klini¢kih kriterijuma, kao §to su fizikalni pregled bolesnika,
imidzing, endoskopski pregled i/ili hirurska eksploracija?®. Ranije su informacije o patoloskom
stadijumu bolesti bile korisne samo za procjenu prognoze bolesti, ali danas one se koriste i u
mnoge druge svrhe, prevashodno za izbor optimalne terapije i za procjenu odgovora na
primijenjenu terapiju. Prema TNM Klasifikaciji najvazniju anatomsku strukturu na osnovu koje
se bazira odredivanje stadijuma tumora predstavlja misi¢ni sloj zida rektuma (lamina muscularis

propria): T1 karcinomi rektuma lokalizovani su unutar mukoze i submukoze. T2 tumori

10



infiltriSu misiéni sloj zida rektuma, ali ga ne probijaju, dok se T3 karcinomi propagiraju izvan
muskularnog sloja i infiltriSu mezorektalno masno tkivo. T4 karcinomi rektuma infiltriSu
peritoneum ili susjedne organe. Medutim, T3 tumori ¢ine Siroku grupu, koja obuhvata tumore
koji se tek diskretno sire preko muskularnog sloja, kao i tumore Kkoji se propagiraju do

mezorektalne fascije ili koji je infiltrisu?®,

Kod ove grupe tumora izuzetno je vazno utvrditi da li je tumorom zahvacena i
mezorektalna fascija. Ovom Kklasifikacijom omogucuje se diferenciranje bolesnika sa
minimalnom infiltracijom mezorektalnog masnog tkiva i bolesnika kod kojih postoji evidentna
infiltracija mezorektalne fascije. Na osnovu toga moze se predvidjeti mogucénost postizanja
potpune resekcije tumora, posto precizna selekcija bolesnika sa razli¢itim rizikom od lokalnog

recidiva omoguéava primjenu terapije prilagodene individualnom riziku® (Slika 6).

MUKOZd riNOMO)  (T2NOMO) (T3-4NOMO) (T2N1MO) (FRANIMO)

A ()

)il

WOYSYPYSY. . BYSYPV I

Slika 6: Stadijumi razvoja kolorektalnog karcinoma u odnosu na primijenjene klasifikacione

sisteme (preuzeto i modifikovano iz AJCC, 2010)
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1.5. Istorijat hirurgije rektuma

Prvu simptomatologiju bolesti u vezi sa tumorom rektuma dao je John Ardern poc¢etkom
XIV vijeka. Dugo vremena hirurzi su izbjegavali da operiSu crijeva zbog opasnosti od
peritonitisa i sigurne smrti bolesnika. Smatra se da je prvu operaciju neoplazme rektuma izveo
Faget 1739. godine, kada je nacinio perinealnu eksciziju karcinoma rektuma. Paul Kraske uradio
je transsakralni pristup 1885. godine, sto je obuhvatalo eksciziju kokcigealne kosti i sakruma, i

formiranje sakralnog anusa®..

U prvim godinama XX vijeka Lockhart-Mummery napravio je proSirenu perinealnu
eksciziju kod tumora rektuma. Glavni nedostatak ove operacije bio je u nedovoljnom uklanjanju

tkiva iz podrugja limfne drenaze®.

Prvu radikalnu operaciju obavio je Czerny, kada je 1883. godine izveo prvu operaciju
niskog karcinoma rektuma sa dva pristupa. Engleski hirurg Miles usavrsio je ovu operaciju, koja

veoma ubrzo postaje operacija izbora u lijeenju niskih karcinoma rektuma?®.

Godine 1921. francuski hirurg Anri Hartman izveo je operaciju resekcije rektuma kod
karcinoma gornje i srednje trecine rektuma, bez kreiranja anastomoze, uz formiranje terminalne

kolostome.

Claude Dixon, ameri¢ki hirurg, uradio je prednju gornju resekciju rektuma, koja je po
njemu dobila naziv — Operacija po Dixon-u. Ova operacija bila je osnova za kasnije izvodenje

niskih sfinkter prezervirajuéih resekcija rektuma®,

Ser Alan Parks dao je veliki doprinos u razvoju kolorektalne hirurgije, jer je razvio veliki
broj novih instrumenata, a istovremeno je uveo i brojne nove hirurske tehnike. Ser Parks je
razvio 1 usavr$io I tehniku koloanalne i ileoanalne anastomoze. Zahvaljujuéi razvoju novih
hirurskih tehnika i medicinske opreme, kao i sve ve¢em broju pacijenata, usavrSena je tehnika
prednje niske resekcije rektuma, i to primjenom staplerske anastomoze sa moguc¢noscu kreiranja

izrazito niske anastomoze.
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Mnogi danas smatraju da je zaCetnik staplerske tehnike bio madarski hirurg Himer Hilt,
koji je pocetkom XX vijeka konstruisao svoj staplerski aparat i postavio osnovne principe
mehani¢kog Sava u hirurgiji. Ovaj instrument Koristio je u operaciji zeluca. Dalji doprinos

unapredenju staplerske tehnike dali su ruski hirurzi pedesetih godina XX vijeka®*.

Osamdesetih godina prosloga vijeka Heald je uveo i razvio tehniku totalne mezorektalne
ekscizije (TME), koja je doprinijela poboljSanju rezultata hirurS§kog lijeCenja u pogledu
smanjenja lokalnog recidiva i u poveéavanju petogodisnjeg preZivljavanja®®. Veoma je vazno
da se kod resekcije rektuma ucini i prezervacija hipogastricnih nerava. Ovim operativnim

postupkom znacajno se smanjuje postotak pacijenata sa urinarnom i seksualnom disfunkcijom.

1.5.1. Hirurusko lije¢enje rektalnog tumora

Operativno lije¢enje kolorektalnog karcinoma glavni je i najvazniji model lije¢enja koje
omogucuje duze i kvalitetnije prezivljavanje. Medutim samo lijeCenje ipak je veoma
kompleksno i ono predstavlja kombinovanu primjenu hirurgije, radioterapije i hemoterapije, i

to danas predstavlja zlatni standard u lije¢enju kolorektalnog karcinoma®.

U hirurskom lijecenju karcinoma rektuma postoji nekoliko ciljeva: lijecenje osnovnog

oboljenja, o¢uvanje seksualne funkcije i funkcije mokraéne besike, te prezervacija sfinktera®’.

Za ostvarivanje ovih ciljeva primjenjuje se minuciozna hiruska tehnika, postovanje
planova disekcije 1 kreiranje rizi€ne niske anastomoze. Radikalna operacija karcinoma rektuma
moze se izvesti na tri nacina: prednjom resekcijom, abdominoperinealnom resekcijom i
Hartmanovom procedurom. Veoma je vazno obaviti adekvatnu dijagnostiku, ¢ime se dobija

veliki broj informacija i ¢ime se olaksava proces donosenja odluka o operativnom tretmanu®®.
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1.5.2. Neoadjuvantna radiohemioterapija

Iako je hirursko lijeCenje primarno u tretmanu karcinoma rektuma, vaznu ulogu, naro¢ito
u uznapredovalim stadijumima bolesti, ima neoadjuvantna radiohemioterapija. Prvi put ova
terapija karcinoma rektuma primijenjena je 1914. godine. Hemioterapija i radioterapija veoma
su vazne u lijeCenju karcinoma rektuma i mogu se primjenjivati kao posebne mjere ili kao
kombinovana terapija (multimodalno lijeCenje) prije ili poslije hirurS§kog zahvata. Ranije su
hemioterapija i radioterapija posmatrane posebno, ali se danas najces¢e govori o kombinovanoj
radiohemioterapiji (RHT), jer se kod najveceg broja novih protokola za lijeCenje karcinoma
rektuma podrazumijeva kombinacija ova dva oblika u okviru neoadjuvantne ili adjuvantne

terapije39.

Najcesce se primenjuju dva protokola preoperativnog zra¢enja bolesnika sa karcinomom

rektuma:

1. kratkotrajna (short course), koja podrazumijeva pet frakcija po 5 Gy, ukupno 25 Gy (hirurski

zahvat slijedi nekoliko dana po zavrSenom zracenju ili nakon nekoliko nedjelja);

2. dugotrajna konvencionalna (long course), koja podrazumijeva 1,8-2 Gy u 25 frakcija do
ukupne doze od 45-50 Gy. Operativni zahvat slijedi naj¢es¢e od osam do 12 nedjelja nakon

zavrSetka zraCenja.

U posljednje vrijeme neoadjuvantna radiohemioterapija postala je standard u terapiji
karcinoma rektuma, tako da je kombinacija neoadjuvantne radiohemioterapije sa TME dovela
do znacajnog poboljsanja u pogledu lokalne kontrole bolesti. Ipak je utvrdeno da primjena
neoadjuvantne radiohemioterapije nije uvijek vodila do veceg postotka prezivljavanja

pacijenata“®.
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Takode je utvrdeno da kod pacijenata, poslije neoadjuvantne radiohemioterapije, moze
do¢i do znacajnog povecéanja rizika za nastanak funkcionalnih poremecaja kao sto su enteritisi,
opstipacije*!. Brojna ispitivanja takode su pokazala da nije postojala razlika u onkoloskim
rezultatima (prevodenje tumora u operabilno stanje, vrijeme prezivljavanja) u odnosu na ova
dva modela preoperativne radioterapije, koji su primijenjeni kod bolesnika sa karcinomom
rektuma®2. Nakon primjene neoadjuvantne RHT moze klini¢ki doé¢i do potpunog odgovora
tumora u 10-40% slucajeva, a klinicka procjena odgovora na terapiju vrsi se nakon 12 nedjelja
od pocetka RHT. Vjerovatnoca postizanja kompletnog klini¢kog odgovora zavisi u velikoj mjeri
od inicijalnog stadijuma tumora i molekularnih faktora, a koji do sada nisu u potpunosti
razjasnjeni. Klinicki kompletan odgovor nije uvijek u korelaciji sa patoloski kompletnim
odgovorom na terapiju, $to otezava donosenje odluke o daljem lije¢enju ovih pacijenata®.
Prema svjetskim smjernicama, ali i lokalno usvojenim protokolima, kao hemoterapija
kombinovano se koristi 5-fluorouracil (5-FU) u kontinuiranoj infuziji tokom 4-6 ciklusa. Dok

se u toku treceg i etvrtog ciklusa primjenjuje radioterapija sa dozom od 50 Gy**.

1.6. Molekularni marker kod tumora rektuma

U posljednje vrijeme individualno pracenje pacijenata oboljelih od karcinoma rektuma
na osnovu prediktivnih i prognostickih faktora sve se vise primjenjuje. Pomoc¢u molekularnih
markera moze se utvrditi ponasanje tumora, a mogu biti i prediktivni faktor relapsa bolesti, kao
I nastanka postoperativnih komplikacija. Postoje brojni molekularni markeri i oni se obi¢no
analiziraju sa bioptiranog materijala prije zapocetog lijecenja®. Jedni od takvih molekularnih
markera jesu vaskularni endotelni faktor rasta (Vascular endothelial growth factor), te matriks
metaloproteoinaze (Matrix-metaloproteinasis) 2 i 9. VEGF je signalni protein koji podsti¢e rast
novih krvnih sudova, a takode ima i vaznu ulogu u angiogenezi, limfogenezi i vaskulogenezi.
VEGF obuhvata pet ¢lanova, i to VEGF, VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D i faktor rasta placente
(Placental growth factor)*®4’. VEGF kao glikoprotein ima centralnu ulogu u angiogenezi i

podstice druge proangiogenetske faktore. Receptori VEGF su tirozin-kinaza receptori i oni se
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nalaze na povrsini vaskularnih endotelnih ¢elija, te na endotelnim ¢elijama limfnih sudova.

VEGF je vazan za prezivljavanje tumorskih éelija i za formiranje tumorskih krvnih sudova*.

Prisutan je u velikom broju tumora, jer je za rast tumora potreban veliki broj novih krvnih
sudova. Angiogenezu VEGF stimulise na dva nacina, i to tako §to stimuliSe stvaranje novih
krvnih sudova i tako $to stimuliSe hiperpermeabilnost i ekstravazaciju proteina u ekstracelularni
prostor®®. Ispitivanja su pokazala da kod pacijenata sa karcinomom rektuma i sa metastazama u
jetri postoje izrazena ekspresija VEGF, koja je zna¢ajno veca nego kod pacijenata kod kojih
nema prisustva metastaza®®5*. Sto je vec¢a ekspresija VEGF , to je losija prognoza tumora i manje
prezivljavanje pacijenata u odnosu na pacijente sa tumorima bez VEGF ekspresije ili sa niskom

ekspresijom (Slika 7).

Blood Vessel Overgrowth on Cell

Tumor VEGF increases Tumor has increased
secretes VEGF blood vessel blood supply
expression and
movement to tumor

Blood vessel

Slika: 7. Proc. Nati Acad Sci USA 2002

Studije su pokazale da je povecana ekspresija VEGF izazvana tumorskom hipoksijom i

nekrozom, te onkogenskom ekspresijom®2°3, Dokazano je i da se blokiranjem ili inhibicijom
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VEGF moze dovesti do blokiranja rasta kolorektalnog karcinoma®*. Lijekovi koji se koriste jesu

bevacizmab, cebecitabin, te 5_FU.

MMP spadaju u porodicu endopeptidaza koje su zavisne o cinku, a koje su odgovorne
za fiziolosko i patofiziolosko remodeliranje tkiva®. MMP su glavni enzimi koji su odgovorni
za kolagen i drugu razgradnju proteina u vancéelijskom matriksu. Tipicne MMP sastoje se od
propeptida od oko 80 amimokiselina, dok Kataliticke metaloproteinaze imaju i oko 170
aminokiselina. MMP se dijele na membranski tip matriks metaloproteinaze, kolagenaze,

Zelatine, stromelizine i metralizine®®’.

Membranski tip matriks metaloproteinaze ¢ine MMP14, MMP15, MMP16 i MMP24;
kolagenaze obuhvataju MMP1, MMPS, MMP13 i MMP18; Zzelatine su MMP2, MMP?9;
stromelizine su MMP3, MMP10 i MMP11 i metrilizine obuhvataju MMP7 i MMP26
Kolagenaze razgraduju helikalni fibrilarni kolagen, koji je temelj kostiju i ligamenata. Zelatini
uti¢u na razlicite ¢elijske funkcije, ukljucujuéi angiogenezu i neurogenezu®®. Oni mogu mijenjati
molekule bazalnih membrana i na taj na¢in dovesti do smrti ¢elija. MMP, takode, cijepaju sve
strukturne elemente izvancelijskog matriksa i obraduju razlicite supstrate koji nisu elementi
izvanéelijskog matriksa®>®°. MMP imaju i kolagenolititko djelovanje i mogu aktivirati neke
proteaze i druge elemente sa povrsine Celije (Slika 7). Smatra se da tumorske celije izazivaju
prekomjernu ekspresiju enzimske aktivnosti proteasa, sto onda dovodi do poveéane aktivnosti
enzima u okolnim stromalnim ¢elijama, te tako izazivaju razgradnju bazalne membrane i

invaziju okolnog tkiva 162,

Danas postoji 25 razligitih vrsta MMP, od ¢ega su kod ljudi pronadene 22 vrste®3%,
Povecana aktivnost MMP, kao i njihova povecana ekspresija, dokazane su kod mnogih tumora,

kao $to su tumori pluca, tumori pankreasa, tumori rektuma, tumori jajnika i tumori mozga.
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Matriks metaloproteinaze 2 Matrix metaloproteinaze 9

Slika 8: Molekularni prikaz Matriks metaloproteinaza (Acta Crystallogr D Biel Crystalogr.
2004)

Takode je utvrdeno i postojanje korelacije MMP sa agresivno$¢u tumora i sa njihovim
zlocudnim potencijalom. Imunohistohemijskim analizama utvrdeno je da je MMP izrazito
pozitivan u celijama karcinoma kolona i rektuma, te da postoji povezanost nivoa MMP sa
patohistoloskom veli¢inom i progresijom kolorektalnog karcinoma®®. MMP se mogu
inhibirati specificnim inhibitorima endogenog tkiva metaloproteinaza (TIMP) koje ¢ini

porodica od &etiri inhibitora proteaze 7.

1.7. Anastomoza u hirurgiji rektuma i njeno zarastanje

Kolorektalna anastomoza veoma je specifi¢na procedura u digestivnoj hirurgiji, kako u

formiranju, zarastanju anastomoze, tako i u nastanku komplikacija.
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Rije¢ anastomoza grckog je porijekla i originalno ima znacenje ,,otvor ili spoj”.
Zarastanje anastomoze slozen je mehanizam i ono zavisi od brojnih, medusobno povezanih,

faktora.

Procesi koji utiCu na zarastanje jesu sljedeCi: biohemijski, biomehanicki i
histomorfoloski. Glavna gradivna jedinica svake anastomoze jeste kolagen, koji ¢ini 25% svih
tjelesnih proteina i koji predstavlja osnovu biohemijskog procesa zarastanja tkiva. Osnovni
sastojak kolagena jeste tropokolagen, i on je sastavljen od tri peptidna lanca®. Hidroksiprolin
jeste aminokiselina koja se nalazi jedino u kolagenu, a u drugim proteinima nije prisutna u
znacajnijoj koli¢ini (Slika 9). Stvaranje kolagena odvija se od strane fibroblasta u submukozi
zida crijeva, u kojoj se nalazi u koli¢ini 2—-7%. Zbog svega toga submukoza je sloj crijevnog
zida, koji je veoma znacajan za zarastanje anastomoze. Metabolizam kolagena na samoj

anastomozi u stalnoj je ravnotezi izmedu razgradnje starog i sinteze novog kolagena®®.
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Slika 9: Molekularna struktura kolagena (preuzeto iz: Klinicka biohemija 2010)
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U prvim danima u predjelu anastomoze razgraduju se stara kolagena vlakna pod
dejstvom specificnog proteoliticCkog enzima kolagenaze. Tako dolazi do smanjenja

koncentracije kolagena u zoni anastomoze.

Zbog svih ovih desavanja za integritet anastomoze u ovom periodu odgovorni su hirurski
savovi, fibrinske naslage, te adhezivna reakcija peritoneuma ili velikog omentuma. U daljem
periodu dolazi do povecanog stvaranja i ugradnje mladog kolagena, tako da poslije pada u prvim

danima dolazi do rasta koncentracije kolagena.

Sedmog postoperativnog dana koncentracija kolagena nalazi se na nivou ili je ¢ak i veca
od preoperativne, a novosintetisani kolagen ugraduje se u anastomozu, te postepeno preuzima

ulogu $avnog materijala™ .

Veoma bitan faktor, koji ima ulogu u nastanku dehiscencije kolorektalne anastomose,
jeste taj da se u zidu rektuma nalazi najveca koncentracija kolagenaze, fermenta koji izaziva
razgradnju kolagena. Utvrdeno je da operacije na kolorektumu, zasad nepoznatim mehanizmom,
dovode do pojacane produkcije kolagenaze u svim dijelovima digestivnog trata, a naro€ito u

predjelu anastomoze.

Potpuni oporavak crijevnog zida poslije operativnog zahvata zavrSava poslije Sest

mjeseci, ali anastomoza je formirana i reintegrisana veé poslije 14 dana®®72,

Na crijevo kao cijev djeluju dvije sile — po uzduznoj osovini (sile rastezanja) i u
radijalnom smjeru (sile prskanja). Utvrdeno je da je otpornost anastomoze na sile rastezanja i
sile prskanja ve¢ nakon nedjelju dana poslije operativnog zahvata dostigla nivo neoperisanog
crijeva. Brojne su studije dokazale da dvije nedjelje poslije operativnog zahvata, pri opterecenju
¢esce dolazi do prskanja na crijeva na mjestu udaljenom od anastomoze, dok sama anastomoza

ostaje intaktna®®.
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1.7.1. Faktori odgovorni za zarastanje kolorektalne anastomoze

Za zarastanje kolorektalne anastomoze odgovorni su mnogobrojni faktori koji se mogu

podijeliti na: sistemske, lokalne i tehnicke faktore.

Sistemski faktori koji uti¢u na zarastanje anastomoze jesu sljedeci:

— zivotna dob, metabolicki poremecaji, ishrana bolesnika, pratece bolesti;

— preoperativna radioterapija, hemoterapija, terapija kortikosteroidima.
Lokalni faktori koji uti¢u na zarastanje anastomoze jesu:

— poremecaj vaskularizacije debelog crijeva;
— neadekvatna priprema kolona;
— infekcija i stanje Soka tokom operacije;

— hipoksija i hipovolemija.

Hirurski faktori koji uti¢u na zarastanje anastomoze jesu sljede¢i:

— visina anastomoze;

— neadekvatna hirurska tehnika.

Na zarastanje anastomoze u starijoj Zivotnoj dobi prije svega uti¢u aterosklerotske

promijene, hipoproteinemije, hipovitaminoze i anemije”.

Sve ovo kod starije populacije dovodi do ¢es¢e pojave dehiscencije anastomoze, sa

veéim morbiditetom i mortalitetom’.

Velic¢ina tumora veca od pet centimetara, kao i lokalizacije tumora (kada se nalazi
manje od Sest centimetara od anokutane linije) vazni su faktori rizika za popustanje anastomoze

sa komplikacijama i posljedicama’.
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Dijabetes melitus takode utiCe na zarastanje anastomoze zbog poremecaja

mikrovaskularne perfuzije i zbog metaboli¢kih promjena vezanih za hiperglikemiju’® 78,

Kod pacijenata sa hipoproteinemijom i hipovitaminozom takode postoji problem

zarastanja anastomoze’®,

Zbog nedovoljnog unoSenja proteina u organizam, te povecanog katabolizma proteina
kod malignih bolesti, dolazi do smanjenja koncentracije plazma proteina i to dovodi do veée

Sanse za nastanak dehiscencije anastomoze’8,

Na zarastanje ansatomoza znacajno utice nedostatak vitamina C i cinka. Za zarastanje
anastomoze potrebno je dnevno unosenje vitamina C izmedu 500-1000mg, jer je vitamin C

odgovoran za sintezu kolagena "3.

Dugotrajna upotreba kortikosteroida uti¢e na zarastanje anastomoze, i izaziva endokrine
I metabolicke nezeljene reakcije tipa jatrogene hiperglikemije, poremecaja metabolizma i

distribucije masti, katabolickog efekta na misiéno, limfno i vezivno tkivo, odnosno kolagen®1#2,

Od lokalnih faktora poseban uticaj na zarastanje anastomoza ima hipoksija i

hipovolemija.

Kiseonik je potreban pri hidroksilaciji lizina i prolina u sintezi kolagena, a dokazano je

da nivo kolagena raste proporcionalno nivou pO2.

Smanjenje viskoznosti krvi hemodilucijom ili perfuzionim lijekovima moze poboljsati
mikrocirkulacioni protok u crijevima i doprinijeti zarastanju anastomoze. Velika operativna
trauma zbog hipovolemije i hipoksije dovode do smanjenja koncentracije kolagena, a samim
tim i do otezanog zarastanja anastomoze. Kolon i rektum posebno su osjetljivi na promjenu
volumena krvi, tako da redukcija volumena krvi od samo 10% smanjuje perfuziju za 30%.
Gubitak volumena krvi direktno ¢e se odraziti na intraluminalnu cirkulaciju, tako da poremecaji

volumena znadajno ugrozavaju anastomozu®8485,
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Adekvatna priprema kolona takode je veoma vazna za zarastanje anastomoze, jer to
dovodi do smanjenja bakterijske kontaminacije i smanjenja intraluminalnog pritiska i pratece
ishemije.

Tehnicki faktori Cesto SU veoma vazni za zarastanje anastomoze. Operativne tehnike
razlikuju se od hirurga do hirurga, ali svaka operativna tehnika mora ispoStovati osnovne
postulate kao Sto su: adekvatna prokrvljenost anastomoze, smanjenje tenzije na liniji

anastomoze, hermetizacija anastomoze, uklanjanje opstrukcije distalno od anastomoze, te

atraumatski rad sa tkivima®8:87.88.89.90,

Dobra prokrvljenost anastomoze postize se o¢uvanjem magistralnih krvnih sudova, kao

i osiguravanjem dobre perfuzije intramuralnih krvnih sudova na ivici resekcije.

Hermetizacija anastomoze postize se plasiranjem $ava na rastojanju 3—5 mm. Guscée
plasiranje $avova moze da traumatizuje tkivo i da ugrozi vaskularizaciju anastomoze, a nece
bitno poboljsati hermetizaciju. Pojedina¢ni $avovi manje traumatizuju tkivo, a najbolje rezultate
Ima primjena spororesorptivnih Savnih materijala (Vicryl-Johnson & Johnson Medical Ltd,
United Kngdom; PDS — Bobigny Cedex France). Takode, treba izbjegavati jako zatezanje
Savova. Radi poboljsanja hermetizacije i zarastanja anastomoze pojedini hirurzi koristili su
fibrinsko ljepilo, ali se pokazalo da to nije dovelo do poboljsanja rezultata u zarastanju

anastomoza®%2,

Tenzija u predjelu anstomoze mora se izbjeéi, jer ugrozava normalan krvotok
anastomoze, onemogucuje hermetizaciju i moze izazvati rupturu anastomoze. To Se prije svega
moze posti¢i adekvatnim oslobadanjem poprecnog i silaznog kolona, te lijeve fleksure, visokim
podvezivanjem donje mezenteri¢ne arterije, podvezivanjem donje mezenteri¢ne vene uz donji

rub pankreasa, kao i oslobadanjem velikog omentuma® %,

ASA skor jeste klasifikacija fizioloskog statusa koji klini¢aru omogucéuje procjenu
statusa pacijenta kako bi se predvidio operativni rizik. Bolesnici sa ASA skorom vec¢im od tri
imaju ve¢i komorbiditet, pa i povecan rizik za dehiscenciju anastomoze. Sa svakim stepenom
povecanja ASA skora, ucestalost dehiscencije kolorektalne anastomoze povecava se za 2,5

puta®’.
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1.7.2. Preventivne mjere dehiscencije kolorektalne anastomoze

Dechiscencija anastomoze predstavlja jednu od najznacajnijih i potencijalno najopasnijih
komplikacija u kolorektalnoj hirurgiji, jer ugrozava zivot pacijenata, a ¢esto zahtijeva hitnu
hirursku intervenciju, Sto je praceno produzenim i skupljim lijeCenjem. Grupa autora
(Internatinal study group of Rectal Cancer) postavila je definiciju dehiscencije anastomoze po
kojoj: ,,Dehiscencija anastomoze je defekat crijevnog zida, ukljucujuéi Savnu ili staplersku liniju
neorektalnog rezervoara, §to dovodi do komunikacije izmedu intra i ekstra luminalnog

prostora”%:%,

Pored dehiscencije, znacajne anastomotske komplikacije jos su i krvarenje i stenoza

anastomoze.

Klini¢ke manifestacije dehiscencije anastomoze najcesée se manifestuju izmedu petog i

sedmog postoperativnog dana®®1o%,

Rane dehiscencije nastaju unutar 48 sati i imaju ozbiljne posljedice, a manifestuju se
znacima sepse, leukocitozom, poviSenom temperaturom, defansom, tahikardijom, paralitickim
ileusom 1 na kraju septickim Sokom. U pojedinim sluc¢ajevima dehiscencija anastomoze nije

prac¢ena abdominalnom simptomalogijom, ve¢ su prisutni samo leukocitoza i febrilnost.
Tezina i ozbiljnost dehiscencije stepenuje se na nekoliko stadijuma:

— stepen A dehiscencije koji ne zahtijeva izmjenu lijeCenja bolesnika;
— stepen B dehiscencije, gdje je potreban aktivan terapeutski pristup, ali se problem rjesava
bez laparotomije;

— stepen C dehiscencije, ¢ije se lijeCenje ne moze uspjesno rijesiti bez laparotomije.

Klini¢ki evidentna dehiscencija krece se u intervalu 2,2-20% i moze se manifestovati na
vise nacina: pelvi¢na sepsa, lokalizovani i difuzni peritonitis, sterkoralna fistula, rektovaginalna

fistula i hroni¢ni presakralni apsces i sinus!®1%, Pelviéna sepsa nastaje nakon parcijalne
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dehiscencije anastomoze i1 manifestuje se pogorSanjem opSteg stanja, ali bez znakova
peritonitisa. Sanira se spontano ili na produzenu antibiotsku terapiju. Lokalizovani peritonitis
posljedica je nesmirivanja pelviéne sepse sa daljim pogorSanjem opS$teg stanja i S ogranicenom
peritonealnom reakcijom®1%, Sterkoralna fistula posljedica je probijanja gnojnog i fekalnog
sadrzaja na kozu na mjestu drena, operativnu ranu ili vaginu, ili formiranja hroni¢nog
presakralnog sinusal®. Fistula se javlja u oko 5% slucajeva u fazi smirivanja lokalizovanog
peritonitisa. KarakteriSe se odrZzavanjem dobrog opsteg stanja bolesnika i spontanog zarastanja

ako je o¢uvana prolaznost anastomoze i distalnog dijela rektuma.

Difuzni peritonitis posljedica je rane totalne dehiscencije i manifestuje se razvojem

septi¢nog $oka, §to zahtijeva intenzivne mjere reanimacije i hitnu relaparotomiju'©’-1%,

Dijagnoza dehiscencije postavlja se na osnovu digitorektalnog pregleda kod niskih
anastomoza endoskopski, kompjuterizovanom tomografijom (KT) ili magnetnom rezonancom
(NMR) abdomena i male karlice. Kada je u pitanju radiolosko dokazivanje dehiscencije,
svakako treba imati na umu i dosta lazno negativnih nalaza (50%), kao i lazno pozitvnih nalaza
(8%), posebno kada su u pitanju male dehiscencije. Zato je prilikom donosSenja odluke o
lijeCenju uvijek neophodno kombinovati klini¢ki, laboratorijski nalaz sa radioloskim

nalazom1®.

U slucaju kada se javi difuzni peritonitis indikovana je hitna relaparotomija, jer
pretjerano odlaganje operativnog zahvata moze dovesti do porasta mortaliteta i do 22%. Poslije
obimne toalete trbusne duplje, u slu¢aju manje dehiscencije, u¢ini se derivantna ileostomija ili
kolostomija, ako ve¢ ranije nije u€injena, uz dobru redrenazu. Pojedini autori smatraju da svaka
klini¢ki jasna dehiscencija sa peritonealnim nadrazajem zahtijeva urgentnu relaparotomiju i da
ne treba gubiti vrijeme dijagnostikom, koja moze zavarati i samo odloZiti odluku o
reoperaciji*'®. Ako je dehiscencija anastomoze posljedica ishemije i nekroze ili ako je nastupila

dehiscencija preko polovine cirkumferencije, mora se primjeniti Hartmanova procedura®*?.

Ucestalost dehiscencije moze se znacajno smanjiti primjenom odredenih preoperativnih,

intraoperativnih i postoperativnih postupaka.
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Preoperativna prevencija obuhvata sistem mjera koje djeluju na sistemske i lokalne
faktore u cilju poboljSanja zarastanja anastomoze. Opsta priprema bolesnika ima zadatak da
poboljsa opsSte stanje bolesnika i da koriguje prate¢a bolesna stanja koja povecavaju rizik
operativnog zahvata i nastanak dehiscencije anastomoze!'?. Hipoproteinemija nije jednostavan
problem i njena korekcija zahtijeva duzi period. Lokalna priprema kolona podrazumijeva

mehanicko uklanjanje fekalnih masa iz kolona i rektuma.

Time se smanjuje koli¢ina stalno prisutnih aerobnih i anaerobnih bakterija, kao i pritisak
na mjestu novoformirane anastomoze. Mehanicko c¢is¢enje vrsi se primjenom laksativnih
sredstava i klizmi, te ortogradnom lavazom. Danas postoje brojna sredstva koja sluze za ¢iscenje
crijeva i pripremu bolesnika za operacijul®*'%, Pored ¢is¢enja crijeva pacijentu se propisuje i
antibiotska terapija, i to naj¢esc¢e primjena metronidazola u kombinaciji sa cefalosporinima 11l

generacije!t®tl’,

Intraoperativne mjere prevencije predstavljaju najvaznije mjere za spre¢avanje nastanka

dehiscencije anastomoze.

Intraoperativne mjere prevencije podrazumijevaju dobar polozaj bolesnika, sigurnu
anesteziju, adekvatan operativni pristup i Sirinu operativnog polja. Bitan je i izbor adekvatne
incizije, ¢ime se omogucuje dobra preglednost u toku operativnog zahvata. Danas se smatra da
totalna medijalna laparatomija obezbjeduje najbolji pristup 1 najbolju preglednost. Pazljiva 1
njezna manipulacija tkivom, kao i asepti¢an rad, takode su vazni za prevenciju dehiscencije
anastomoze. Resecirani okrajci crijeva moraju biti dovoljno prokrvljeni, a sama anastomoza bez
tenzije. Anastomoza se moze kreirati ru¢no ili, kako je danas ¢e$ée, pomoc¢u mehanickog Sivaca

(staplera).

Kod ru¢nog kreiranja kolorektalne anastomoze smatra se da najbolje rezultate imaju
resorptivni konci (Vicryl-Johnson & Johnson Medical Ltd, United Kngdom; PDS — Bobigny
Cedex France). Razmak izmedu Savova treba da se kreé¢e izmedu tri i pet milimetara, a sami se
Savovi ne smiju previSe pritezati, kako bi se sprijeCila ishemija i nekroza u predjelu

anastomoze!'é,
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Primjena staplera ubrzala je i olaksala kreiranje anastomoza, ali nema dokaza da je

primjena staplera znacajno poboljsala zarastanje anastomoza®!®.

Sigurnost anastomoze intraoperativno se provjerava pregledom resekcionih prestenova,

¢iji tkivni kontinuitet mora biti ocuvan.

Dugo trajanje operacije i anestezije takode su faktor rizika za zarastanje anastomoze.
Brojna su ispitivanja pokazala da trajanje operacije duze od tri sata nosi rizik za nastanak

dehiscencije kolorektalne anastomoze!?012L,

Intraoperativna lavaza kolona vazna je mjera prevencije dehisencije i ona se primjenjuje
kada nije adekvatno uradeno preoperativno mehanicko ¢iséenje kolona ili u akutnim stanjima
kada nije bilo uslova, ni vremena da se ono uopste provede. Primjena protektivne ileostome ili
kolostome ne moze sprijeéiti pojavu dehiscencije, ali mnogo veéi zna¢aj ima u spre¢avanju
pogorsavanja komplikacija dehiscencije, jer sprecava da od parcijalne dehiscencije nastupi

kompletna dehiscencija anastomoze!?2123,

Od ostalih intraoperativnih mjera prevencije zna¢ajne su: primjena nazogastri¢ne sonde,
koja sprecava crijevnu distenziju, te adekvatno zatvaranje operativne incizije po anatomskim
slojevima uz adekvatnu hemostazu. Ipak, efekat primjene nazogastri¢cne sonde danas je pod

znakom pitanja'?*.

Postoperativne mjere prevencije podrazumijevaju profilaksu pluénih komplikacija i
infarkta miokarda. Sprovode se primjenom kiseonika, adekvatnom hidratacijom bolesnika, te
odrzavanjem adekvatnog volumena krvi. Prevencija tromboze krvnih sudova donjih
ekstremiteta 1 male karlice provodi se primjenom niskomolekularnih heparina i mehanickim

mjerama prevencije!?®.

Ucestalost pluéne embolije kod bolesnika sa dubokom venskom trombozom (DVT)
varira 10-30%. Oko 10% bolesnika sa pluénom embolijom umire u prvih sat vremena. Zato je
potrebno §to prije poceti sa mobilizacijom bolesnika, §to se postize odgovaraju¢om analgezijom

i fizikalnom terapijom.
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Danas postoje oprecni stavovi kada treba zapoceti sa ishranom bolesnika poslije
operacije. Neki smatraju da ishranu bolesnika treba zapoceti u prvih 48 sati poslije operacije,
dok se u najve¢em broju slucajeva smatra da sa ishranom treba zapoceti kada bolesnik dobije
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stolicu, odnosno Cetvrtog ili petog postoperativnog dana*<°. Od ostalih mjera prevencije vazna

je regulacija glikemije kod dijabetesa melitusa, kao i sprecavanje urinarne retencije.

Primarno zarastanje anastomoze dvostruko skracuje hospitalizaciju i tako smanjuje
troskove lijeCenja, a istovremeno se poboljsavaju i funkcionalni rezultati (sa odli¢nim ishodom
i do 80% slucajeva). Neposredni uticaj dehiscencije anastomoze na rani postoperativni tok
ogleda se u: povecanju morbiditeta i mortaliteta uz produzenje hospitalizacije, duzem boravku
bolesnika u jedinici intenzivne njege, porastu troskova zbog dodatne dijagnostike, skupe terapije
i novih operacija'?’. Dugoroéni negativni efekati dehiscencije anastomoze na lijeéenje ogledaju
se u: pogorSanju funkcionalnih rezultata i kvaliteta Zivota operisanih pacijenata, pove¢anom
riziku od lokalnog recidiva tumora i pogorSanju rezultata ukupnog i petogodiSnjeg
prezivljavanjal?®, Pogorsanje funkcionalnih rezultata i kvaliteta Zivota ogleda se u: pove¢anom
broju stolica tokom dana i noéi, postojanju urgencije, fragmentacije stolica, otezanom

praznjenju, nerazlikovanju stolice od vjetrova, razli¢itim stepenima inkontinencije, itd?°.
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2. RADNE HIPOTEZE

1. Neoadjuvantna radioterapija ne utice na c¢eS¢u pojavu dehiscencije i ranih
komplikacija kod pacijenata kod kojih je provedena radioterapija, u odnosu na

pacijente kod kojih je proveden samo hirurski tretman.

2. Neoadjuvantna radioterapija doves¢e do smanjenja ekspresije VEGF i MMP2 i
MMP9 kod pacijenata koji ¢e biti podvrgnuti neoadjuvatnoj radioterapiji i tako ¢e

dovesti do regresije tumora.

3. Visoka ekspresija VEGF i MMP2 i MMP9 u tumorskom tkivu i u okolnom zdravom
tkivu bi¢e u korelaciji sa ve¢im brojem postoperativnih komplikacija kod pacijenata
operisanih zbog karcinoma rektuma, kao S$to su dehiscencija anastomoze,

enterokolitisi, pojava postoperativnog ileusa.

29



1.

3. CILJEVI ISTRAZIVANJA

Ispitati u¢estalost pojave dehiscencije kolorektalne anastomoze i pojave drugih ranih
postoperativnih komplikacija kao $to su enterokolitisi i postoperativni ileus kod
pacijenata operisanih zbog niske lokalizacije karcinoma rektuma, lijecenih sa

neoadjuvantnom radioterapijom ili bez nje.

Ispitati tkivnu ekspresiju vaskularnog endotelnog faktora rasta (VEGF) i matriks
metaloproteinaza 2 i 9 (MMP2 i MMR9) u bioptiranom zidu anastomose rektuma i
bioptiranom tumorskom tkivu kod pacijenata podvrgnutih operativnom lijeCenju
karcinoma rektuma sa neoadjuvantnom radiohemioterapijom i bez nje u odnosu na

pojavu dehiscencije anastomoze i drugih komplikacija.

Ispitati korelaciju neoadjuvantne radioterapije i ekspresije VEGF, MMP2 i MMR9 u
bioptiranom zidu sluznice rekutuma i bioptiranom tumorskom tkivu kod pacijenata

sa karcinom rektuma u odnosu na pojavu dehiscencije anastomoze.
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4. MATERIJALI I METODOLOGIJA

4.1. Odabir 1 ukljucivanje ispitanika u istrazivanje

Radi se o prospektivnoj, opservacionoj studiji sa dvije kohorte i sa ukupno 60 pacijenata
starosti od 50 do 75 godina, kod kojih je standardnim dijagnosti¢kim metodama bio endoskopski
otkriven i patohistoloski potvrden adenokarcinom rektuma stadijuma T2 i T3. Istrazivanje je
provedeno na Klinici za opstu i abdominalnu hirurgiju i Klinici za onkologiju, u Zavodu za
patologiju i Zavodu za radioterapiju Univerzitetskog klinickog centra Republike Srpske (UKC
RS) u periodu od 1. januara 2018. do 31. septembra 2021. godine, zavisno od vremena potrebnog

za formiranje kohorti.
Kriterijumi za ukljucivanje u studiju:

— histopatoloski potvrden adenokarcinom rektuma;

— pacijenti starosne dobi od 50. do 75. godine;

— pacijenti kod kojih je izvedena radikalna operacija sa kreiranjem staplerske anastomose;
— bolesnici s ASA skorom 1-3;

— primijenjena neoadjuvantna terapija po principu dugotrajnog rezima radiohemioterapije

za polovinu posmatranih pacijenata.

Kriterijjumi za isklju€ivanje iz studije:

— neresktabilni tumori ili postojanje metastaza;

— pacijenti kod kojih je uradena radikalna operacija koja podrazumijeva amputaciju
rektuma;

— pacijenti kod kojih je kreirana ru¢na anastomoza,

— tumori koji nisu histopatoloski potvrdeni kao adenokarcinomi.
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4.2. Metodologija nau¢nog istrazivanja

Svi pacijenti obuhvaceni studijom bili su podijeljeni u dvije grupe.

Kohortu 1 ¢inila su 32 pacijenata sa adenokarcinomom rektuma kod kojih se prije

operativnog zahvata provodila neoadjuvantna radioterapija rektuma zahva¢enog tumorom.

Kohortu 2 ¢inilo je 30 pacijenata sa adenokarcinomom rektuma koji su biti podvrgnuti

samo operativnom zahvatu, resekciji rektuma sa kolorektalnom anastomozom.

Podaci o pacijentima dobijeni su iz medicinske dokumentacije, klinickog, radioloskog i

laboratorijskog pregleda:

¢ medicinska dokumentacija: pol, godine, osnovna bolest, komorbiditeti, stadijum tumora,
lijekovi koje trenutno Koriste;

e patohistoloski nalaz: vrsta tumora, stadijum tumora, Sirenje kroz slojeve zida kolona,
Sirenje na limfne ¢vorove i okolno tkivo;

e laboratorijski nalazi: hematoloske i biohemijske analize.

Svim pacijentima preoperativno je uraden klinicki pregled, a potom endoskopski pregled
sa biopsijom i patohistoloskom verifikacijom uzorka. Kod svih pacijenata kojima je planirana
neoadjuvantna radiohemioterapija, kao i onima kojima je planiran operativni zahvat iz bioptata
tumora i okolnog zdravog tkiva zida debelog crijeva, radena je patohiostoloska analiza i
ekspresija VEGF, te MMP2 i MMP9. Svim pacijentima uradeni su laboratorijski i biohemijski

nalazi, nalazi tumorskih markera (Ca 19-9, AFP, CEA), a potom KT abdomena i male Kkarlice.

Svi pacijenti sa potvrdenim karcinomom rektuma pregledani su od strane onkologa i
potom upuceni na onkoloski konzilijum za maligne bolesti digestivnog trakta, gdje su doneseni

modaliteti o daljem lijecenju.

Pacijenti kojima je odredeno hirurSko lije€enje pregledani su od strane anesteziologa, te
im je odreden ASA skor (American Society Anesthesiologists) i data im je saglasnost za

operativni zahvat.
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Pacijenti kojima je odredena neoadjuvantna terapija ona se provodila po tipu
dugotrajnog rezima radiohemioterapije, a potom se od Sest do osam nedjelja nakon provedene

terapije obavljala hirurska intervencija.

4.3. Hirurski tretman 1 postoperativno pracenje pacijenata

Pacijenti kojima nije odredena neoadjuvantna terapija upuceni su na hirursko lijecenje.
Pacijenti su primani u bolnicu dva dana prije operativnog zahavata radi preoperativne pripreme,
kao 1 zbog adekvatnog ciSéenja crijeva. Po prijemu svim pacijentima se daje profilakticka
antibiotska terapija metronidazola 500 mg na osam sati, te dan prije operacije vrsi se mehanicko
¢is¢enje crijeva primjenom laksativa Kolopur preparata, koji se primjenjuje u dvije doze. Veée
prije operativnog zahvata svi pacijenti dobijaju dozu niskomolekularnog heparina subkutano
kao prevencija tromboembolijskih komplikacija. Neposredno preoperativno daje se cefazolin u
dozi od jednog grama parenteralno kao profilakti¢ka terapija. Svi su pacijenti operisani u opstoj
endotrahealnoj anesteziji u elektivnom operativnom programu. Pacijent se na operativhom stolu
postavlja u standardni Lloyd-Davies poloZaj sa blago savijenim koljenima i kukovima. Nakon
pranja i pokrivanja operativnog polja, u¢ini se gornja i donja medijalna laparatomija, te se ucini
eksploracija trbusne duplje radi identifikacije tumorske promjene i eventualne diseminacije
osnovne bolesti. Nakon eksploracije trbusne duplje ucini se mobilizacija sigmoidnog kolona,
pri ¢emu se Cuvaju krvni sudovi i ureteri. Potom se ucini incizija peritoneuma, koja se nastavlja
proksimalno sve do korijena donjih mezeneri¢nih krvnih sudova, koji se potom ligiraju i
reseciraju. Odredi se mjesto resekcije sigmoidnog kolona, te se isti resecira, a potom se prelazi

u fazu totalne mezorektalne ekscizije, koja se radi kod tumora srednje i donje tre¢ine rektuma.

Presjeceni sigmoidni kolon zategne se prema naprijed, te se tako prikaze zadnji zid

mezorektalne fascije, a potom se pristupi oSrom odvajanju endorekalne od presakralne fascije.
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Tako se pristupa avaskularnom sloju, koje se na kraju zavrSava presjecanjem Waldeyer-ove

fascije 1 prikazivanjem misica pelvicnog dna.

Nakon toga pristupa se disekciji lateralnih zidova rektuma uz prezervaciju pelvi¢nih i
hipogastri¢nih nerava, te uretera. Takode, prilikom disekcije lateralnih zidova potrebno je
zbrinuti srednju rektalnu arteriju, koja se nalazi u ovoj regiji. Zavrsna disekcija radi se na
prednjem zidu, $to predstavlja najtezi dio disekcije. Kod Zena identifikuje se zadnji zid vagine,
a kod muskaraca disekcija se radi duz sjemenih kesica. Disekcijom se prati Denonviller-ova
fascija i ona se presjeca u svojoj donjoj trec¢ini. Nakon §to se ucini totalna mezorektalna ekscizija
i identifikuje tumor, resekcija se uc¢ini 1-2 cm distalno uz pomo¢ linearnog stapler, a terminalno-
terminalna anastomoza uéini se uz pomoc¢ cirkularnog staplera. Kontrola anastomoze vrsi se uz
pomo¢ resekcionih prstenova, te vodenom probom, kojom se u malu karlicu naspe fizioloska
otopina, te se kroz rectum, uz pomo¢ Sprice, insuflira vazduh. U slucaju prisustva mjehuri¢a

vazduha znacilo bi pozitivnu probu i neadekvatno kreiranu anastomozu.

Po zavrSetku operativnog zahvata pacijenti su premjesteni u sobu za reanimaciju, a po
stabilizaciji kardio-respiratornih parametara, isti su premjestani na odjel Klinike za opstu i
abdominalnu hirurgiju, gdje su tretirani infuzijama, te antibiotskom terapijom. Peroralna ishrana
uvodila se Cetvrtog ili petog postoperativnog dana. Sve vrijeme pacijenti su praceni radi

otkrivanja nastanka simptoma dehiscencije kolorektalne anastomoze.

Kod pacijenata kod kojih je postojala sumnja na dehiscenciju anastomoze koriStene su
dijagnosticke pretrage, koje su obuhvatale klini¢ki pregled, laboratorijske i biohemijske analize,
te radioloske pretrage. Klinic¢ki pregled obuhvatao je prisustvo bolova u abdomenu, poviSenu
temperaturu, postojanje gnojnog ili fekalnog sadrzaja na abdominalnom drenu. Od
laboratorijskih nalaza radeni su nalazi KKS, te vrijednosti C reaktivnog proteina (CRP),
prokalcitonina, uree i kreatinina. Od radioloskih metoda koristili su se nalaz ultrazvuka (UZ)

abdomena i nalaz kompjuterizovane tomografije (KT) abdomena i male karlice.
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4.4. Procedure kod pacijenata sa dehiscencijom

Kod pacijenata kod kojih je verifikovana dehiscencija anastomoze na osnovu opsteg
stanja donosila se odluka o daljim modalitetima lijeCenja. Kod pacijenata kod kojih je opste
stanje bilo stabilno, bez porasta upalnih parametara, provodio sa konzervativni tretman, dok je
kod pacijenata sa znacima pogor$anja opSteg stanja I Sa Simptomima septickog stanja bilo
potrebno uraditi hirur§ko zbrinjavanje dehiscencije kreiranjem bipolarne stome ili operacije po

Hartmanu.

Radi dobijanja potpunih podataka ova je studija imala odgovarajucée protokole kojih se

pridrzavala:

— preoperativne karakteristike, koje su obuhvatale: zivotnu dob pacijenta, pol, indeks
tjelesne mase (BMI), postojanje komorbiditeta, distancu tumora od anokutane linije, da
li je preoperativno provodena radiohemioterapija, te anestezioloski pregled prilikom
kojeg je odreden ASA skor, imunohistohemijsko odredivanje vrijednosti VEGF, MMP2
i MMP9 u bioptiranom tkivu tumora i zdravom tkivu u neposrednoj blizini tumora;

— intraoperativne Kkarakteristike: duzinu trajanja operativnog zahvata, visinu kreirane
anastomoze, gubitak krvi u toku operacije u mililitrima i eventualne nadoknade;

— postoperativne karakteristike, koje su obuhvatale: mjerenje vrijednosti vitalnih
parametara (EKG, krvni pritisak, KKS), diureze, lokalno pracenje operativne rane,
vrijeme uspostavljanja pasaze crijeva i pocetka peroralne ishrane, nastanak dehiscencije
anastomoze i drugih postoperativnih komplikacija, nacin njihovog zbrinjavanja, te
duZina trajanja hospitalizacije;

— patohistoloski rezultat tumora reseciranog crijeva i usmjeravanje na dalje terapijske

procedure.
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4.5. Histoloska i imunohistohemijska analiza

Kod svih ispitivanih pacijenata (obje kohorte) u bioptickom materijalu tumorskog tkiva
I okolnog zdravog dijela zida debelog crijeva radila se histopatoloska analiza i ekspresija VEGF
i MMP2 i MMP9.

Za histopatoloSku analizu koristi¢e se resecirani dio rektuma, ¢ijom ¢e se analizom
utvrditi histoloski tip karcinoma i stadijum karcinoma. Za ispitivanje ekspresije VEGF i MMP2
i MMP9 uzimace se bioptirani dijelovi tumora i dijelovi zdravog tkiva sa mjesta planirane
anastomoze, koji se Salju na imunohistohemijsku analizu. Kao rane i najznacajnije
postoperativne komplikacije koje ¢e se analizirati jesu: dehiscencija anastomose, a potom i
ostale postoperativne komplikacije, i to dehiscencija operativne rane, infekcija operativne rane,
postoperativne komplikacije, dermatitisi, dijareja, proktitisi, akutni cistitisi. Prema dosadasnjim
podacima rane komplikacije javljaju se u periodu od tri dana do tri mjeseca od operativnog

zahvata.

Rane postoperativne komplikacije pratice se u toku hospitalizacije, kao i po otpustanju
pacijenta iz bolnice u periodu od tri mjeseca. Praenje pacijenata i verifikovanje ranih
postoperativnih komplikacija po otpustanju na kuéni tretman vrsic¢e se kroz redovne kontrole,
koje ¢e se provoditi tokom prvih tri mjeseca nakon provedenog operativnog zahvata. Za
verifikovanje komplikacija koristic¢e se klinicki pregled, nalazi KKS, upalnih parametara, UZ
abdomena i male karlice, te kolonoskopija. Eksperimentalni rad obavljac¢e se u laboratoriji
Zavoda za patologiju UKC RS sa sljede¢com opremom: Tkivni procesor Leica TP 1020, Leica
Biosystems, Stanica za kalupljenje Leica EG1160, Rotacioni mikromotor Leica RM2255,
Aparat za HE bojenje Leica ST-4040, Lab Vision ™ Autostainer 360 + PT Module, Aparat za
imunohistohemijsko bojenje sa prateCcom opremom, Thermo Fisher Scientific, Svjetlosni

mikroskop sa digitalnom kamerom i opremom za analizu slike, Leica DM2500.

Sam proces pripreme tkiva za imunohistohemijsku obradu, koji je uraden u laboratoriji

Zavoda za patologiju obavljao se na sljede¢i nacin:

e TKivo je proslo fiksaciju u desetpostotnom formaldehidu 48h!
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e Dehidratacija tkiva obavljala se u aparatu LEICA ASP 300S po sljede¢em protokolu:
1. formaldehid 10% 6h;
2. 70% alkohol 1h 30";
3. 96% alkohol 1h 30
4. 100% alkohol 3x 1h 30
5. ksilol 3x 1h 307
6. parafin 3x 1h 30'.
e Nakon dehidratacije tkivo je ukalupljeno u parafinske blokove.
e Blokovi su rezani na 4u i bojeno metodom HE u aparatu Myreva, po sljedeCem
protokolu:
ksilol 4°;
100% alkohol 2';
96% alkohol 1';
75% alkohol 1"
tekuca voda 1"
destilovana voda 1';
hematoxilin 2
tekuca voda 2';

0,1% HCI 1

© ©o N o g b~ w DD
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o

. tekuca voda 1";

. 75% alkohol 1

. eosin 2"

. 96% alkohol 2';

. 100% alkohol 2';
. 100% alkohol 1';
16. ksilol 3°.

e N S = =
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e Preparati montirani kanada balzamom.
e Presjeci su bojeni sa 3 razli¢ita imunohistohemijska antitijela — MMP9, MMP2 i VGEF

— po sljedecem protokolu:
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—  MMP9 — Anti-MMP9 antibody ab74277 Rabbit polyclonal to MMP9, razrjedenje je
1:200

1. blokada endogene peroksidaze 10 minuta tripostotnim vodonik-peroksidom;

2. ispiranje — 2x wash puferom;

3. toplotni oporavak antigena — CITRATNI puffer ph 6,0, PT LINK 20 minuta hladenje;

4. ispiranje — 3x wash puferom;

5. BLOKADA NESPECIFICNOG BOJENJA — 10 minuta proteinski blok;

6. ispiranje — 1x wash puferom;

7. INKUBACIJA SA PRIMARNIM ANTITIJELOM - 30 minuta na sobnoj

temperature;

8. ispiranje — 4x wash puferom;

9. VIZUELIZACIUA Ab64261 - 10 minuta SEKUNDARNO ANTITIELO

OZNACENO BIOTINOM (ZUTI LINK);

10. ispiranje — 4x wash puferom;

11. deset minuta STREPTAVIDIN-PEROKSIDAZA (CRVENI LINK);

12. ispiranje — 4x wash puferom;

13. DAB HROMOGEN - 1-10 minuta jedna kap DAB hromogena na 1,5 ml supstrata

14. POZITIVNO KONTROLNO TKIVO - PLACENTA.

— MMP2 — Anti-MMP2 antibody ab227755 Rabbit polyclonal to MMP2, razrjedenje
je 1:100

1. blokada endogene peroksidaze — 10 minuta tripostotnim vodonik-peroksidom;

2. ispiranje — 2x wash puferom;

3. toplotni oporavak antigena — CITRATNI puffer ph 6,0, PT LINK 20 minuta hladenje;

4. ispiranje — 3x wash puferom;

5. BLOKADA NESPECIFICNOG BOJENJA — 10 minuta proteinski blok;

6. ispiranje — 1x wash puferom;

7. INKUBACIJA SA PRIMARNIM ANTITIJELOM - 30 minuta na sobnoj

temperature;
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8. ispiranje — 4x wash puferom;

9. VIZUELIZACIUA Ab64261 - 10 minuta SEKUNDARNO ANTITIJELO
OZNACENO BIOTINOM (ZUTI LINK);

10. ispiranje — 4x wash puferom;

11. deset minuta STREPTAVIDIN-PEROKSIDAZA (CRVENI LINK);

12. ispiranje — 4x wash puferom;

13. DAB HROMOGEN - 1-10 minuta jedna kap DAB hromogena na 1,5 ml supstrata
14. POZITIVNO KONTROLNO TKIVO - PLACENTA.

— VEGF Anti-VEGF antibody ab51745 Rabbit polyclonal to VEGF, razredenje je
1:100

. blokada endogene peroksidaze —10 minuta tripostotnim vodonik-peroksidom;

. ispiranje — 2x wash puferom;

. toplotni oporavak antigena — CITRATNI puffer ph 6,0, PT LINK 20 minuta hladenje;

. ispiranje — 3x wash puferom;

. BLOKADA NESPECIFICNOG BOJENIJA — 10 min proteinski blok;

. ispiranje — 1x wash puferom;

. INKUBACIJA SA PRIMARNIM ANTITJELOM - 30 minuta na sobnoj temperature;

. ispiranje — 4x wash puferom;

9. VIZUELIZACIJA Ab64261 - 10 minuta SEKUNDARNO ANTITIELO

OZNACENO BIOTINOM (ZUTI LINK);

10. ispiranje — 4x wash puferom;

11. deset minuta STREPTAVIDIN-PEROKSIDAZA (CRVENI LINK);

12. ispiranje — 4x wash puferom;

13. DAB HROMOGEN - 1-10 minuta jedna kap DAB hromogena na 1,5 ml supstrata;

14. POZITIVNO KONTROLNO TKIVO - Pankreas.

o N OO v b~ W DN P

Nakon bojenja imunohistohemije obavljeno je i kontra bojenje u aparatu Myreva:

1. hematoksilin 3"
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. tekuca voda 2x 4"

amonijacna voda 2",

2

3

4. tekuca voda 2x 4"
5. 96% alkohol 2

6. 100% alkohol 2';
7. ksilol 2x 2",

e Slijedi montiranje preparata kanada balzamom i stavljanje pokrovnog stakalca.

4.6. Interpretacija dobijenih slikovnih rezultata

Intenzitet imunohistohemijskih reakcija MMP9, MMP2 i VEGF procijenjen je prema
sljede¢im parametrima: odsustvo smedih granula u ¢elijeskoj citoplazmi — nula, prisustvo malih
smedih granula u citoplazmi 10% — jedan, distribucija smedih velikih granula u pojedina¢nim
¢elijama od 10 do 50% — dva, prisustvo velikih smedih granula u citoplazmi vecine ¢elija preko
50% ¢ —tri. Pozitivne fleke definisane su kao braon-zute Cestice ili tan braon ¢estice u citoplazmi
(uvecanje x 100). Pored ¢elija raka, u vecini slucajeva postojala je ekspresija MMP2, MMP9 i

VEGF u stromalnim ¢elijama sa manjim udjelom nego u malignim epitelnim ¢elijama.
4.7. Statisticka obrada podataka

Rezultati su bili obradeni standardnim statisticCkim metodama i ra¢unarskim programom
za statistiCku analizu SPSS softver (verzija 18.0; SPSS, Inc., Chicago, IL, USA) na osnovu kojih
su doneseni konkretni zakljucci u skladu sa postavljenim hipotezama i ciljevima istrazivanja.
Po potrebi, osnovne karakteristike ispitanika poredene su sa Student-ovim t-testom ili Mann-
Whitney-evim U testom za kontinuirane varijable, a Fisher-ovim egzaktnim testom za

kategoricke varijable. Za odredivanje nezavisnih prediktora koriStena je univarijantna Cox-ova

40



proporcionalna hazardna regresiona analiza. Svi podaci obradeni Su uz stepen statisticke

znacajnosti od 95%.

Standardne krive dizajnirane su da procijene dijagnosti¢ku i prognosticku vrijednost
MMP9, MMP2 i VEGF u tkivima, u smislu osjetljivosti, specifi¢nosti, pozitivne prediktivne
vrijednosti (PPV) i negativne prediktivne vrijednosti (NPV). Optimalne presjecene vrijednosti
tkiva MMP9, MMP2 i VEGF identifikovane su prema Wilcoxon-ovim testom, te Z testom.
Statisticka povezanost dehiscencije sa dijabetes melitusom (DM) utvrdivana je na osnovu
Kruskaii-Wallis (K-W) testa, p > 0,05. Takode, statisticka povezanost dehiscencije BMI
utvrdena je Kruskaii-Wallis (K-W) testom — 0,6899. Svi rezultati prikazani su tabelarno i
graficki.
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5. REZULTATI

5.1. Demografske karakteristike ispitanika u istrazivanju

Bolesnici su bili podijeljeni u dvije grupe (kohorte).

Kohortu 1 ¢ini¢e 32 pacijenata s rektalnim adenokarcinomom, kod kojih ¢e se prije

operacije provesti neoadjuvantna radioterapija tumorom zahvacéenog rektuma.

Kohortu 2 ¢ini¢e 30 pacijenata s adenokarcinomom rektuma, koji ¢e biti podvrgnuti

samo hirur§kom zahvatu, resekciji rektuma s kolorektalnom anastomozom.

5.2. Podaci o pacijentu:

— Medicinska dokumentacija: pol, starost, osnovna bolest, komorbiditeti, stadijum tumora,
lijekovi koji se trenutno koriste;

— patohistoloski nalaz: vrsta tumora, stadijum tumora, Sirenje slojeva stijenke rektuma,
§ireci se na limfne ¢vorove 1 okolno tkivo;

— radioloski nalaz: lokalno Sirenje 1 Sirenje na daljinu bolesti;

— laboratorijski nalazi: hematoloske i biohemijske analize.
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Tabela 1: Distribucija pacijenata sa karcinomom rektuma po polu

POL
M 23 (71,8%) 21 (70%) 44 (71%)
Z 9 (282%) 9 (30%) 18 (29%)
UKUPNO 32 (100%) 30 (100%) 62 (100%)
DEHISCENCIJA
DA 3 2 5
NE 29 28 57
UKUPNO 32 30 62

Legenda: Kohorta 1 — pacijenti kod kojih je provedena RHT, kohorta 2 — pacijenti bez

provedene RHT.

U prvoj kohorti od ukupnog broja pacijenata zenskog pola bilo je devet, odnosno 28,2%,
a u drugoj kohorti broj pacijenata Zenskog pola takode je bio devet, odnosno 30%. Na osnovu

dobijenih podataka utvrdeno je da ne postoji statisti¢ki znacajna razlika u ucestalosti tumora po

polu, p>0,05.
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5.3.  Ucestalost tumora po starosnim grupama

Tabela 2: Distribucija pacijenata sa karcinomom rektuma po starosnoj kategoriji

N % N % %
50-65 7 21,8% 9 30 % 16 25,8%
> 65 25 78,1% 21 70% 46 74,2%

UKUPNO 32 100,00% 30 100,00% 62 100,00%

Legenda: Kohorta 1 — pacijenti kod kojih je provedena RHT, kohorta 2 — pacijenti bez provedene
RHT.

U prvoj kohorti, sa pacijenatima koji su sa neo HRT, broj osoba ispod 65 godina starosti
bio je sedam, odnosno 21,88%, a u drugoj kohorti, gdje su nezraceni pacijenati, broj osoba ispod
65 godina bio je devet, odnosno 30%. Na osnovu dobijenih podataka utvrdeno je da ne postoji
statisti¢ki znacajna razlika u u€estalosti tumora po starosnim grupama izmedu pacijenata sa neo

RHT i pacijenata bez neo RHT, t-test: p > 0,05.

5.4. Povezanost dehiscencije sa godinama starosti po starosnim grupama

Utvrdeno je da se dehiscencija anastomoze javila kod jednog pacijenta (14,3%) u
starosnoj grupi ispod 65 godina, u grupi kod pacijenata koji su podvrgnuti neoadjuvantnoj

terapijom. Kod pacijenata koji su pripadali starosnoj grupi preko 65 godina broj slucajeva
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dehiscencije bio dva, odnosno 8%. Kod pacijenata ispod 65 godina starosti koji nisu bili tretitani
neoadjuvantnom radioterapijom dehiscencija se nije javila ni kod jednog pacijenta. Kod

pacijenta preko 65 godina starosti dehiscencija se javila u dva sluc¢aja (9,5%).

Iz tabele se vidi da nema statisticki znacajne povezanosti izmedu dehiscencije i starosnih

grupa, poredeci sve kohorte, i odvojeno i zajedno, p > 0,05.

Tabela 3: Distribucija pacijenata sa dehiscencijom unutar starosnih grupa

50-65 > 65 50-65 > 65
NE 6 (857%) 23 (92%) 9 (100%) 19(90,5%) 57 (91,9%)
DA 1 (143%) 2 (8%) O (0%) 2 (95%) 5 (81%)

UKUPNO 7 (100%) 25 (100%) 9 (100%) 21 (100%) 62 (100%)

Legenda: Kohorta 1 — pacijenti kod kojih je provedena RHT, kohorta 2 — pacijenti bez provedene
RHT.
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Tabela 4: Korelacija pacijenata sa dehiscencijom anastomoze i godinama starosti

Koeficijent korelacije ‘

ST GRUPA

r 0,039

SVI p 0,762
N 62

r -0,089

DEHISCENCIJA  Kohorta 1 p 0,628
N 32

r 0,175

Kohorta 2 p 0,355
30

Legenda: Kohorta 1 — pacijenti kod kojih je provedena RHT, kohorta 2 — pacijenti bez provedene
RHT.

5.5. Povezanost dehiscencije anastomoze kod pacijenata sa neo RHT, u odnosu na pacijente

bez neo RHT

Na osnovu dobijenih rezultata utvrdeno je da ne postoji statisticki znacajna povezanost

dehiscencije anastomoze kod pacijenata sa neo RHT, u odnosu na pacijente bez neo RHT.
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Tabela 5: Distribucija pacijenata sa dehiscencijom anastomoze kod pacijenata sa neo RHT i
pacijenata bez neo RHT

Kohorta 1 Kohorta 2
AR.SRED. SD AR.SRED. SD
DEHISCENCIJA 16,00 18,38 15,00 18,38 > 0,05

p

Legenda: Kohorta 1 — pacijenti kod kojih je provedena RHT, kohorta 2 — pacijenti bez provedene
RHT.

5.6. Povezanost pola i nastanka dehiscencije anastomose

U prvoj kohorti broj pacijenata sa dehiscencijom anastomose iznosio je dva, odnosno
8,7% kod muskih pacijenata, a kod Zenskih pacijenata bila je jedna dehiscencija, odnosnol11,1%.
U drugoj kohorti dehiscencija anastomoze javila se kod dva pacijenta muskog pola, odnosno

9,5%, dok kod osoba zenskog pola nije bilo dehiscencije.

Za poredenje razlika izmedu grupa unutar kohorti, koristen je Z-test za nezavisne uzorke,

uz validaciju i normalizaciju uzoraka.
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Tabela 6: Distribucija pacijenata sa dehiscencijom anastomoze kod muskog i kod Zenskog

pola
M Z M Z
DA 2 (87%) 1 (11,1%) 2 (95%) 0 (0%) 5 (8%)
NE 21 (91,3%) 8 (889%) 19 (90,5%) 9 (100%) 57 (92%)

UKUPNO 23 (100%) 9 (100%) 21 (100%) 9 (100%) 62 (100%)

Legenda: Kohorta 1 — pacijenti kod kojih je provedena RHT, kohorta 2 — pacijenti bez provedene
RHT.

Na osnovu dobijenih rezultata, u prvoj kohorti Z-test nam je pokazao da se
proporcionalna zastupljenost dehiscencije kod osoba muskog pola statisticki znacajno ne

razlikuje u odnosu na osobe zenskog pola, z = 0,24, p > 0,05;

U drugoj kohorti Z-test nam je pokazao da se proporcionalna zastupljenost dehiscencije
kod osoba muskog pola statisti¢ki znacajno ne razlikuje u odnosu na osobe Zenskog pola, z =

1,01, p>0,05.
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Slika 10: Graficki prikaz distribucije dehiscencije anastomoze kod pacijenata sa neo RHT
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Legenda: Kohorta 1 — pacijenti kod kojih je provedena RHT.
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Slika 11: Graficki prikaz distribucije dehiscencije anastomoze kod pacijenata bez neo RHT

DEHISCENCIJA PO POLU - Kohorta 2
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Legenda: Kohorta 2 — pacijenti bez provedene RHT.

5.7. Povezanost dijabetes melitusa i nastanka dehiscencije anastomoze

Tabela 7: Distribucija pacijenata sa dehiscencijom anastomoze kod pacijenata sa dijabetes

melitusom i bez dijabetes melitusa u dvije posmatrane kohorte

DM - DM + DM - DM +
DA 1 (45%) 2 (20%) 0  (0%) 2 (25%) 5 (8%)
NE 21 (955%) 8 (80%) 22 (100%) 6 (75%) 57 (92%)

UKUPNO 22 (100%) 10 (100%) 22 (100%) 8 (100%) 62 (100%)

Legenda: Kohorta 1 — pacijenti kod kojih je provedena RHT, kohorta 2 — pacijenti bez provedene
RHT.
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U prvoj kohorti, sa pacijenatima koji su zraceni, dehiscencija anastomoze javila se kod
jednog pacijenta bez dijabetesa, odnosno 4.5%, i kod dva pacijenta sa dijabetesom, odnosno
20%. U drugoj kohorti dehiscencija anastomoze nije bila prisutna ni kod jednog pacijenta bez
dijabetesa, dok je dehiscencija anastomoze bila prisutna kod dva pacijenta sa dijabetesom,

odnosno 25%.

Na osnovu dobijenih rezultata, u prvoj kohorti Z-test pokazao je da se proporcionalna
zastupljenost dehiscencije kod osoba koje imaju dijabetes statisticki zna¢ajno razlikuje u odnosu
na one koji nemaju dijabetes, z = 1,6, p < 0,05. Na osnovu dobijenih rezultata, u drugoj kohorti
Z-test pokazao je da se proporcionalna zastupljenost dehiscencije kod osoba koje imaju

dijabetes statisticki zna¢ajno razlikuje u odnosu na one koji nemaju dijabetes, z = 2,81, p < 0,05.

Tabela 8: Distribucija pacijenata sa dehiscencijm anastomoze kod pacijenata sa dijabetes

melitusom i bez dijabetes melitusa u ukupnom broju posmatranih pacijenata

N

DA 1 (23%) 4  (222%) 5 (8%)
NE 43 (97,7%) 14 (77,8%) 57 (92%)
UKUPNO 44  (100%) 18  (100%) 62 (100%)

Legenda: Kohorta 1 — pacijenti kod kojih je provedena RHT, kohorta 2 — pacijenti bez provedene
RHT.

Od ukupnog broja posmatranih pacijenata utvrdeno je da se kod pacijenata bez dijabetes
melitusa dehiscencija anastomoze javila kod jednog pacijenta, odnosno kod 2.3% pacijenata,
dok se dehiscencija anastomoze kod pacijenata sa dijabetes melitusom javila kod cetiri

pacijenta, odnosno kod 22% pacijenata.
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Na osnovu dobijenih rezultata, a posmatrajuéi zajedno obje grupe pacijenata, pacijente sa neo
RHT i pacijente bez neo RHT, utvrdili smo da postoji statisticki znacajna povezanost izmedu
dehiscencije i DM, p < 0,05.

Slika 12: Graficki prikaz distribucije dehiscencije anastomoze kod pacijenata Kohorte 1 sa

dijabetes melitusom i bez dijabetesa melitusa
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Legenda: Kohorta 1 — pacijenti kod kojih je provedena RHT.
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Slika 13: Graficki prikaz distribucije dehiscencije anastomoze kod pacijenata Kohorte 2 sa
dijabetes melitusom i bez dijabetesa melitusa

DEHISCENCIJA U ODNOSU NA DIJABETES -
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Legenda: Kohorta 2 — pacijenti bez provedene RHT.

5.8. Povezanost dehiscencije anastomoze sa vrijednostima BMI

Tabela 9: Distribucija pojedinacnih kohorti zracenih i nezracenih pacijenata sa dehiscencijom

anastomoze u odnosu na vrijednosti BMI

BMI BMI BMI BMI BMI  BMI >

<19 19-25 >25 <19 19-25 25

DA 0 1 2 0 0 2 5
NE 5 17 7 5 18 5 57
UKUPNO 5 18 9 5 18 7 62

Legenda: Kohorta 1 — pacijenti kod kojih je provedena RHT, kohorta 2 — pacijenti bez provedene
RHT. BMI - indeks tjelesne mase, jedinica je kg/m?.
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Od ukupnog broja pacijenata sa neo RHT u grupi koja je imala vrijednost BMI manji od
19 nije bilo nijednog pacijenta sa dehiscencijom anastomoze. U grupi pacijenata sa BMI 19-25
bio je jedan pacijent sa dehiscencijom anastomose, odnosno 5,5%, a u grupi pacijenata sa BMI

preko 25 bila su dva pacijenta, odnosno 22,2% pacijenata.

Od ukupnog broja pacijenata bez neo RHT u grupi sa BMI manjim od 19 nije bilo
nijednog pacijenta sa dehiscencijom. Ni u grupi pacijenata sa BMI izmedu 19 i 25 nije bilo
nijednog pacijenta sa dehiscencijom, dok su u grupi pacijenata sa BMI preko 25 bila dva

pacijenta sa dehiscencijom, odnosno 28.6% pacijenata.

Na osnovu dobijenih rezultata posmatranih pacijenata utvrdeno je da, posmatrajuci
unutar pojedinih kohorti odvojeno, postoji statisticka zna¢ajanost u nastanku dehiscencije kod
pacijenata sa BMI ve¢im od 25, u odnosu na pacijente sa BMI manjim od 19. Takode, utvrdeno
je da postoji statisticka znac¢ajnost u nastanku dehiscencije kod pacijenata sa BMI ve¢im od 25,

u odnosu na pacijente sa BMI 19-25.

Tabela 10: Distribucija ukupnog broja pacijenata sa dehiscencijom anastomoze u odnosu na

vrijednosti BMI

DA 0 (0%) 1 (2,8%) 4 (25%) 5 (8%)

NE 10 (100%) 35 (97,2%) 12 (75%) 57 (92%)

UKUPNO 10 (100%) 36 (100%) 16  (100%) 62  (100%)
Legenda: BMI indeks tjelesne mase jeste vrijednost koja se dobije kada tezinu osobe u

kilogramima podijelimo sa kvadratom visine u metrima, jedinica je kg/m2.
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Posmatrajuci ukupan broj pacijenata sa neo RHT i pacijenata koji su bez neo RHT u
odnosu na BMI utvrdeno je da u grupi pacijenata sa BMI manjim od 19 nije bilo nijednog

pacijenta sa dehiscencijom anastomoze.

U grupi pacijenata sa BMI izmedu 19 i 25 broj pacijenata sa dehiscencijm iznosio je
jedan, odnosno 2,8%, dok je u grupi pacijenata sa BMI ve¢im od 25 broj pacijenata sa
dehiscencijom bio cetiri, odnosno 25% pacijenata.

Posmatrajuci zajedno grupe pacijenata sa neo RHT i pacijente bez neo RHT, utvrdili
smo da postoji statisti¢ki znac¢ajna povezanost izmedu DEHISCENCIJE i BMI. Za poredenje
razlika izmedu grupa koriSten je Z-test za nezavisne uzorke, uz validaciju i normalizaciju

uzoraka.
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Tabela 11: Distribucija ukupnog broja pacijenata sa dehiscencijom anastomoze u odnosu na
vrijednosti BMI

Independent Samples Z-test

BMI 19- BMI > 25- BMI<19- BMI 19- BMI > 25-

25-Z Z BZ 25-BZ BZ
Z 0,56 1,31 0 0 1,31
BMI < 19-Z Sig. (2-
0,2894 0,0952 0 0 0,0952
tailed)
Z 1,53 0,56 1,04 1,95*
BMI 19-
Sig. (2-
25-Z 0,0633 0,2894 0,1482 0,0253
tailed)
Z 1,31 2,36 0,41
BMI > 25-Z Sig. (2-
0,0952 0,0090 0,3394
tailed)
Z 0 1,58*
BMI < 19-
Sig. (2-
BZ g.( 0 0,0569
tailed)
Z 2,81*
BMI 19-
Sig. (2-
25-BZ 0,0025
tailed)

@ - unutar kohorti; @ - izmedu kohorti; *- znacajna razlika p < 0,05.
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Tabela 12: Distribucija broja pacijenata sa dehiscencijom anastomoze u odnosu na dijabetes
melitus i na vrijednosti BMI

DM BMI DEHISCENCIJA

1,000 0,278 0,246

DM
0,123 0,175
0,278 1,000 0,273

BMI
0,123 0,130
0,246 0,273 1,000

DEHISCENCIJA

0,175 0,130

5.9. Prikaz stepena distribucije MMP2, MMP9 u tumorskom i zdravom tkivu rektuma

Tabela 13: Distribucija MMP2 u tumorskom i zdravom tkivu prije i poslije provedene
neoadjuvantne radioterapije

0 1 2 3
MMP2a 0 (0%) 0 (0%) 19 (59,4%) 13  (46,6%)
MMP2b 0 (0%) 6  (187%) 22 (67.8%) 4 (12,5%)
MMP2c¢ 0 (0%) 12 (375%) 17 (53,1%) 3 (9,4%)
MMP2d 5 (156%) 21 (656%) 5  (156%) 1 (3,1%)

Legenda: Kohorta 1 — pacijenti kod kojih je provedena RHT.
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Tabelarno je prikazan stepen distribucije MMP2 u tumorskom i zdravom tkivu kod
pacijenata kojima je preoperativno bila odredena neo RHT. Studijom je utvrdeno da je kod
najveceg broja pacijenata prije neo RHT stepen distribucije MMP2 u tumorskom tkivu bio
izmedu 10% i 50%, odnosno u gradusu dva, i to kod 59,4% pacijenata (Slika 15). Najveci stepen
distribucije MMP2 u zdravom tkivu takode je bio izmedu 10% i 50%, odnosno gradus dva, i to
kod 67,8% pacijenata (Slika 14).

Slika 14 Slika 15

Legenda: Stepen distribucije MMP2, gradus dva u zdravom i tumorskom tkivu.

Poslije zracenja najveci stepen distribucije MMP2 u tumorskom tkivu bio je izmedu 10%
i 50%, odnosno u gradusu dva kod 53,1% pacijenata. Najveci stepen distribucije MMP2 u

zdravom tkivu bio je do 10%, odnosno u gradusu jedan, i to kod 65.6% pacijenata (Tabela 13).
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Tabela 14: Distribucija MMP9 u tumorskom i zdravom tkivu prije i poslije provedene
neoadjuvantne radioterapije

0 1 2 3
MMP9a 0 (0%) 2 (62%) 19 (594%) 11  (34,4%)
MMP9b 0 (0%) 8 (25%) 19 (594%) 5  (156%)

MMP9c¢ 1 (31%) 11 (344%) 16  (50%) 4 (12,5%)
MMP9d 3 (94%) 23 (719%) 5  (156%) 1 (3,1%)

Legenda: Kohorta 1 — pacijenti kod kojih je provedena RHT.

Tabelarno je prikazan stepen distribucije MMP9 u tumorskom i zdravom tkivu kod
pacijenata kojima je preoperativno bila odredena neo RHT i u ovom slucaju studijom je utvrdeno
da je kod najveceg broja pacijenata stepen distribucije MMP9 u tumorskom tkivu bio izmedu
10% i 50%, odnosno u gradusu dva, i to kod 54,9% pacijenata (Slika 17). Najveci stepen
distribucije MMP9 u zdravom tkivu takode je bio izmedu 10% i 50%, i to kod 54,9% pacijenata
(Slika 16).
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Slika 16 Slika 17
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Legenda: Stepen distribucije MMP9, gradus dva u zdravom i tumorskom tkivu.

Poslije provedene neoadjuvantne RHT najveci stepen distribucije MMP9 u tumorskom
tkivu bio je izmedu 10% i 50%, odnosno u gradusu dva kod 50% pacijenata. Najveci stepen
distribucije MMP9 u zdravom tkivu bio je do 10%, odnosno u gradusu jedan, i to kod 71,9%
pacijenata (Tabela 14).
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5.10. Prikaz stepena distribucije VEGF u zdravom i tumorskom tkivu

Tabela 15: Distribucija VEGF u tumorskom i zdravom tkivu prije i poslije provedene

neoadjuvantne radioterapije

0 1 2 3

VEGFa 0 (0%) 0 (0%) 20 (625%) 12  (37,5%)
VEGFb 1 (31%) 11 (344%) 17 (53,1%) 3 (9,4%)
VEGFc 1 (31%) 15 (469%) 13  (40,6%) 3 (9,4%)
VEGFd 3 (94%) 24  (75%) 4  (125%) 1 (3,1%)

Legenda: Kohorta 1 — pacijenti kod kojih je provedena RHT.

Tabelarno je prikazan stepen distribucije VEGF u tumorskom i zdravom tkivu kod
pacijenata kojima je preoperativno bila odredena neo RHT i u ovom slucaju studijom je utvrdeno
da je kod najveéeg broja pacijenata stepen distribucije VEGF u tumorskom tkivu bio izmedu

10% i 50%, odnosno u gradusu dva, i to kod 62,5% pacijenata (Slika 19).

61



Slika 18
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Legenda: Stepen distribucije VGEF, gradus dva u zdravom i tumorskom tkivu.

Najveci stepen distribucije VEGF u zdravom tkivu takode je bio izmedu 10% i 50%, i
to kod 53,1% pacijenata (Slika 18). Poslije zracenja najveci stepen distribucije VEGF u
tumorskom tkivu bio je do 10%, odnosno u gradusu jedan, kod 46.9% pacijenata. Najveci stepen
distribucije VEGF u zdravom tkivu takode je bio do 10%, odnosno u gradusu 1, kod 75%
pacijenata (Tabela 15).
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Tabela 16. Distribucija MMP2, MMP9 i VEGF u tumorskom i zdravom tkivu kod pacijenata

kod kojih nije provedena neoadjuvantna radioterapija

0 1 2 3
MMPZa 0  (0%) 6 (20%) 18 (60%) 6 (20%)
MMP2b 3 (10%) 15  (50%) 9 (30%) 3 (10%)
MMP9a 1 (33%) 9 (30%) 15 (50%) 5 (16,7%)
MMP9b 3 (10%) 15  (50%) 10 (33,3%) 2 (6,7%)
VEGFa 0 0%) 7  (233%) 16 (53,3%) 7 (23,3%)
VEGFb 2 (67%) 17 (56,7%) 10 (33,3%) 1 (3.3%)

Legenda: Kohorta 2 — pacijenti bez provedene RHT.

Tabelarno je prikazan stepen distribucije MMP2 u tumorskom i zdravom tkivu kod
pacijenata kod kojih nije provodena neoadjuvantna radioterapija. U ovom slucaju studijom je
utvrdeno da je kod najvecéeg broja pacijenata stepen distribucije MMP2 u tumorskom tkivu bio
izmedu 10% i 50%, odnosno u gradusu dva, i to kod 60% pacijenata. Najveci stepen distribucije
MMP2 u zdravom tkivu bio je do 10%, odnosno gradus jedan, i to kod 50% pacijenata. Takode
je prikazan i stepen distribucije MMP9 u tumorskom i zdravom tkivu kod pacijenata kod kojih
nije provodena neoadjuvantna radioterapija. U ovom slu€aju studijom je utvrdeno da je kod
najveceg broja pacijenata stepen distribucije MMP9 u tumorskom tkivu bio izmedu 10% i 50%,
odnosno u gradusu dva, i to kod 50% pacijenata. Najveci stepen distribucije MMP9 u zdravom

tkivu bio je do 10%, odnosno gradus jedan, i to kod 50% pacijenata.

Ovdje je prikazan i stepen distribucije VEGF u tumorskom i zdravom tkivu kod

pacijenata kod kojih nije provodena neoadjuvantna radioterapija.
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U ovom slucaju studijom je utvrdeno da je kod najveceg broja pacijenata stepen
distribucije VEGF u tumorskom tkivu bio izmedu 10% i 50%, odnosno u gradusu dva, i to kod
53,3% pacijenata. Najveci stepen distribucije VEGF u zdravom tkivu bio je do 10%, odnosno u
gradusu jedan, i to kod 56,7% (Tabela 12).

5.11. Povezanost dehiscencije sa visokom distribucijom MMP2, MMP9, VEGF

U studiji su posmatrani i povezanost ekspresije MMP2, MMP9 i VEGF u tumorskom i
zdravom tkivu rektuma. Posmatrajuci grupu pacijenata koji nisu zraceni, utvrdili smo da postoji
slabo do umjereno pozitivna korelacija izmedu nastanka DEHISCENCIJE i visih vrijednosti
ekspresije MMP2, MMP9 i VEGF, koji su nadeni u bioptiranom tumorskom i bioptiranom

zdravom tkivu rektuma.

Tabela 17: Korelacija MMP2, MMP9 i VEGF u tumorskom i zdravom tkivu kod nezracenih

pacijenata i nastanka dehiscencije anastomoze

DEHISCENCIJA
r p
MMP2 a 0,423* 0,0200
MMP2 b 0,453* 0,0120
MMP9 a 0,420* 0,0208
MMP9 b 0,472** 0,0084
VEGF a 0,391* 0,0325
VEGF b 0,410* 0,0243
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Legenda: Kohorta 2 — pacijenti bez provedene RHT. * — znacajna razlika, ** — izrazito znacajna

razlika.

Tabela 18: Korelacija MMP2, MMP9 i VEGF u tumorskom i zdravom tkivu kod zracenih

pacijenata i nastanka dehiscencije anastomoze

DEHISCENCIJA
r p
MMP2 a 0,389* 0,0278
MMP2 b 0,597 0,0003
MMP2 c 0,436 0,0127
MMP2 d 0,558 0,0009
MMP9 a 0,2212 0,2238
MMP9 b 0,377 0,0336
MMP9 c 0,2353 0,1948
MMP9 d 0,389" 0,0276
VEGF a 0,415 0,0181
VEGF b 0,3033 0,0915
VEGF ¢ 0,351" 0,0492
VEGF d 0,383" 0,0307

Legenda: Kohorta 1 — pacijenti kod kojih je provedena RHT. * - znacajna razlika, ** - izrazito znacajna

razlika.
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5.12. Povezanost neoadjuvantne radioterapije i smanjenja ekspresije MMP2, MMP9 i
VEGF

U studiji su posmatrani pacijenti kod kojih je provedena neo RHT i utvrdeno je da je kod
12 pacijenata (37,5%) postojala izrazena ekspresija MMP2 u tumorskom tkivu prije RHT, dok
je poslije provedene radioterapije izrazena ekspresija MMP2 u tumorskom tkivu bila samo u tri
pacijenta (9,4%). Takode, utvrdeno je da je kod 11 pacijenata (34,4%) postojala izraZena
ekspresija MMP9 u tumorskom tkivu prije provedene radioterapije, dok je poslije provedene
radioterapije izrazena ekspresija MMP9 u tumorskom tkivu bila u tri pacijenta (9,4%).

Tabela 19: Prikaz pacijenata kod kojih je provedena neoadjuvantna radioterapija i vrijednosti
MMP2, MMP9 i VEGF u tumorskom i zdravom

Korelacija uparenih uzoraka

N r p
MMP2 a &
32 0,475 <0,05
MMP2 c
MMP2 b &
32 0,523 <0,05
MMP2 d
MMP9 a &
32 0,345 <0,05
MMP9 c
MMP9 b &
32 0,775 <0,01
MMP9 d
VEGF a &
32 0,206 > 0,05
VEGF c
VEGF b &
32 0,391 <0,05
VEGF d
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Legenda: Kohorta 1 — pacijenti kod kojih je provedena RHT.

U studiji takode je utvrdeno da je kod 12 pacijenata (37,5%) postojala izraZena
ekspresija VEGF u tumorskom tkivu prije radioterapije, dok je poslije provedene radioterapije

izrazena ekspresija VEGF bila kod tri pacijenta (9,4%).

Tabela 20: Korelacije vrijednosti MMP2, MMP9 i VEGF u tumorskom i zdravom prije i

poslije provedene radioterapije

Test uparenih uzoraka

Uparene razlike

95% Interval CI

r SD SE t df p
Nize Vise
MMP2 a &
0,688 0,592 0,105 0,474 0,901 6,566 31 < 0,01
MMP2 c
MMP2 b &
0,875 0,609 0,108 0,655 1,095 8,127 31 < 0,01
MMP2 d
MMP9 a &
0,563 0,759 0,134 0,289 0,836 4,190 31 < 0,01
MMPO9 c
MMP9 b &
0,781 0,420 0,074 0,630 0,933 10,522 31 < 0,01
MMP9 d
VEGF a &
0,813 0,780 0,138 0,531 1,094 5,890 31 < 0,01
VEGF ¢
VEGF b &
0,594 0,712 0,126 0,337 0,850 4,717 31 < 0,01
VEGF d

67



U studiji je utvrdeno da je kod cCetiri pacijenta (12,5%) postojala izrazena ekspresija
MMP2 u zdravom tkivu prije provedene radioterapije, dok je poslije provedene radioterapije
izrazena ekspresija MMP2 u zdravom tkivu bila kod jednog pacijenta (3,1%). Kod pet pacijenata
(15,6%) utvrdena je izrazena ekspresija MMP9 u zdravom tkivu prije provedene radioterapije,
dok je poslije provedene radioterapije izrazena ekspresija MMP9 u zdravom tkivu bila kod
jednog pacijenta (3,1%).

Takode, utvrdeno da je kod Cetiri pacijenta (12,5%) postojala izrazena ekspresija VEGF
u zdravom tkivu prije provedene radioterapije, dok je poslije provedene radioterapije izrazena

ekspresija VEGF u zdravom tkivu bila kod jednog pacijenta (3,1%).

Iz prethodne tabele vidi se da postoji statisti¢ki izuzetno znacajna razlika izmedu
vrijednosti MMP2, MMP9 i VEGF prije i poslije zracenja (koriSten Wilcoxon test, p test), a na
slikama se vidi da se ta razlika ogleda u smanjenju vrijednosti prebojenosti MMP2, MMP9 i
VEGF.

5.13. Grafic¢ki prikazi ekspresije MMP2, MMP9 i VEGF prije i poslije neoadjuvantne

radioterapije

Grafikoni 20 i 21 pokazuje da je doslo do smanjenja ekspresije MMP2 u tumorskom i u

zdravom tkivu poslije provedene neoadjuvantne radioterapije.
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Slika 20: Graficki prikaz ekspresije MMP2 u tumorskom tkivu prije i poslije provedene neo
RHT
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Legenda: Kohorta 1 — pacijenti kod kojih je provedena RHT, kohorta 2 — pacijenti bez provedene
RHT.
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Slika 21: Graficki prikaz ekspresije MMP2 u zdravom tkivu prije i poslije provedene neo RHT
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Legenda: Kohorta 1 — pacijenti kod kojih je provedena RHT, kohorta 2 — pacijenti bez provedene
RHT.

Grafikoni 22 i 23 pokazuje da je doslo do smanjenja ekspresije MMP9 u tumorskom i u

zdravom tkivu poslije provedene neoadjuvantne radioterapije.
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Slika 22: Graficki prikaz ekspresije MMP9 u tumorskom tkivu prije i poslije provedene neo
RHT
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Legenda: Kohorta 1 — pacijenti kod kojih je provedena RHT, kohorta 2 — pacijenti bez provedene
RHT.
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Slika 23: Graficki prikaz ekspresije MMP9 u zdravom tkivu prije i poslije provedene neo RHT
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Legenda: Kohorta 1 — pacijenti kod kojih je provedena RHT, kohorta 2 — pacijenti bez provedene
RHT.

Grafikoni 24 i 25 pokazuje da je doslo do smanjenja ekspresije VEGF u tumorskom i u

zdravom tkivu poslije provedene neoadjuvantne radioterapije.
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Slika 24: Graficki prikaz ekspresije VEGF u tumorskom tkivu prije i poslije provedene neo
RHT
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Legenda: Kohorta 1 — pacijenti kod kojih je provedena RHT, kohorta 2 — pacijenti bez provedene
RHT.
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Slika 25: Graficki prikaz ekspresije VEGF u zdravom tkivu prije i poslije provedene neo RHT
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Legenda: Kohorta 1 — pacijenti kod kojih je provedena RHT, kohorta 2 — pacijenti bez provedene
RHT.

5.14. Povezanost ekspresije MMP2, MMP9 i VEGF sa razvojem postoperativnih

infekcije

U studiji je utvrdeno da je kod cetiri pacijenta (12.5%), kod kojih je provedena
neoadjuvantna radioterapija, doslo do razvoja postoperativne infekcije. Utvrdeno je da je u tri
slucaja postojala slaba ekspresija MMP2 i MMP9 do 10%, gradus jedan, i u jednom slucaju
umjerena ekspresija od 10 do 50, gradus dva. Obradom podataka utvrdeno je da ne postoji
statisti¢ki znacajna korelacija izmedu infekcije rane i ekspresije MMP2, MMP9 i VEGF kod

pacijenata sa neo RHT.
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Tabela 21: Korelacija MMP2, MMP9 i VEGF u tumorskom i zdravom tkivu kod pacijenata sa
neo RHT nastankom postoperativnih infekcija

INFEKCIJA RANE

r p
MMP2 ¢ 0,321 0,073
MMP2 d 0,134 0,466
MMP9 ¢ 0,028 0,879
MMP9 d -0,078 0,673
VEGF ¢ 0292 0,105
VEGF d  -0,054 0,769

Legenda: Kohorta 1 — pacijenti kod kojih je provedena RHT.

Utvrdeno je da je kod tri pacijenta (10%) kod kojih nije provedena neoadjuvantna RHT
doslo do razvoja postoperativne infekcije. Takode je utvrdeno da je kod sva tri pacijenta
postojala umjerena ekspresija MMP2 i MMP9, od 10% do 50%, gradus dva. Obradom podataka
utvrdeno je da ne postoji statisti¢ki znacajna korelacija izmedu infekcije rane i ekspresije

MMP2, MMP9 i VEGF kod nezracenih pacijenata.
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Tabela 22: Korelacija MMP2, MMP9 i VEGF u tumorskom i zdravom tkivu kod pacijenata

bez neo RHT i nastanka postoperativnih infekcija

r p
MMP2 a 0,176 0,353
MMPZ b 0,146 0,440
MMP9 a 0,105 0,582
MMP9 b 0,337 0,069
VEGF a 0,325 0,079
VEGF b 0196 0,299

Legenda: Kohorta 2 — pacijenti bez provedene RHT.

5.15. Povezanost ekspresije MMP2, MMP9 i VEGF sa razvojem enterokolitisa

U studiji je utvrdeno da je kod pet pacijenta (15,6%) kod kojih je provedena
neoadjuvantna radioterapija doslo do razvoja enterokolitisa. Utvrdeno je da je kod tri pacijenta
postojala izrazena ekspresija MMP2 i MMP9, preko 50%, gradus tri, a kod dva pacijenta
umjerena ekspresija, od 10% do 50%, gradus dva. Obradom podataka utvrdeno je da postoji
statisticki blago pozitivna korelacija izmedu razvoja enterokolitisa i ekspresije MMP2, MMP9

i VEGF kod zracenih pacijenata.
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Tabela 23: Korelacija MMP2, MMP9 i VEGF u tumorskom i zdravom tkivu kod pacijenata sa
neo RHT i nastanka enterokolitisa

RANA KOMPLIK. KOLITISI

r p
MMPZ ¢ 0206 0,257
MMP2 d  -0,024 0,895
MMP9 ¢ 0,140 0,444
MMP9 d 0,104 0,573
VEGF ¢ -0,180 0,325
VEGF d  -0,054 0,769

Legenda: Kohorta 1 — pacijenti kod kojih je provedena RHT.

U studiji je takode utvrdeno da je kod cCetiri pacijenta (13,3%) kod kojih nije provedena
neoadjuvantna radioterapija doslo do razvoja enterokolitisa. Utvrdeno je da je kod tri pacijenta
postojala slaba ekspresija MMP2 i MMP9, do 10%, gradus jedan, a kod jednog pacijenta
umjerena ekspresija, od 10% do 50%, gradus dva. Obradom podataka utvrdeno je da nije
postojala statisticki znacajna korelacija izmedu razvoja enterokolitisa i ekspresije MMP2,
MMP9 i VEGF kod pacijenata bez RHT.
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Tabela 24: Korelacija MMP2, MMP9 i VEGF u tumorskom i zdravom tkivu kod pacijenata
bez RHT i nastanka enterokolitisa

KOLITISI

r p
MMP2 a 0310 0,095
MMPZ b 0295 0,113
MMP9 a 0,345 0,062
MMP9 b ,470" 0,009
VEGF a 0287 0,124
VEGF b 0,064 0,737

Legenda: Kohorta 2 — pacijenti bez provedene RHT.

5.16. Ucestalost reintervencija kod pacijenata sa dehiscencijom

Kod pacijenata kod kojih je provedena neoadjuvantna radioterapija dehiscencija se javila
se u tri pacijenta (9,4%), a samo kod jednog pacijenta moralo se raditi hirur§ko zbrinjavanje
dehiscencije.

Kod pacijenata kod kojih nije provedena neoadjuvantna radioterapija dehiscencije se
javila se kod dva pacijenta (6,7%). Hirursko zbrinjavanje dehiscencije kolorektalne anastomoze
moralo se provesti kod jednog pacijenta. Na osnovu dobijenih rezultata utvrdeno je da nije
postojala statisticka znacajna korelacija u reintervenciji izmedu pacijenata kod kojih je

provedena neoadjuvantna radioterapija i kod kojih nije provedena.
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Tabela 25: Korelacija pacijenata sa reintervencijom i pacijenata konzervatvno tretiranih

REINT_DA REINT_NE REINT_DA REINT NE

DA 1 2 1 1 5
NE 0 29 0 28 57
UKUPNO 1 31 1 29 62

Legenda: Kohorta 1 — pacijenti kod kojih je provedena RHT, kohorta 2 — pacijenti bez provedene
RHT.
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5.17. Slikovna prezentacija rezultata imunohistohemijske analize

Slika 1 D

Imunohistohemijska interpretacija: Slika 1 A pokazuje izrazenu ekspresiju VEGF u
citoplazmi tumora, te u stromi; Slika 1 B prikazuje umjerenu ekspresiju VEGF u citoplazmi, te
u stromi; Slika 1 C prikazuje nisku ekspresiju VEGF, dok Slika 1 D pokazuje potpuno odsustvo
ekspresije u citoplazmi tumora i u stromi. Uvecanje je 1:100.

80



Slika 2 A S Slika 2 B

Slika 2 A prikazuje izrazenu ekspresiju VEGF u tumoru i stromi prije zracenja, dok Slika

2 B pokazuje umjereni stepen ekspresije VEGF u tumoru, te u okolnoj stromi, poslije provedene
neo RHT. Uvecanje je 1:100.

Slika 3 B

Slika 3 A pokazuje umjerenu ekspresiju VEGF u tumorskom tkivu i stromi, dok Slika 3
B pokazuje umjerenu ekspresiju VEGF u zdravom tkivu rektuma. Uvecanje je 1:100
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Slika4 C Slika 4 D

Imunohistohemijska interpretacija: Slika 4 A pokazuje izrazenu ekspresiju MMP9 u
citoplazmi tumora, te u stromi; Slika 4 B prikazuje umjerenu ekspresiju MMP9 u citoplazmi, te
u stromi; Slika 4 C prikazuje nisku ekspresiju MMP9, dok Slika 4 D pokazuje potpuno odsustvo
ekspresije MMP9 u citoplazmi tumora i u stromi. Uvecanje je 1:100.
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Slika 5 A Slika5B

Slika 5 A prikazuje izrazenu ekspresiju MMP9 u tumoru i stromi prije zraéenja, dok Slika

5 B pokazuje umjereni stepen ekspresije MMP9 u tumoru, te u stromalnom tkivu, poslije

provedene neoadjuvantne radiohemioterapije. Uvecanje je 1:100.
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Slika 6 A Slika 6 B

Slika 6 A pokazuje izrazenu ekspresiju MMP9 u tumorskom tkivu i stromi, dok Slika 6

B pokazuje izrazenu ekspresiju MMP9 u zdravom tkivu rektuma. Uvecanje je 1:100.
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Slika7C Slika 7 D

Imunohistohemijska interpretacija: Slika 7 A pokazuje izrazenu ekspresiju MMP2 u
citoplazmi tumora, te u stromi; Slika 7 B prikazuje umjerenu ekspresiju MMP2 u citoplazmi, te
u stromi; Slika 7 C prikazuje nisku ekspresiju MMP2, dok Slika 7 D pokazuje potpuno odsustvo
ekspresije MMP2 u citoplazmi tumora i u stromi. Uvecanje je 1:100.
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Slika 8 A Slika 8 B

Slika 8 A prikazuje izrazenu ekspresiju MMP2 u tumoru i stromi prije zraéenja, dok Slika
8 B pokazuje umjereni stepen ekspresije MMP2 u tumoru, te u okolnoj stromi poslije provedene

neoadjuvantne radiohemoterapije. Uvecanje je 1:100.

Slika9 A Slika 9 B

Slika 9 A pokazuje izrazenu ekspresiju MMP2 u tumorskom tkivu i stromi, dok Slika 9

B pokazuje nisku ekspresiju MMP2 u zdravom tkivu rektuma. Uvecanje je 1:100.
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6. DISKUSIJA

Prema dosada$njim dostupnim podacima broj kolorektanih karcinoma u stalnom je
porastu kod osoba oba pola. Takode, broj oboljelih od kolorektalnog karcinoma u porastu je u
svim industrijski razvijenim zemljama. Brojni faktori rizika mogu uticati na nastanak
kolorektalnog carcinoma, kao $to su: inflamatorne bolesti crijeva, dijabetes melitus, socijalne
navike, gojaznost, godine, pol i primjena radioterapije. Broj oboljelih zna¢ajno je veéi kod osoba
muskog pola nego kod osoba zenskog pola. Takode, u¢estalost karcinoma rektuma povecava se

130, Brojne studije ukazuju i na veéu udestalost

kod pacijenata iznad 65 godine Zzivota
kolorektalog karcinoma kod osoba muskog pola, koja iznosi 0,65%, u odnosu na osobe Zenskog
pola (0,45%) na 100.000 stanovnika. Takode, iste studije ukazale su na ve¢u ucestalost nastanka
kolorektalnog karcinoma kod pacijenata starijih od 50 godina'®'*2, Rawla i autori utvrdili su
da je ucestalost kolorektalnog karcinoma 30 puta veca kod pacijenata od 50 do 64 godine u
odnosu na pacijente od 25 do 49 godina, a prosjecne godine dijagnostikovanja kolorektalnog
karcinoma su od 68 do 72 godine!®*. Prema Ameri¢kom uduZenju za borbu protiv kancera
utvrdeno je da kod muskaraca postoji 30% veca ucestalost za nastanak karcinoma u odnosu na
zensku populaciju. Ista je studija utvrdila da osobe muskog pola imaju loSiju prognozu, te 40%
vecéu smrtnost nego osobe zenskog pola'®*. Estva i autori u svojoj studiji utvrdili su da je vise
od 90% pacijenata oboljelih od karcinoma rektuma bilo starije od 50 godina, s tim da je
prevalenca bila izrazenija u sedmoj deceniji**®®. Vuik i autori u svojoj studiji takode su utvrdili
da je najveci broj oboljelih od karcinoma rektuma bio preko 50 godina starosti, a u njihovoj
studiji broj pacijenata ispod 50 godina kretao se od 1,6% do 7,6%, u zavisnosti od godinal®.

Rezultati ovog istrazivanja pokazali su da je utvrden veci broj pacijenata muskog pola
koji su oboljeli od karcinoma rektuma. Nasa studija pokazala je i da je kod pacijenata muskog
pola postojalo vise postoperativnih komplikacija. Medutim, analizom je utvrdeno da nije
postojala statisticka znacajnost povezanosti izmedu pola i ucestalosti nastanka karcinoma. Zbog

svega navedenog veoma je bitna rana dijagnostika i lijecenje kolorektalnog karcinoma.
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Lijecenje kolorektalnog carcinoma multidisciplinarno je, ali hirurski tretman ipak
predstavlja najvazniji metod lije¢enja. Hirursko lije¢enje podrazumijeva uklanjanje tumora, te

uspostavljanje kontinuiteta digestivnog trakta, uz obavljanje totalne mezorektalne ekscizije.

Osnovnu sustinu operacije ¢ini totalna mezorektalna ekscizija (TME), koja danas
predstavlja zlatni standard u kolorektalnoj hirurgiji. Ona se zasniva na cinjenici da Sirenje
karcinoma ostaje unutar mezorektalne fascije, a operacija podrazumijeva resekciju tumora i

mezorektalnog tkiva do pelviéne dijafragme kroz avaskularnu zonu**"1%,

Zahvaljuju¢i unapredenju hirurS§ke tehnike i primjeni properativne radioterapije
znacajno se povecao broj pacijenata sa karcinomom rektuma kojima je ocuvana funkcija
sfinktera. Medutim, i pored unapredenja hirurske tehnike, kao i uvodenja moderne medicinske
opreme, i dalje postoji znacajan broj postoperativnih komplikacija, koje produzavaju i
poskupljuju lije¢enje, a mogu da dovedu i do smrtnog ishoda'®. Znag¢ajan napredak u lije¢enju
kolorektalnog karcinoma postignut je uvodenjem neoadjuvantne radiohemioterapije i ona se
danas smatra zlatnim standardom u lije¢enju lokalno uznapredovalog karcinoma rektuma I1i 111
stadijuma®®. Sauer i saradnici u svojoj studiji utvrdili su redukciju veli¢ine tumora, kao i
povecenje petogodiSnjeg prezivljavanja kod pacijenata kojima je prije hirurSkog tretmana
provodena neoadjuvantna radiohemioterapija. Takode, ova je studija pokazala da postoji
poboljsanje rezultata sa poveéanjem sfinkter prezervirajuéih operacija'**. Roh i saradnici u
svojoj studiji takode su utvrdili da neoadjuvantna radiohemioterapija poveceva stopu sfikter
prezerviraju¢ih operacija kao iznacajno bolju lokalnu kontrolu kod pacijenata sa Il i Il
stadijumom karcinoma rektuma. Takode, u ovoj studiji utvrdeno je da kod pacijenata kod kojih
je provedena neoadjuvantna radiohemioterapija dolazi do povecanja petogodi$njeg perioda bez

bolesti i poveéanja ukupnog broja prezivljavanjal#?.

Neoadjuvantna radiohemioterapija dovodi do smanjenja veli¢ine tumora i sniZenja
tumorskog stadijuma karcinoma rektuma prije hirur§kog tretmana (downsizing i downstaging),
te na taj nacin omogucuje prevodenje pojedinih tumora iz inoperabilnog stadijuma u operabilni.
Zahvaljujuéi tome obezbjeduje se resektabilnost tumora i u mnogim slu¢ajevima omogucuje i

RO resekcijul#*44, Valentini i autori u svojoj studiji utvrdili su da je od 30% do 50% pacijenata
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sa lokalno uznapredovalim karcinomom rektuma imalo pozitivan odgovor na primljenu

neoadjuvantnu radiohemioterapiju, a to se manifestovalo smanjenjem gradusa tumora.

Regresija tumora svakako zavisi i od patohistoloskog gradusa tumora, od ukupne doze
zraCenja, od vrste citostatika, te od vremenskog raspona od primljene neoadjuvantne terapije do
operativnog zahvata. Takode, oni su u ovoj studiji utvrdili smanjenje stope lokalnog recidiva u

odnosu na pacijente kod kojih je proveden samo operativni zahvat'®.

Postoperativne komplikacije mogu se podijeliti na opste i specificne. Od vaznijih
postoperativnih komplikacija to su: infekcija operativne rane, paraliticki ileus, postoperativno
krvarenje, duboka venska tromboza i svakako dehiscencije anastomoze kao jedne od najtezih
komplikacija u kolorektalnoj hirurgiji‘#®. Postoperativno krvarenje kao komplikacija prisutno je
od 1% do 14%, i, iako po svojoj tezini predstavlja ozbiljnu komplikaciju, rijetko dovode do
smrtnog ishoda. U najvecem broju slucajeva zbrinjavanje se vrsi davanjem transfuzija krvi.
Golda i autori u svojoj studiji nastojali su da utvrde osnovne uzroke za nastanak postoperativnog
krvarenja. Kao faktori krvarenja identifikovani su: pol, godine starosti, nizak nivo hemoglobina
preoperativno, komorbiditeti, te dodatne hirurike procedure!*’. Postoperativni ileus takode je
jedna od komplikacija koja se javlja poslije operacija na rektumu. Ova se komplikacja javlja
poslije velikih operativnih zahvata na abdomenu, a manifestuje se disfunkcijom i smanjenom

148 Ugestalost

pokretljivosti crijeva, sto dovodi do otezane pasaze i zastoja crijevnog sadrzaja
postoperativnog ileusa poslije operacija na rektumu i kolonu kreée se od 10% do 30%. Vather i
saradnici su svojoj studiji naveli su da kod pacijenata sa postoperativnim ileusom dolazi do
produzenja hospitalizacije i znacajnog povecanja troskova lijecenja. Kod ovih pacijenata
postojala je nadutost abdomena, odsustvo crijevnih zvukova, te nemoguénost oralnog uzimanja
hrane, a sve to dovelo je do dehidratacije, elektrolitnog disbalansa, a u pojedinim slucajevima i
do razvoja respirarornih komplikacijal*®. Pravi razlog nastanka postoperativnog ileusa nije u
potpunosti razjasnjen, ali se smatra da velika ranjiva povrsina, manipulacija sa mikrotraumama
na crijevima, neadekvatna vertikalizacija pacijenata, te primjena velikih doza anestetika i

analgetika mogu biti jedan od razloga za nastanak postoperativnog ileusa.
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Grass i autori u svojoj studiji naveli su da povecan parenteralni unos te¢nosi moze da
dovede do edema crijeva, te otezane pasaze crijevnog sadrzaja, I na taj nacin mogu dovesti do
razvoja ileusa. Takode, oni su utvrdili ve¢u ucestalost postoperativnog ileusa kod pacijenta
muskog pola, §to se objasnjava manjom tolerancijom muskih pacijenta na bol. To dovodi do

pojacanog luéenja kateholamina i do poremecaja u pasazi crijeva®.

I u nasoj studiji postoperativni ileus predstavljao je znac¢ajnu komplikaciju. Registrovan
je kod Sest pacijenata, jedan od pacijenata zahtijevao je ponovni operativni zahvat, dok je kod
ostalih pacijenata na primijenjen konzervativni tretman doslo do pobolj$anja i uspostavljanja
pasaze crijeva. Kod pacijenta kod kojeg je raden ponovni operativni zahvat nastupilo je
ukljestenje vijuga tankog crijeva u maloj karlici. Novonastalo stanje zbrinuto je oslobadanjem

slijepljenih vijuga tankog crijeva (adheziolizom), bez potrebe za reseckcijom crijeva.

Svakako jedna od najtezih postoperativnih komplikacija jeste dehiscencija kolorektalne
anastomose, koja, pored produzavanja vremena hospitalizacije i povecanja tro§kova lijecenja,
moze znacajno uticati na postoperativni kvalitet Zivota pacijenata, a u pojedinim sluc¢ajevima

moze zavr$iti 1 sa smrtnim ishodom.

Brzo i adekvatno zarastanje hirur§ke rane predstavlja osnovni cilj svakog hirur§kog
lijeCenja, jer svaki poremecaj u zarastanju anastomoza dovodi do ozbiljnih komplikacija koje
kasnije utic¢u na kvalitet zivota, a mogu dovesti i do smrtnog ishoda. Zarastanje svake rane
slozen je proces u kojem organizam mora posti¢i hemostazu, dekontaminirati mjesto rane,
pokriti ranu i izazvati Celijsku diferencijaciju, kako bi se stvorili svi slojevi tkiva i na taj nacin

povratio integritet, snaga i funkcija.

Takode, Glover i autori u svojoj studiji utvrdili su da je hipoksija znacajan faktor za
nastanak dehiscencije. Oni su utvrdili da sva stanja, kao §to su infekcije i druge upalne promjene,
dovode do povecane potrosnje kiseonika 1 na taj nacin do hipoksije tkiva, a $to za posljedicu
moze da ima nastanak dehiscencije anastomoze poja¢anim aktiviranjem MMP9®L. Sun i autori,
medutim, U svojoj studiji na zivotinjama utvrdili su da nije bilo razlike u dehiscenciji i brzini
popustanja gastrointestinalnih anastomoza, koje su bile devaskularizirane i na taj nacin

sugerisali su da pad vaskularizacije i hipoksija nisu dominantni faktori zarastanja anasomoza®®?.
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Lokalna primjena kisonika na crijevne anastomoze nije ni do danas u potpunosti ispitana, ali su
uradena odredena ispitivanja u kojima su primjenjivani biomatrijali kao §to su nano kristali
kalcijumovog peroksida. Ovi biomaterijali ugradivani su u Savne materijale kao $to su Vicryl, a
koji su nakon plasiranja u tkivo i u dodiru sa vodom oslobadali kisonik i na taj na¢in znacajno
poboljsavali odrzivost éelija u hipoksiénim i normoksi¢nim uslovima®®®. Blanko i autori,
medutim, u svojim studijama utvrdili su da hipoksija kao posljedica slabije vaskularizacije moze
da bude znacajan uzrok nastanka dehiscencije anastomoze. Oni su u svojim studijama utvrdivali
stepen vaskularizacije na mjestu resekcione linije, tako da su na mjestima resekcione linije gdje
je bila slabija vaskularizacija i posljedi¢na hipoksija imali ¢e$¢i nastanak dehiscencije
anastomose, u odnosu na slu¢ajeve gdje je na mjestu resekcije bila bolja vaskularizacija. U
odredivanju stepena vaskularizacije na resekcionoj liniji Koristili su indocijaninsko zeleno, koje

je u sluaju dobre vaskularizacije postajalo tamnozeleno>,

Drugi znacajan faktor za koji se smatra da utice na nastanak dehiscencije anastomoze
jeste prisustvo bakterija u rani koja zarasta. U procesu zarastanja rane makrofagi neutraliSu
patogene, koji u predjelu rane mogu dovesti do poremacaja fine ravnoteze sinteze i razgradnje
proteina. To sve dovodi do povecenja aktivnosti proteaza i do povecane razgradnje proteina, §to
za onda dovodi do abnormalnog zarastanja rane i time do pojave dehiscencije anastomoze®®®.
Shogan i autori u svojoj studiji utvrdili su da fizioloski stres hiruru§kog zahavata znacajno
mijenja ekologiju i sastav crijevnih mikroba, pa mogu u pojedinim slu¢ajevima i do 500 puta
povecati brojnost pojedinih sojeva Enterococcus-a. Ove bakterije u predjelu anastomoze mogu
aktivirati proteaze domacina kao §to je MMP9, $to dovodi do poremecaja u zarastanju rane i do
povecanja vjerovatnoée za nastanak dehiscencije anastomoze®®%®, Nelson i autori u svojoj
studiji takode su utvrdili da poremecaj bakterija crijevne flore mogu dovesti do vece ucestalosti
nastaka crijevne dehiscencije. Oni su pojedinim eksperimentalnim grupama davali antibiotsku
terapiju, pri ¢emu je doslo do poboljsanja ishemije i do urednog zarastanja anastomoza, dok je
u drugim grupama koji su primali samo fiziolosku otopinu doslo do pojave dehiscencije

anastomoze i razvoja peritonitisa®®’.

Ohigashi i autori u svojoj studiji utvrdili su da prisustvo bakterija (Pseudomonas
aeruginosa, Enterococcus faecalis) u ve¢im koli¢inama mogu, nezavisno od tehnike anastomose,
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izazvati dehiscencije anastomoze. Ove bakterije imaju sposobnost da u veéim koli¢inama
proizvode enzim kolagenazu, koja ima sedam puta vecu aktivnost u razgradnji kolagena. Takode
kolagenaze proizvedene od ovih bakterija imaju sposobnost da u tkivima crijeva poveéavaju
proizvodnju i aktivnost MMP9, a koja ima veliku sposobnost destrukcije tkiva i na taj nacin

dovode do nastanka dehiscencije anastomoze®®®.

Od ostalih faktora koji mogu uticati na zarastanje anastomoze znac¢ajna je preoperativna
radioterapija. U pojedinim studijama utvrdeno je da preoperativna radioterapija u odredenom
broju slucajeva moze dovesti do parcijalne dehiscencije kolorektalne anastomoze i do
ograni¢enog anastomotskog curenja'®. Trenchev i autori u svojoj studiji utvrdili su da
preoperativna radioterapija dovodi do parcijalne dehiscencije i anastomotskog curenja u 2,80
puta vise nego kod pacijenata kod kojih nije provedena preoperativna radioterapija. Oni su
svojoj studiji naveli da zbog provedene radioterapije dolazi do vaskulitisa i hroni¢no upalnih
promjena na tkivu, sto dovodi do poremecaja u zarastanju novonastale anastomoze |
anastomotskog curenja'®. Park i autori u svojoj studiji utvrdili su da, iako preoperativna
radioterapija ima veliki znacaj u smanjnenju lokalnih recidiva i1 povecanju petogodiSnjeg
prezivljavanja, ona istovremeno ima veliki spektar Stetnog djelovanja na crijevno tkivo i na
zarastanje rane, i na taj nacin znacajno doprinosi nastanku dehiscencije kolorektalne
anastomoze. Pretpostavlja se da je mehanizam nastanka ove perforacije arterijska
mikroembolijska bolest, koja dovodi do ishemije crijeva i do posljedi¢ne dehiscencije
anastomoze!®!. Medutim, danas postoje i brojne studije u kojima je utvrdeno da nema znacajne
razlike u nastanku dehiscencije kolorektalne anastomoze kod pacijenata kod kojih je provedena
preoperativna radioterapija u odnosu na pacijente kod kojih je uradena kolorektalna anastomoza
bez prethodne radioterapije. U naSoj studiji smo utvrdili da nije postojala statisticki veca
ucestalost nastanka dehiscencije kolorektalne anastomoze kod pacijenata kod kojih je provedena
preoperativna radioterapija i operativni zahvat u odnosu na pacijente kod kojih je raden samo
operativni zahvat. U prvoj kohorti, u kojoj su bili zraceni pacijenti, bile su tri dehiscencije
kolorektalne anastomoze, dok su u drugoj kohorti, u kojoj pacijenti nisu zraceni, bila dva

pacijenta sa dehiscencijom anastomoze.

91



Dijabetes melitus takode predstavlja znacajan faktor rizika za nastanak dehiscencije
kolorektalne anastomoze. Dijabetes melitus pogada sve faze zarastanja rana, i to hemostazu,
upalu, proliferaciju i fazu remodeliranja. Sve to u znacajnoj mjeri uti¢e na povecanje rizika za
nastanak dehiscencije anastomoze i dovodi nastanka morbiditeta i mortaliteta. Dijabetes melitus
izaziva trajnu upalnu fazu sa poremecajem u stvaranju zrelog granualcionog tkiva i Smanjenje
vlacnaste ¢vrstoce rane. Sve to dovodi do poremecaja angiogenog odgovora i mikrovaskularnih
komplikacija, poremecaja funkcije makrofaga i neutrofila, poremecaja migracije i proliferacije
fibroblasta, te poremeéaja proizvodnje faktora rasta i faktora zarastanja rana'®?. Ziegler i autori
u svojoj studiji utvrdili su da dijabetes melitus ima znac¢ajnu ulogu u nastanku dehiscencije
anastomoze, a takode je utvrdeno da kod pacijenta sa dijabetes melitusom postoji znacajno veca

smrtnost (26,3%) u odnosu na pacijente bez dijabetesa, kod kojih je smrtnost iznosila 4,5%*2,

Dinh i autori su u svojoj studiji utvrdili da poremecaj u zarastanju anastomoza nastaje
kao posljedica sloZenih patofizioloskih procesa, koje podrazumijevaju vaskularne, neuropatske,
imunololoSke 1 biohemijske komponente. Hiperglikemija dovodi do strukturnih promjena u
zidovima krvnih sudova, $to dovodi do promjene u vaskularizaciji, te mikrovaskularnih
poremecaja sa posljedicnom hipoksijom. Takode, promjene u zidu krvnih sudova dovode do
poremecaja migracije leukocita, a sama hiperglikemija moze dovesti do oSteCenja funkcije
leukocita i drugih elemenata bitnih za zarastanje anastomoza. Periferna neuropatija kao
posljedica hiperglikemije dovodi do smanjenja osjetljivosti za bol, sto moze dovesti do otezane
dijagnostike i lijecenja®*. Lyn i autori u svojoj studiji utvrdili su da je dijabetes melitus znadajan
factor rizika za nastanak postoperativnih komplikacija u kolorektalnoj hirurgiji. Najznacajnija
komplikacija kao posljedica dijabetes melitusa jeste parcijalna dehiscencija anastomoze i
anastomotsko curenje. Pored ovoga, dijabetes dovodi i do nekih drugih postoperativnih
komplikacija, i to pluénih komplikacija (kao §to su upale pluc¢a), te u manjoj mjeri i do uroloskih
komplikacija. U ovoj studiji utvrdeno je da dijabetes melitus zna¢ajno doprinio poveéanju rizika

od tridesetodnevne smrtnostil6®,

U nasoj studiji utvrdili smo da je dijabetes melitus imao statisti¢ku zna¢ajnost u nastanku

dehiscencije kolorektalne anastomoze u odnosu na pacijente bez dijabetesa. Dehiscencija
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kolorektalne anastomoze javila se kod cetiri pacijenta koji su kao komorbiditet bolovali od
dijebetes melitusa.

Takode, vaznu ulogu u nastanku dehiscencije anastomoze ima pol pacijenta, jer je
utvrdeno da se dehiscencije ¢esce javljaju kod osoba muskog pola. Pojedini autori smatraju da
je vecéa ucestalost dehiscencije posljedica same anatomije muske karlice, te vjerovatnoce vece
traume rektuma prilikom preparisanja i provodenja totalne mezorektalne ekscizije. Takode,
zbog manipulacije moze doé¢i i do trauma vaskularnih struktura bataljka rektuma, Sto za
posljedicu dovodi do ishemijskih promjena u tkivu i stvara uslove za nastanak dehiscencije
anastomoze!®®. Tanaka i autori u svojoj studiji takode su ukazali da pol ima znagajnu ulogu u
nastanku dehiscencije kolorektalne anastomoze. Oni su u svojoj studiji analizirali faktore rizika
za nastanak dehiscencije kolorektalne anastomose, pri ¢emu je pol pacijenta bio jedini
identifikovani faktor rizika, a dehiscencija je bila 13,2 puta veéa kod muskaraca nego kod

167 Medutim, i pored brojnih studija 0 povezanosti muskog pola sa veéom udestacloséu

Zena
dehiscencije anastomose, u naSoj je studiji utvrdeno da nije postojala statisticki znacajna

povezanost muskog pola i nastanka dehiscencije anastomoze.

Visina kolorektalne anastomoze po pojedinim studijumima takode spada u faktore rizika
za nastanak dehiscencije anastomose, jer je dokazano da S§to je anastomoza kreirana nize na
rektumu to je vecéa vjerovatnoca nastanka dehiscencije. Kao razlog ove ¢injenice mogla bi se u
obzir uzeti pazljiva i minuciozna hirurSka tehnika, kao i posebna paznja prilikom zbrinjavanja

vasularnih struktura i obezbjedivanja adekvatne vaskularizacije crijeva.

Pojedine su studije utvrdile da rizik od nastanka dehiscencije kolorektalne anastomoze
opada sa povecanjem visine anastomoze, tako je u¢estalost dehiscencije na donjoj tre¢ini 14,1%,
ucestalost dehiscencije na srednjoj trecini 8,7%, a na gornjoj tre¢ini 2,6%. Takode je utvrdeno

da se dehiscencije anastomoze mnogo ¢esce javljaju na rektumu nego na kolonu®®e,

Kao §to smo ve¢ naveli, dehiscencija kolorektalne anastomoze do danasnjih dana ostala
je jedna od najtezih i dosad nedovoljno razjas$njenih komplikacija u kolorektalnoj hirurgiji. lako
se najveci broj dehiscencije kolorektalne anastomoze deSava u prvim postoperativnim danima,

i to U periodu od tre¢eg do desetog postoperativnog dana, u pojedenim je studijama utvrdeno da
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se dehiscencija anastomoze u 25-40% slucajeva moze javiti i do 30 dana poslije operacije!®®.
Jutesten i autori u svojoj studiji to objasnjavaju ¢injenicom da se u brojnim situacijama, zbog
asimptomatskih slucajeva ili sluCajeva sa blagim simptoma i zbog kasne dijagnostike,
minimalne dehiscencije ne dijagnostikuju na vrijeme ili se uopste ne dijagnostikuju'’™. Zbog
¢injenice da dehiscencija kolorektalne anastomoze dovodi do znacajnog poveéanja morbiditeta
I mortaliteta, a u nekim sluc¢ajevima i do relapse osnovne bolesti, danas se u brojnom studijama
pokusSavaju izdvojiti odgovarajuéi prediktivni faktori na osnovu kojih bi se ciljano kod pojedinih
pacijenata mogao predvidjeti nastanak dehiscencije. Na taj bi se nacin kod pacijenata kod kojih
postoji povecani rizik za nastanak dehiscencije anastomoze i prate¢ih komplikacija mogla
primijeniti odgovarajuca priprema i terapija, kojom bi se omogucila njena prevencija. U nasoj
studiji kao prediktivne faktore izdvojili smo matriks metaloproteinaze MMP2 i MMP9, te
vaskularni endotelni factor rasta VGEEF, ¢ije su vrijednosti mjerene u samom tumorskom tkivu,
te u neposrednoj blizini tumora. Brojni autori takode su koristili MMP2, MMP9 i VGEF kao
prediktivne faktore za nastanak dehiscencije kolorektalne anastomoze. Hawinkels i autori
utvrdili su da su MMP2, MMP9 i VGEF glavni faktori koji olakSavaju invaziju i angiogenezu,

odnosno razgradnju ekstracelularnog matriksa, i koji pospjesuju angiogenezu.

Krarup i autori utvrdili su da fizioloski i patoloski faktori, koji su vazni za regeneraciju
tkiva na mjestu anastomose, zavise od ravnoteze MMP i tkivnog inhibitora MMP. Utvrdili su
da MMP ima znacajnu ulogu u razvoju dehiscencije anastomoze kroz inhibiciju sinteze
kolagena. U svojoj studiji na ljudima i zivotinjama utvrdili su da koncentracija gena kolagena
tipa I i tipa 111 na mjestu anastomoze nije dostigla normalne vrijednosti do sedmog dana poslije
operacije. Oni su na Zivotinjskim modelima utvrdili da je zarastanje anastomoze na debelom

crijevu poboljsano inhibicijom MMP"?,

Edomskis i autori u svojoj studiji utvrdili su da je tkivo debelog crijeva kod pacijenata
sa lo§im anastomotskim zarastanjem pokazivalo vecu ekspresiju MMP1 i MMP2 u sluznici, te
vecu ekspresiju MMP2 i MMP9 u submukozi. Takode, u tkivu debelog crijeva kod pacijenata
sa dehiscencijom utvrdene su zna¢ajno nize koncentracije kolagena I i III, u odnosu na tkivo
debelog crijeva gdje se odvijalo normalno zarastanje. Oni su u svojoj studiji tokom osam dana
poslije kolorektalne operacije pratili vrijednosti MMP 1, 2, 3, 8 i 9, te vrijednosti tkivnog
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inhibitora matriks proteinase TIMP. Utvrdeno je da njihove vrijednosti variraju u zavisnosti od
vrste operacije, duzine trajanja operacije i da su u odnosu sa nastankom komplikacija. Utvrdeno
je i dasusamo vrijednosti MMP2 i MMP9 imale pozitivnu korelaciju sa nastankom dehiscencije
anastomoze, a da su vrijednosti TIMP1 i TIMP2 imali negativhu korelaciju sa nastankom
dehiscencije. Oni su sugerisali da vrijednosti MMP i TIMP mogu djelovati kao biomarkeri

zarastanja anastomoza i hirur§kog ishoda®’2.

Halade i autori u studiji koju su provodili takode su utvrdili povezanost produkcije MMP
I nastanka dehiscencije anastomoze. Oni su utvrdili da poslije resekcije rektuma i formiranja
kolorektalne anastomoze dolazi do pojac¢ane produkcije MMP2 i MMP9, sto je uzrokovalo
pojacanu razgradnju kolagena na mjestu anastomoze i ¢es¢e dovodilo dehiscencije anastomoze.
Takode utvrdili su da veéa koli¢ina MMP u bioptiranom tkivu tumora kod pacijenata, koja je
provedena preoperativno, ukazivala je na veéu vjerovatnocu nastanka dehiscencije kolorektalne
anastomoze. Takode, poveéane vrijednosti inhibitora MMP bili su parameter koji je ukazivao

na veéu sigurnost kolorektalne anastomoze i manju vierovatnoéu nastanka dehiscencije!’®,

Schelter i autori u provodenim studijama utvrdivali su zna¢aj povecane aktivnosti MMP
u nastanku karcinoma i u postoperativnim komplikacijama. Oni su utvrdili da MMP2 i MMP9
imaju veoma vaznu ulogu u procesu angiogeneze, te da nekontrolisana aktivnost MMP dovodi
do ostecenja tkiva i funkcionalnih poremecaja. Ravnoteza MMP i TIMP u malignim tumorima
poremecena je; tokom progresije tumora dolazi do poveéenog lu¢enja i aktivacije MMP od
strane tumorskih celija 1 fibroblasta povezanih sa tumorskim celijama, pri ¢emu se stvara

tumorsko mikrookruzenje.

U pocetnoj fazi povecano lu¢enje MMP inhibirano je TIMP, ali u kasnijoj fazi dolazi do
sve veceg lu¢enja MMP, koje znacajno nadmasuje lucenje TIMP, a to pospjeSuje angiogenezu
I napredovanje tumora. Od svih MMP najvazniji za razvoj i napredovanje kolorektalnog
karcinoma, kao i za nastanak postoperativnih komplikacija, a prije svega dehiscencije
anastomose, jesu MMP2 i MMP9. U imunohistohemijskoj studiji utvrdeno je da je ekspresija
MMP2 i MMP9 bila zna¢ajno veéa kod umjereno i slabo diferentovanih tumora nego kod dobro

diferentovanih tumoral’®. Langers i autori u svojoj studiji ukazali su da je postojanje visoke
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ekspresije MMP2 i MMP9 u normalnoj sluznici crijeva na udaljenosti 5-10 cm od tumora
povezano sa loS$ijom prognozom tumora, te sa ve¢om vjerovatnocom nastanka dehiscencije
anastomoze i drugih komoplikacija. Takode, u ovoj je studiji utvrdeno da povecana ekspresija

MMP2 i MMP9 moze biti koristan prognostic¢ki marker i prediktor metastaza u jetril’.

Pasternak i autori u svojoj pilot studiji utvrdili su da su povisene vrijednosti MMP kod
pacijenata sa kolorektalnim karcinomom bile su povezane sa kasnijim nastankom metastaza u
jetri i sa loSom prognozom nakon resekcije rektuma. Oni su takode utvrdili da poviSene
vrijednosti MMP2 i MMP9 imaju vaznu ulogu markera u razvoju dehiscencije kolorektalne
anastomoze i anastomotskog curenja. Oni ukazuju da bi se primjenom farmakoloskih faktora
kod pacijenata sa visokim vrijednostima MMP mogao zastititi integritet kolorektalne
anastomoze!’®. Krarup i autori ukazali su da bi povisene vrijednosti MMP9 mogle imati vaznu
ulogu u ranom otkrivanju i u inovativnim strategijama u lijeCenju dehiscencije kolorektalne
anastomoze. Oni su procjenjivali uticaj inhibicije MMP na zarastanje anastomoze. Oni su
utvrdili da se nakon inhibicije MMP9 povecava ¢vrstoca anastomoze, ali u studiji nije
pronadeno povecanje vrijednosti kolagena u analiziranim segmentima crijeva. Pretpostavlja se
danivo kolagena nije povecan, jer je zahva¢en samo mali dio tkiva crijeva neposredno uz Savove
I anastomozu. Takode se smatra da je, analizom anastomotskog segmenta i susjednog
nezahvacenog tkiva, poveéanje kolagena suvisno suptilno da bi se moglo registrovati'’’. Cini i
autori u svojoj provedenoj studiji nastojali su da utvrde povezanost rasta vrijednosti MMP i
nastanka dehiscencije anastomoze i anastomotskog curenja. Oni su iz bioptiranog segmenta
reseciranog crijeva mjerili vrijednosti MMP, a ovi su segmenti bili ugradeni u parafin.
Dehiscencija anastomoze bila je u jednom slucaju sa niskom vrijednos¢u MMP, dok je u 20
slucajeva dehiscencije anastomoze bila visoka vrijednost MMP. Takode je utvrdeno da je
najvisa vrijednost MMP u submukoznom sloju kod pacijenata sa dehiscencijom anastomoze
prisutna u neposrednoj blizini anastomoze. Aktivnost MMP znacajno je smanjena proksimalno
I distalno od anastomoze, dok je minimalna aktivnost ili potpuno odsustvo aktivnosti bilo u

neozlijedenom tkivu'’®

. U nasoj studiji, koju smo proveli na 60 pacijenata, utvrdeno je da su svi
pacijenti kod kojih je nastupila dehiscencija anastomoze imali izrazito poviSenu vrijednost

MMP2 i MMP9 u biopsijama tumorskog tkiva, dok su kod pacijenata bez dehiscencije
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anastomoze vrijednosti MMP2 i MMP9 bile izrazito povisene samo u malom broju sluc¢ajeva.
Takode, i u biopsijama zdravog tkiva u blizini tumora vrijednosti MMP2 i MMP9 bile su znatno
vise kod pacijenata sa dehiscencijom u odnosu na pacijente bez dehiscencije anastomoze. U
nasoj je studiji utvrdeno i da su kod pacijenata kod kojih je provedena neoadjuvantna
radiohemioterapija doslo do znacajnog smanjenja vrijednosti MMP2 i MMP9 u tumorskom i
zdravom tkivu u neposrednoj blizini anastomoze u odnosu na vrijednosti prije provedene

neoadjuvantne radiohemioterapije.

Lau i autori u svojoj studiji utvrdili su da je vaskularni endotelni factor rasta (VEGF)
jedan od najmoc¢nijih mitogena endotelnih ¢elija, i on se smatra jednim od najjacih faktora
angiogeneze. VEGF veoma je vazan za invaziju i metastaziranje neoplazmi, kroz stvaranje
novih krvnih Zila iz zrelih endotelnih ¢elija. Ova je studija pokazala da se vrijednosti VEGF
mogu koristiti za predvidanje klinickog ishoda karcinoma rektuma kao nastanka postoperativnih
komplikacijal’®. Takode, Giampieri i autori su U svojoj studiji utvrdili postojanje povisenih
vrijednosti VEGF kod bolesnika sa karcinomom rektuma, a koje je povezano sa agresivnijim
Sirenjem i losijom prognozom. U studiji su utvrdili da je povezanost nivoa ekspresije VEGF i
poveéane gusto¢e krvnih sudova u tumorima u korelaciji sa uznapredovalim stadijumom
kolorektalnog karcinoma, loSom prognozom, kra¢im prezivljavanjem i sa veCom vjerovatno¢om
nastanka postoperativnih komplikacija. Takode, na osnovu utvrdene ekspresije VEGF u tumoru
moze se predvidjeti nastanak metastaza u jetri, te Sirenje tumora u limfne ¢vorove. Studijom je
utvrdena povezanost ekspresije VEGF u tumoru i nastanka dehiscencije anastomoze i drugih
postoperativnih komplikacija!®. Pavlidis i autori su u svojoj studiji ispitivali uticaj VEGF i
MMP na prezivljavanje pacijenata i nastanak metastaza. Takode, istrazivali su njihov uticaj na
nastanak dehiscencije anastomoze i druge postoperativne komplikacije. Oni su utvrdili da
angiogeneza i limfna angiogeneza solidnih tumora ima klju¢nu ulogu u tumorskom rastu i u
invazivnom karakteru tumora, te na taj na¢in i u napredovanju bolesti. Takode su utvrdili da su
oni povezani sa metastazama, jer osiguravaju vaskularne i limfne puteve za tumorske celije da
migriraju i formiraju udaljene metastaze. Budu¢i da je tumore sa visokim vrijednostima VEGF
I MMP teze lijeciti nego tumore sa nizim vrijednostima ovih gena, oni su pokusali da u lije¢enju

pacijenata sa kolorektalnim karcionomom ciljaju na VEGF molekule. Jedan od takvih preparata
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u lijeCenju kolorektalnog karcinoma 1 u smanjenju postoperativnin komplikacija jeste
Bevacizumab, koji je monoklonsko anti VEGF antitijelo®!. lako je po mnogim studijama
utvrdeno da se kod pacijenata kod kojih su preoperativno u tumoru utvrdene visoke vrijednosti
VEGF imali los$iju prognozu, kraéi period prezivljavanja i ¢eSce pojavljivanje postoperativnih
komplikacija, u pojedinim je studijama utvrdeno da je aktivnost VEGF veoma vazna u
postoperativnom periodu za process zarastanja kolorektalne anastomoze. Mace i autori su tako
u svojoj studiji utvrdili da metabolicki poremecaji u okoruzenju novoformirane anastomoze

povecavaju regulaciju VEGF, takode hipoksija pojacava ekspresiju VEGF u monocitima.

Utvrdeno je da postoji paralela u gradijentu hipoksije i gradijentu ekspresije VEGF, a

endotelne ¢elije migriraju u zone sa najizrazenijom hipoksijom.

Povisene vrijednosti VEGF mogu se naéi ve¢ prvog postoperativnog dana, a SVOj
vrhunac ekspresije dostizu 2-3 dana poslije operacije, i nivo ostaje poviSen sve dok se
epidermalna aktivnost ne zavr$i, a $to se obi¢no krece do sedmog postoperativnog dana.
Pove¢anjem vrijednosti VEGF podstie se angiogeneza, a na taj se nacin obnavlja
vaskularizacija, ponovo se uspostavljava mikrocirkulacija, a to sve dovodi do poveéanja
parcijalnog pritiska kiseonika u okruzenju rane'®, Zafirelis i autori ispitivali su ulogu VEGF u
napredovanju kolorektalnog karcinoma, prezivljavanju, nastanku komplikacija i udaljenih
metastaza, kao i ulogu primjene inhibitora VEGF u terapiji kolorektankog karcinoma. Oni su
utvrdili da VEGF ima vaznu ulogu u indukciji i progresiji tumora, utvrdeno je da je srednje
vrijeme prezivljavanja bilo krace kod pacijenata sa visokom ekspreijom VEGF u odnosu na one
sa niskom ekspresijom. Takode, visoka ekspresija VEGF moze se smatrati znacajnim markerom
za predvidanje recidiva, a Cesto i za nastanak dehiscencije kolorektalne anastomoze. Takode je
utvrdeno da postoji povezanost izmedu prekomjerne ekspresije VEGF i slabe ili nikakve
reakcije na radioterapiju kod pacijenata sa karcinomom rektuma, a prekomjerna primjena
mononuklonskih antitijela protiv. VEGF smanjuje gustoc¢u krvnih zila i tako suzbija rast
tumoral®, Takode, Samuel i autori su u svojoj studiji pokusali da utvrde uticaj VEGF na
funkciju tumorskih ¢elija. Oni su utvrdili da VEGF ima vaZnu ulogu u preZivljavanju tumorskih

¢elija i takode da oni modeliraju osjeljivost tumorskih Celija na radiohemioterapiju. Studija je
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pokazala da VEGF ima veoma vaznu ulogu u migraciji endotelnih ¢elija u normalnim

fizioloskim procesima i tumorima.

Utvrdeno je da inhibicija VEGF signalizacije inhibira pokretljivost endotelnih ¢elija, a
isto tako smanjuje migraciju i invaziju ¢elija kolorektalnog karcinoma. Utvrdeno je da su
promjene u migraciji nastale kao posljedica smanjenja aktivnosti proteina povezanih sa
pokretljivoscu ¢elija. Na osnovu svega, utvrdeno je da povisene vrijednosti VEGF u tumorskom
tkivu ukazuju na loSiju prognozu, manji period prezivljavanja, veci procenat dehiscenci i drugih

komplikacija, te na veéu vjerovatnoéu nastanka kolorektalnih metastaza'®*.

Samani i autori su u studiji koju su proveli na 98 pacijenata sa kolorektalnim
karcinomom ispitivali ekspresiju VEGF i korelaciju sa prognozom bolesti, duzinom
prezivljavanja i nastankom dehiscencije anastomoze. Oni su utvrdili da kod kolorektalnog
karcinoma postoje visoke vrijednosti insulinu sli¢nog receptora faktora rasta I (IGFIR), za koji
je dokazano da inducira ekspresiju VEGF. Kako je VEGF najrasireniji i najspecifi¢niji faktor
agiogeneze, on snazno povecava vaskularnu propustljivost i podsti¢e stvaranje novih krvnih Zila
U tumorima, te se na taj nadin smatraju glavnim faktorom stimulacije rasta u tumorskoj

angiogenezi.

Rezultati njihove studije pokazali su da je visoka ekspresija IGFIR, te VEGF, povezana
sa metastazama u limfnim ¢&vorovima, loSijom prognozom 1 Sa ceS¢im nastankom

postoperativnih komplikacija'®®.

Martineli i autori su u svojoj studiji utvrdili da su preoperativno visoke vrijednosti VEGF
bile povezane sa ve€om agresivno$¢u tumora, lo§ijom prognozom i sa veCom vjerovatnocom
nastanka dehiscencije kolorektalne anastomoze. Oni su ispitivali u kojoj mjeri polimorfizam
VEGF gena uti¢e na odgovor na hemoterapiju kolorektalnog karcinoma i na vrijednost VEGF
kao potencijalnog biomarkera za predvidanje klinickog ishoda, nastanak metastaza i
komplikacija. Takode, oni su uvodili nove bioloske terapije, koje koriste antiangiogene agense,
kao $to su inhibitori vaskularnog endotelnog faktora rasta i receptora epidermalnog faktora
rasta; njih su kombinovali sa postoje¢im rezimom hemoterapije. Utvrdili su da je dodavanje

antiangiogenih agenasa u reZimu prve linijje hemoterapije pokazalo efikasnost u terapiji
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kolorektalnog karcinoma, uz znacajno poboljSavanje ukupnog prezivljavanja, prezivljavanja

bez progresije i smanjenja nastanka dehiscencije anastomoze!®.

Rast ili progresija ¢elija raka smatra se posljedicama prekomjerne ekspresije ili
nedostatka razli¢itih faktora, kao §to su VEGF 1 prokinecitin (PROK1), od kojih su oba znacajno
uklju¢ena u hematogene metastaze kolorektalnog karcinoma i u nastanak postoperativnih
komplikacija. Mihalache i saradnici su zato istovremeno istrazivali ova dva faktora. Prema
rezultatima studije PROK1 i VEGF poviseni su, i to u priblizno 20% tumora bio je povisen
PROKZ1, a VEGF u priblizno 50% tumora, a nijedan faktor u priblizno 30%. Klinickopatoloski,
ekspresija PROK1 i VEGF u odnosu na grupe kojima nedostaje ekspresija oba proteina, ili
VEGEF, ili PROK1 proteina, znacajno se povecala u slucajevima sa pozitivnim metastazama u
limfnim ¢vorovima, pozitivnim hematogenim metastazama i Sa tumorima u uznapredovalom

stadijumu, $to ukazuje na povezanost izmedu ova dva proteina i maligniteta.

Stavie, stopa recidiva i komplikacija (dehiscencije anastomoze) bila je znacajno veca
kada su oba proteina bila poviSena u primarnim lezijama pacijenata sa kolorektalnim
karcinomom stadijuma Il i Il sa visokim rizikom od recidiva i dehiscencije anastomoze u

poredenju sa drugim slu¢ajevima'®’.
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7. ZAKLJUCCI

Neoadjuvantna radiohemioterapija dovodi do smanjenja veli¢ine tumora i sniZzenja
tumorskog stadijuma karcinoma rektuma (downsizing i downstaging), a pri tome ne
povecava ucestalost dehiscencije kolorektalne anastomoze.

Neoadjuvantna radiohemioterapija dovodi do smanjenja ekspresije MMP2, MMP9 i
VEGF kod pacijenata kod kojih je provedena preoperativna radioterapija.

Dijabetes melitus ne povecava ucestalost nastanka dehiscencije kolorektalne
anastomoze.

. Utvrdeno je da su MMP2 i MMP9 znacajni prediktori za nastanak dehiscencije
kolorektalne anastomoze.

. Utvrdeno je da je VEGF znacajan prediktor za nastanak dehiscencije kolorektalne
anastomoze.

Godine starosti ne dovode do vece ucestalosti nastanka dehiscencije kolorektalne

anastomoze.
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4. Autorstvo - nekomercijalno - dijeliti pod istim uslovima
5. Autorstvo - bez prerade

6. Autorstvo - dijeliti pod istim uslovima

U Banjoj Luci, mart 2022. Potpis doktoranta

Jugoslav Deri

/x{ A ]& 'az,’j’“é £ i



Izjava 3

Izjava o identi¢nosti Stampane i elektronske verzije
doktorske disertacije

Ime 1 prezime autora Jugoslav Deri

Naslov rada " PREDIKTIVNI ZNACAJ VASKULARNOG ENDOTELNOG
FAKTORA RASTA I MATRIKS METALOPROTEINAZA U RAZVOJU
DEHISCENCIE NISKIH KOLOREKTALNIH ANASTOMOZA KOD

BOLESNIKA LIJECENIH NEOADJUVANTNOM RADIOTERAPIJOM"

Mentor Prof. dr Nikica Grubor

Izjavljujem da je Stampana verzija moje doktorske disertacije identicna elektronskoj verziji koju
sam predala za digitalni repozitorijum Univerziteta u Banjoj Luci.

Potpis doktoranta
U Banjoj Luci, mart 2022.godine Jugoslav DPeri






