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1. UVOD

1.1. Pregled dosadasnijih istrazivanja i spoznaja

Karcinom gusterace predstavlja izrazito velik izazov klini¢arima i znanstvenicima.
UnatoC odredenom napretku zadnjih godina, karcinom gusterace ima najveci mortalitet od
svih karcinoma a prognoza za bolesnike je jako loSa. Incidencija karcinoma gusterace je

diliem svijeta u porastu.

Zbog posebnog anatomskog smjestaja gusterace organ je relativno nedostupan
analizi, sama bolest je vrlo Eesto asimptomatska, a kasni su simptomi nespecifi¢ni uslijed
Cega se bolest najesce dijagnosticira u poodmakloj fazi $to dodatno pogorSava prognozu
oboljelih. U vrijeme postavljanja dijagnoze oko 26% bolesnika ima lokalno proSirenu bolest,
dok 52% ima udaljene metastaze. Samo oko 30% bolesnika preZivi 3 godine od postavljanja
dijagnoze, dok je petogodisnje prezivljenje ispod 5% nakon postavljanja dijagnoze (1).
Ukupni medijan preZivljenja bolesnika s karcinomom gusterae nevezano za stadij bolesti je
4-6 mjeseci. Najcescée je uzrok smrti lokalno Sirenje bolesti ili udaljene metastaze, a istinsko
dugotrajno izlje€enje je izrazito rijetko. U bolesnika kod kojih je u trenutku postavljanja
dijagnoze moguce uspjeSno uciniti kurativni operacijski zahvat, a njih je, nazalost, samo
oko 20%, medijan preZivijenja je 12-19 mjeseci, od kojih oko 15-20% prezivi 5 godina od

postavljanja dijagnoze (1).

Karcinom gusterace je Cetvrti uzrok smrti uzrokovane karcinomima iza karcinoma
plu¢a, kolorektalnog karcinoma i karcinoma prostate kod muskaraca i peti kod zena iza
karcinoma dojke, karcinoma kolorektuma, karcinoma pluc¢a te karcinoma jajnika i maternice.

Incidencija karcinoma gusterace je viS8a u muskaraca nego u zena s omjerom 2:1 ali je



primjeceno da je udio Zena u porastu. U starijoj populaciji incidencija karcinoma gusterace je

vecéa tako da u sedmom i osmom desetlje¢u prelazi 40/100.000.

Jednogodidnje preZivijenje bolesnika s karcinomom gusterace je 24% dok je
petogodiSnje prezivljenje manje od 4%. Karcinom gusterace je u 60% smjesten u glavi
gusterace, a u 40% u tijelu i repu. Karcinom smjesten u glavi gusterace u 20% slu€ajeva je
resektabilan i tada je petogodiSnje preZivljenje oko 20%. Manje od 5% karcinoma smjestenih

u tijelu i repu gusterace je resektabilno.

Najbolji prediktori duzeg preZivljenja nakon kirurS8kog zahvata su promjer tumora
manji od 3 cm, negativni resekcijski rubovi, bez zahvacéanja lokalnih limfnih ¢vorova i
diploidna DNA u tumoru. Zbog navedenog potrebno je Sto ranije postavljanje dijagnoze

karcinoma gusterace (1).



1.2. Dijagnostika karcinoma gusterace

1.2.1. Klini¢ka slika

U ranoj fazi bolesti bolest je naj¢esée asimptomaticna ili su simptomi nespecifi¢ni kao
Sto su bol u trbuhu i gubitak tjelesne tezine. S razvojem bolesti moze se pojaviti opstrukcijska
Zutica te znakovi uznapredovale bolesti kao $to su palpabilni Zuéni mjehur (Courvoiserov

znak), lokalizirana napetost trbusne stijenke, povecana jetra i tromboflebitis.

1.2.2. Laboratorijski nalazi

Laboratorijski nalazi u ranoj fazi bolesti najée$¢e su normailni ili potpuno nespecifi¢ni.
S razvojem bolesti dolazi do opstrukcije Zu¢nih vodova te se tada mogu detektirati poviSeni

markeri kolestaze, amilaze su obiéno normalne ili blago povisene.

1.2.2.1. Tumorski marker CA 19-9

PoviSene vrijednosti najéeSce upotrebljavanog tumorskog markera CA 19-9 rijetko se
nalaze u lokaliziranoj bolesti $to ovaj tumorski marker €ini lo§im za probir i ranu dijagnostiku
tumora gusterace. Visoke vrijednosti su prisutne u uznapredovalim stadijima bolesti. S druge
strane povidene vrijednosti ovog markera nalaze se i kod kroni¢nog pankreatitisa, ciroze jetre

i kolangitisa.



1.2.3. Slikovne metode analize

Napredak tehnologija omogudio je razvitak sve boljih metoda slikovne analize
gusteraCe (videslojni kontrastni CT, magnetna rezonancija, endoskopski ultrazvuk) koje
omogucuju detekciju sve manijih promjena na gusteradi. Medutim, unato€ napretku slikovnih
metoda analize, razlikovanje benignih i malignih tumora gusterace na temelju analize slike
ostaje vrlo tesko ili nemoguce, zbog Cega je potrebna tkivna dijagnoza kako bi se razlikovalo
ta dva tipa lezija i kako bi se dalje usmjerio dijagnosticki i terapijski postupak za takve

bolesnike.



1.2.4. Endoskopski ultrazvuk (EUZ)

Endoskopski ultrazvuk (EUZ) je metoda koja predstavlja kombinaciju dviju metoda,
endoskopije i ultrazvuka. Endoskopski ultrazvuk se sastoji od ultrazvuénog aparata, stupa za
videoendoskopiju i ehoendoskopa. Ehoendoskop je najspecifiCniji dio jer na svojem vrhu ima
ultrazvuénu sondu. Pregled se izvodi tako da se pod vizualnom kontrolom endoskopa
ultrazvu€na sonda dovodi u neposrednu blizinu ciljane lezije u probavnoj cijevi ili u okolini

nje.

1.2.4.1. Povijesni osvrt na EUZ

Prije otprilike 25 godina endoskopski ultrazvuk uveden je u klini¢ku praksu zbog bolje
vizualizacije gusterace. Do tada je guSteraca bila teSko dostupna analizi zbog svog
anatomskog smjestaja koji ju je Cinio izrazito nedostupnom do tada postojeé¢im slikovnim
metodama (2). Razvoj EUZ-a je po€eo 70-tih godina proslog stoljeca, a prvi su se radovi
pojavili u literaturi u 80-tim godinama proslog stolje¢a (2,3,4). U pocetku su ciljni organi bili
jednjak i rektum zbog blizine prirodnih otvora, ali se kasnije proSirila upotreba i na distalnije
organe. lako endoskopska kontrola nije neophodna za rektum i jednjak, analiza udaljenijih
organa bila bi nemoguca bez endoskopske kontrole. | danas se papila Vateri i gusteraca
smatraju najtezima za analizu, zbog vrlo kompleksne anatomije i €injenice da slikovni
presjeci znacajno variraju tijekom pregleda. Medutim, zbog vrlo male udaljenosti od ciljnog
organa mogu su se Koristiti visoke ultrazvuéne frekvencije koje mogu davati vrlo visoku

rezoluciju, ¢ak do desetinke milimetra, koje ovu slikovnu metodu ¢ine vrlo preciznom (2,3,4).

U to vrijeme pretraga koja je bila relativno dostupna, transabdomonalni UZV nije bio u
mogucnosti vizualizirati cijeli organ zbog prisutnosti zraka u crijevima, a tadasnji CT uredaji

su bili jasno inferiorni endoskopskom ultrazvuku u detekciji pankreati¢nih tumora (2,3,4).



Tijekom vremena tehnologija endoskopskog ultrazvuka je evoluirala, uz inicijalnu
radijalnu mehani¢ku sondu pojavila se i konveksna elektroni¢na sonda koja je dodatno
proSirivala dijagnosti¢ke moguénosti ove metode s moguénosti Doppler analize, power
Doppler analize, a kasnije su dosle kontrastom pojaCana endosonografija i endosonografska
elastografija (5,6,7,8). Endoskopski ultrazvuk (EUZ) je metoda kojom se iz velike blizine
moze otkriti i analizirati promjena na gusteradi, a takoder omogucuje uzimanje materijala iz
sumnjivih lezija guSterace tankom iglom u realnom vremenu pod kontrolom ultrazvuka

(9,10,11,12,13).

1.2.4.2. Tehnicki osvrt na endoskopske aparate za EUZ

Trenutno na trziStu postoji nekoliko tipova endoskopskih aparata za EUZ. Kod svih se
na zavrSetku endoskopa nalazi ultrazvuéna sonda koja ovisno o tipu aparata moze biti tzv.

radijalna ili linearna (konveksna).

1.2.4.3. Radijalna sonda za EUZ

Radijalna sonda na zavrSetku endoskopu daje prikaz struktura okomito na liniju
endoskopa u opsegu od 360° Sto omogucuje laksi prikaz okolnih struktura. Danas postoje
dva tipa radijalne sonde, mehanicka i novija elektronska radijalna koja omoguéuje i

Dopplersku analizu struktura.



Slika 1. Radijalna sonda (Olympus GF UM-160)
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Slika 2. Endosonografska slika dobivena radijalnom sondom (Olympus GF UM-160 sa

procesorom Olympus EU-M30)



1.2.4.4. Linearna sonda za EUZ

Kod linearne, konveksne, sonde prikaz struktura je uzduzan sa linijjom endoskopa, a
opseg prikazanih struktura varira od 90° do 120° ovisno o tipu aparata. Linearna sonda
primarno je razvijena za izvodenije ciljanih biopsija tankom iglom. Pozicija ultrazvuéne slike
kod linearne sonde omogucava ciljanu punkciju pod ultrazvuénom kontrolom, dok obojeni
Doppler omogucéava analizu vaskularnih struktura, a time i lak§e pozicioniranje aparata za
cilianu punkciju ali i identifikaciju abnormalnog protoka ili vaskularnu invaziju tumora.
Igla za ciljanu biopsiju moze biti 22 gaugea ili 19 gaugea, a uvodi se u radni kanal
instrumenta i tako dovodi u polje pokriveno ultrazvuénim snopom gdje se moze precizno

ciljati trazena lezija.

Slika 3. Linearna sonda (Olympus GF UCT140-AL5).



Slika 4. Endosonografska slika dobivena linearnom sondom na ultrazvuénom aparatu Aloka

a-5 (Olympus GF UCT140-AL5).

Slika 5. Igla za tankoiglenu aspiracijsku biopsiju (Olympus EZ Shot)



1.2.4.5. Minijaturna ultrazvuéna sonda

Takoder postoji i minijaturna ultrazvuéna sonda koja se provlaci kroz radni kanal
endoskopa, a posebno je dizajnirana za analizu onih struktura do kojih klasi¢an endoskop ne
moze doprijeti. To su u prvom redu strikture, ali se takoder koristi i za intraduktalnu analizu
zucnih vodova ili gusterace (IDUS, eng. Intraductal ultrasound). U tom se slu€aju sonda

uvodi transpapilarno (14).

b)

Slika 6. Minijaturna ultrazvu€na sonda izvu¢ena kroz radni kanal endoskopa sa ispuhanim

(a) i napuhanim balonom (b).
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1.2.4.6. Ultrazvucéni procesor za EUZ
Osim endoskopske ultrazvuéne sonde za EUZ je potreban i ultrazvuéni procesor koji
moze biti posebno napravljen za EUZ ili se radi o ultrazvuénom aparatu koji je kompatibilan

sa endoskopskom ultrazvuénom sondom.

1.2.4.7. Tehnika izvodenja EUZ-a

Tehnika izvodenja EUZ-a nije bitno razli€ita od tehnike izvodenja ERCP-a. Ovdje
treba posebno naglasiti da je potrebna posebna paznja kod uvodenja aparata jer su aparati
nedto vecdeg promjera od klasi¢nog endoskopa, ali i od duodenoskopa te da zbog pozicije
ultrazvuéne sonde na samom vrhu imaiju rigidan vrh. Dimenzije variraju zavisno o
proizvodacu i tipu endoskopa (linearni ili radijalni), a promjer moZe iznositi do 13.2 mm
promijer, a rigidni dio vrha 4.2 cm (Olympus, GF-UM20). Aparat se uvodi djelomi¢no ,na
slijepo” te poseban problem predstavljaju bolesnici sa otezanim gutanjem, Zenkerovim
divertiklom i stenozama jednjaka. Pregled najéesc¢e pocinje u distalnom dvanaesniku. Ovisno
o tehnici, kontakt sa tkivom se moze postic¢i ustrcavanjem oko 200 ml vode kroz radni kanal
ili pomoc¢u vodom punjenog balona oko ultrazvuéne sonde. Ukoliko je potrebno u€initi
biopsiju tankom iglom u dvanaesniku moramo biti posebno oprezni u manevrima sa
instrumentom kada je igla namjeStena u endoskopu, a svakako izbjegavati kretnje aparatom
naprijed koje vrlo lako mogu dovesti do perforacije. Za pregled u Zelucu potrebno je kroz

radni kanal ustrcati 200-400 ml vode.

1.2.4.8. Medikacija i monitoring kod izvodenja EUZ-a

Jednako kao i kod ERCP-a zahvat se izvodi u analgosedaciji, a koriste se iste
kombinacije sedativa i analgetika (midazolam ili diazepam + fentanyl ili meperidin). Zahvat se
takoder moze izvesti i u opcoj anesteziji ukoliko za to postoji indikacija. Buscopan ili

glukagon se mogu dati intravenski za smanjenje peristaltike. Tijekom pregleda monitorira se

11



krvni tlak, puls, EKG i oksigenacija. Poseban oprez predstavlja moguénost aspiracije

regurgitirane ustrcane vode.

1.2.4.9. Endoskopskim ultrazvukom vodena tankoiglena aspiracijska biopsija (eng.

fine needle aspiration - FNA)

Endoskopskim ultrazvukom vodena tankoiglena biopsija (EUZ-FNA) je metoda kojom
je omoguéeno uzimanje materijala iz sumnjivih lezija tankom iglom pod kontrolom
endoskopskog ultrazvuka u realnom vremenu. Na taj nacin moguce je u€inkovito i sigurno
dobiti materijal za citoloSku dijagnozu kod suspektnih lezija gusterace. CitoloSka punkcija
pod kontrolom EUZ-a ima osjetljivost 80 do 98% u dijagnosticiranju maligniteta
(5,15,16,17,18), medutim osjetljivost pada na oko 54% ukoliko se uz suspektnu leziju nalazi i
kroni¢ni pankreatitis (16). Najvec¢a prednost EUZ-FNA je §to se na minimalno invazivan nagin
moze dobiti tkivo za analizu. Time EUZ-FNA omogucuje dobivanje tkivne dijagnoze, ali
takoder i uzimanje uzorka za biokemijsku ili mikrobioloSku analizu, te uzimanje uzorka za
dodatne analize kao $to su proto€na citometrija za imunofenotipizaciju ili molekularne analize

(PCR, FISH).

12



1.2.4.10. Indikacije za EUZ — FNA

Indikacije za tankoiglenu biopsiju pod kontrolom EUZ-a su uzimanje uzoraka iz

sumnjivih lezija iz stijenke probavne cijevi i lezija koje ju okruzuju (15,20,21).

1.2.4.11. Kontraindikacije za EUZ - FNA

Kontraindikacije za tankoiglenu biopsiju pod kontrolom endoskopskog ultrazvuka se

dijele na apsolutne i relativne.

Apsolutne su koagulopatija gdje je INR veci od 1.5, trombocitopenija s brojem
trombocita manjim od 50.000, te prisutnost struktura na putu igle do lezije koje onemogucuju

izvodenje punkcije.

Novootkriveni i nedovoljno dijagnosticirani karcinom, promijenjena anatomija koja
onemogucuje pristup na leziju i blaga koagulopatija ili trombocitopenija su relativne

kontraindikacije.

1.2.4.12. Komplikacije endoskopskog ultrazvuka i tankoiglene biopsije

Endoskopski ultrazvuk je vrijedna metoda za analizu lezija i uzimanje materijala iz
promatrane lezije, no kao i svaka metoda ima svoje komplikacije. Medutim komplikacije su

rijetke, javljaju se u 0.3% do 2.2%, i blagog su intenziteta.

NajceSc¢e se radi o: hiperamilazemiji, pankreatitisu, bolovima, retroperitonealnom

krvarenju, krvarenju u cistu i infekciji.

Komplikacije su uglavnom vezane uz FNA procedure i naj¢eScée se pojavljuju ukoliko

se endoskopska retrogradna kolangiopankreatografija radi neposredno iza EUZ-a (22,23).
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1.2.4.13. Mogucnosti i ograni€enja EUZ — FNA

Ukoliko se uzme uzorak tkiva iz sumnjive lezije EUZ-FNA mozZe omoguciti dobivanje
tkivne citoloSke dijagnoze i time usmijeriti daljnji tretman s bolesnikom. Osim uzimanja
uzoraka za citomorfoloSku analizu, EUZ-FNA-om mozZe se dobiti materijal za
imunocitokemijske analize. Proto€nom citometrijom moze se odrediti imunofenotip limfati€nih
stanica u uzorku, te se mogu raditi i molekularne analize kao $to su FISH i PCR. Prikazano

na slici 7.

Benigno

NHL_CD20 poz

Atipija

il -I" i
i
wlae"
e

m Dobro dif. Ca

N BEEERSER
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LA

NET_MGG
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Slika 7. Slikoviti prikaz mogucih citoloskih nalaza iz hipoehogene lezije gusSterace
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Glavna ograni¢enja ove metode su atipi¢ne i suspektne stanice. Naime, ovakve
stanice ostavljaju pitanja o emu se zapravo radi i $to dalje s takvim bolesnikom. U nacelu
takav nalaz nije nikakav napredak u odnosu na ono sto smo imali ranije, odnosno na
slikovnim metodama uoenu promjenu sumnjivu na malignitet. Znaci bolesnik je podvrgnut

novom zahvatu, od kojega nismo imali nikakvu korist.

Nadalje, vrlo je bitno znati da takav nalaz najéeSc¢e nastaje iz loSeg uzorka, odnosno
iz uzorka u kojem je bilo malo dijagnostickih stanica, naravno nitko ne moze postaviti

dijagnozu bez stanica, tako da takav nalaz zapravo i ne ¢udi.

NajCes¢i razlozi dobivanja loSeg uzorka su: uzimanje materijala s krivog mjesta,
nekroza tkiva u analiziranoj leziji, jaka fibroza u leziji, obilje krvi u materijalu te kontaminacija

uzorka sa stanicama stijenke probavne cijevi.

Prisutnost citologa povecava iskoristivost ove pretrage. Citolog koji je prisutan tijekom
izvodenja ove pretrage treba biti informiran o kliniCkom stanju bolesnika, laboratorijskim
nalazima te nalazima slikovnih metoda. Citolog mozZe u endoskopskoj dvorani brzim
bojanjem pregledati uzorak i procijeniti adekvatnost materijala i ponekad dati preliminarnu

dijagnozu (24,25).

Kada se to sve uzme u obzir, mozemo reci da osjetljivost ove metoda ovisi o: veliini
lezije, tipu lezije (da li je cisti¢na ili solidna), broju prolaza iglom kroz leziju, prisutnosti
citologa za vrijeme izvodenja pretrage, te iskustvu endoskopi€ara i citologa. Na slici 7.

prikazano je sto je sve potrebno za kvalitetnu citoloSku dijagnozu.

Bitno je naglasiti da citoloSka tkivna dijagnoza rijeSava problem diferencijalne
dijagnoze s pozitivnom prediktivnom vrijedno$¢u blizu 100%. Osjetljivost ove metode je

izmedu 80-90%, a ponavljanje procedure kod neodredenih i negativnih nalaza povecava

15



osjetljivost (26,27). Igla za uzimanje biopsije po endoskopskim ultrazvukom (eng. true cut
needle) omogucuje dobivanje vece koli¢ine materijala za analizu, prakti¢éno mali histolo3ki
cilindar, ali nema prednosti pred klasichom FNA iglom od 22 gaugea, dok su komplikacije

ceSce (28).

Slika 8. Prikazuje $to je sve potrebno za kvalitetnu citoloSku dijagnozu: a) igla za EUZ —
FNA, b) linearni ehoendoskop, c) igla pozicionirana u zZeljenoj leziji u vidnom polju

ultrazvucéne slike, d) obilan materijal na citoloSkom razmazu (obojeno MGG).
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1.2.4.14. Negativnosti EUZ — FNA

Tankoiglena aspiracijska biopsija vodena endoskopskim ultrazvukom je vrijedna i
korisna dijagnosti¢ka metoda, medutim ima neke negativnosti. Prvenstveno se mora naglasiti
da negativan citoloSki nalaz ne moze iskljuciti malignitet u leziji (21,29,30). Kako je i ranije
naglaseno citologija ima visoku pozitivhu prediktivnu vrijednost, dok negativne rezultate treba

uzeti s rezervom te se u tim slu¢ajevima preporu¢a ponavljanje procedure (26,27,30).

Takoder se u negativnosti ubrajaju neodredeni, suspektni i atipi¢ni nalazi kojih ovisno
o studijama ima od 7.8% do 10.9% (23,30,31). Takvi nalazi ne rijeSavaju problem
diferencijalne dijagnoze i produbljuju dubiozu trazenja kona¢ne dijagnoze i ispravnog

tretmana bolesnika. U takvim bi slu€ajevima procedura trebala biti ponovljena (26,27,30).

Kako se radi o evaluaciji promjena za koje postoji sumnja da su maligne uvijek postoji
rizik rasapa tumorskih stanica. Medutim, tankoiglena aspiracijska biopsija pod kontrolom
endoskopskog ultrazvuka pokazala se kao sigurna metoda za uzimanje materijala iz takvih
lezija. Do sada je u literaturi opisan samo jedan slucaj rasapa tumorskih stanica i to Paquin i

suradnici 2005. godine (32).

Najces¢i maligni tumor gusterace je adenokarcinom duktalnih stanica koji €ini oko
90% svih karcinoma gusterace. Duktalni adenokarcinom je ujedno maligna neoplazma
gusteraCe s najloSijom prognozom. Mnogo bolju prognozu od adenokarcinoma imaju
neuroendokrine i cisticne novotvorine gusterace, mucinozni cistadenokarcinom i
intraduktalne papilarne mucinozne neoplazme (IPMN). Zbog moguéeg utjecaja na postupak

s bolesnikom postaje vazno njihovo preoperativno razlikovanje.

Vazno je napomenuti da kvalitetan i dovoljno obilan uzorak tkiva koji omoguc¢ava
morfolo$ku analizu, ali i dodatne metode analize pomazu citologu u postavljanju to¢ne
citoloSke dijagnoze, dok je l0S uzorak tkiva najéeséi uzrok nemoguénosti postavljanja to¢ne

dijagnoze.
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1.3. ProSirenost tumora gusterace — TNM klasifikacija

Primarni tumor (T)
e TX: Primarni tumor se ne moze procijeniti
e TO: Ne nalazi se primarni tumor
o Tis: Karcinom in situ
e T1: Tumor ograni¢en na gusteracu do 2 cm
e T2: Tumor ograni¢en na gusteracu veéi 2 cm
e T3: Tumor se Siri u neki od slijedeéih organa: duodenum, Zucni vodovi, ili
peripankreati¢no tkivo

e T4: Tumor se Siri u neki od slijede€ih organa: Zeludac, jetra, kolon ili velike krvne Zile

Zahvacenost limfnih ¢vorova (N)
¢ NX: Regionalni limfni Evorovi se ne mogu procjeniti
¢ NO: Regionalni limfni &vorovi nisu zahvaceni

¢ N1: Regionalni limfni €vorovi su zahvaceni

Udaljene metastaze (M)

o MX: Prisutnost udaljenih metastaza se ne moze procjeniti
¢ MO: Bez udaljenih metastaza

e M?1: Udaljene metastaze
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1.3.1.

Petogodisnje preziviljenje i stadiji karcinoma gusterace

e Stadij 1A (T1, NO, MO) > 20-30%.
e Stadij 1B (T2, NO, MO) > 20-30%.
e Stadij2A (T3, NO,M0) > 10-25%.

e Stadij2B (T1,T2, T3, N1, MO) = 10-15%.

e Stadij3 (T4, sviN, M) > 0-5%.

Stadij4  (sviT,sviN, M1) > 0%.
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1.4. Karcinogeneza karcinoma gusterace

Tocna etiopatogeneza karcinoma gusterace nije poznata, ali se pojava karcinoma

gusteraCe najceSce povezuje sa pusenjem, konzumacijom alkohola, debljinom centralnog

tipa, Se¢ernom bolesti i kroni€nim pankreatitisom (osobito hereditarnim). Oko 5-10%

karcinoma gusterace imaju neku genetsku predispoziciju (34). Uz ranije spomenuti

hereditarni pankreatitis, to su multipla endokrina neoplazija (MEN), nasljedni nepolipozni

karcinom debelog crijeva (HNPCC), sindrom obiteljske adenomatozne polipoze (FAP),

Gardnerov sindrom, sindrom obiteljske atipicne mole i melanoma (FAMM), sindrom von

Hippel-Lindau (VHL) te mutacije BRCA1 i BRCA2 gena kao stanja uz koja se povezuje ¢eS¢a

pojavnost karcinoma gusterace (34). Sindromi i genske mutacije koje se s njima povezuju te

rizik pojave karcinoma gusteraCe prikazani su u tablici 1. (preuzeto iz Ghaneh i sur. (1)).

Tablica 1. Sindromi nasljednih malignih bolesti povezanih sa karcinomom gusterace

Syndrome

GGene mutation

Pancreatic cancer lifetime risk

Familial pancreatic cancer™

Family X™

FAMMM-pancreatic cancer variant
Familial breast and ovarian cancer syndromes’
Fanconi anaemig"™'

Peutz-Jeghers syndrome™

Hereditary pancreatitis”™

von Hippa-Lindau disease™

Ataxia telangiectasia™

Li-Fraumeni syndrome"*

Cystic fibrosis™

FAP™ ™

HNPCL™

108

BRCAZ i up to 20%

Palladin

TP16

BRCAT and BRCA2

FANCA, B, C, D1 {BRCAZ), D2, E, F, G
STK11/LKB1

PRSS1 in up to B0%

VHL

ATM

TR53

CFTR

APC

MLH1, MSHZ MSHE, PMS1, PMS2

Vanable dependent on pedigres-up to 50%
Family X affected subjects camy the P2395 variant
17% (p16 Leiden mutation)

Pedigree dependent

1 ~5% (patients =50 years may camy genes|
36%

35%

1 ~5% [neuroendocring tumowrs are frequent)

1 ~ unusugl (breast cancer is most comman)
~5%

1 ~5% (increased risk of digestive track cancers)
1

1 ~5%

FAMMM, familial & ypical multiple mole melanoma

: FAP, familial adenomatous polyposts; HNPCC, hereditary non-polyposis colon cancer,
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Do sada je poznato da u 80-95% karcinoma gusterace postoji mutacija KRAS2 gena,
a 85-98% imaju mutacije, delecije ili hipermetilacije CDKN2 gena. Nadalje, u oko 50% su
prisutne mutacije p53 te oko 55% ima homozigotnu deleciju ili mutaciju SMAD4 (35,36,37).

Takoder je poznato da neke od ovih mutacija postoje i u stanjima koja se smatraju
visokoriziénim za karcinom gusterace kao npr. kroni¢ni pankreatitis, kod kojega se u oko

30% slucajeva moze naci mutacija p16 te u oko 10% K-ras mutacije (35,36,37).

Prema dosadasnjim spoznajama u literaturi, inicijalna alteracija je povezana s
mutacijom gena KRAS2 i skracenjem telomere, nakon ¢ega se dogada inaktivacija

p16/CDKN2A.

Zavrsni dogadaj je inaktivacija TP53 i SMAD4/DPC4. Ove mutacije koreliraju s
pojacanim razvojem displazije i posljedicno s razvojem duktalnog karcinoma egzokrinog

dijela gusterace (slika 1., preuzeto iz Ghaneh i sur.).

Uz to su intenzivno proucavani ¢imbenici rasta, posebice EGFR (epidermal growth
factor receptor) obitelj s njezina Cetiri homologna transmembranska proteina (HER1-HER4),

TGF (transforming growth factor — 3) i FGF (fibroblast growth factor) te njihovi receptori.
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Slika 9. Prikaz razvoja duktalnog karcinoma egzokrinog dijela gusterace

Usprkos svemu navedenom, specificna mutacija povezana samo s duktalnim
adenokarcinomom gusterale, a niti s ostalim malignim tumorima gusterae do danas nije

pronadena, odnosno specificni marker duktalnog adenokarcinoma gusterace do sada nije

pronaden.

I
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1.5. IMP3 (eng. insulin-like growth factor-ll mMRNA binding protein 3)

IMP3 (eng. insulin-like growth factor-Il mMRNA binding protein 3) je onkofetalni RNA-
vezuci protein koji se veze i regulira transkripciju IGF-1l (eng. insuline-like growth factor-II) te
je uklju€en u posttranskripcijsku regulaciju stani¢ne proliferacije tijekom embriogeneze. IMP3
gen je lociran na 7p kromosomu. Protein IMP3 nije izrazen u benignom zrelom tkivu dok je
prisutan u duktalnom adenokarcinomu gusterace te jo§ nekim karcinomima. Njegova
izrazenost u nekim malignim tumorima potencijalno ga ¢ini dobrim dijagnosti¢kim sredstvom,

dok u buduénosti mozda postane i potencijalna meta za ciljanu terapiju karcinoma (38).

Prema nekim istrazivanjima izrazenost IMP3 u nekim karcinomima povezana je s
loSijom prognozom bolesnika, kao $to su karcinom bubrega (39,40), karcinom ovarija (41) te
karcinom kolona (42). Cak se u nekim istrazivanjima objavljenim u literaturi njegova ponovna

izraZenost dovodi u vezu sa etiopatogenezom nekih malignih epitelnih tumora (43).

UcCestalost izrazenosti na preoperativno dobivenim citoloskim razmazima, pouzdanost
razlikovanja benignih od malignih stanica, eventualna razlika u izrazenosti ovisno o
prisutnosti metastaza te mozebitno dijagnosti¢ko i prognosti¢ko znacenje izrazenosti ovog

proteina u solidnim tumorima gusterace nije jos istrazeno.
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2. HIPOTEZA | CILJEVI RADA

2.1. Hipoteza

Hipoteza ovog istraZivanja je da IMP3 nece biti izrazen u benignim lezijama, a da ¢e
izrazenost biti ja¢a kod metastatskih karcinoma gustera¢e nego kod karcinoma ograni¢enog

samo na gusterau u materijalu dobivenom tankoiglenom aspiracijom pod kontrolom EUZ-a.
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2.2, Ciljevi istrazivanja

2.2.1. Primarni ciljevi ovog istrazivanja su:

(1) utvrditi izrazenost IMP3 u bolesnika sa solidnim lezijama gusterace na citoloSkim
razmazima napravljenim u svrhu rutinske preoperativne dijagnostike dobivenim

citoloSkom punkcijom pod kontrolom endoskopskog ultrazvuka;

(2) usporediti izraZzenost IMP3 kod bolesnika s tumorima ograni¢enim na gusteracu

s izrazenosti kod bolesnika s metastatskom boleScéu;

2.2.2. Sekundarni cilj ovog istrazivanja:

(1) ispitati iskoristivost izrazenosti IMP3 u preoperacijskoj dijagnostici karcinoma

gusterace.
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3. ISPITANICI | METODE ISTRAZIVANJA

3.1. Ispitanici

IstraZivanje je provedeno retrospektivhom analizom prospektivno formirane baze
citoloskih materijala dobivenih tankoiglenom aspiracijskom punkcijom pod kontrolom
endoskopskog ultrazvuka u bolesnika kod kojih je uobi¢ajenom dijagnostickom obradom
utvrdena solidna promjena na gusterac¢i sumnjiva na karcinom te su u svrhu rutinske daljnje
dijagnostike podvrgnuti endoskopskom ultrazvuku s uzimanjem materijala tankoiglenom
aspiracijskom punkcijom na Zavodu za gastroenterologiju Klini¢ke bolnice Dubrava u periodu

od 15. kolovoza 2008. godine do 20. prosinca 2010. godine.

U istrazivanje je uklju¢eno 75 bolesnika sa suspektnom solidnom lezijom gusterace
kod kojih je postojala potrebna medicinska dokumentacija te je bilo neobojenih arhiviranih

stakala za dodatna bojenja potrebna za ovo istraZivanje.

Bolesnici su razvrstani u tri skupine: bolesnici sa metastatskom bolesti, bolesnici s
karcinomom lokaliziranim na gusteracu i bolesnici s benignim lezijama gusteraCe na temelju

ucinjene dijagnosti¢ke obrade.

Dijagnoza je postavljena rutinskom citoloSkom analizom razmaza punktata gusterace
dobivenih tankoiglenom punkcijom solidnih lezija gusterace pod kontrolom endoskopskog

ultrazvuka bojanih metodom po May-Grunwald Giemsi.

Kao definitivha potvrda dijagnoze malignog, odnosno benignog nalaza uzeta je
potvrda histoloSkim nalazom nakon kirur§kog zahvata ili klini¢ko pracenje bolesnika. U
istraZivanje nisu uklju€eni bolesnici kod kojih nije postojala dostatna medicinska

dokumentacija.
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U skupinu bolesnika s karcinomom lokaliziranim na gusteracu uklju€eni su svi
bolesnici s karcinomom gusterace stupnja proSirenosti T1-T3, NO, MO po TNM Kklasifikaciji,
odnosno stadij IA, IB i IIA po AJCC Klasifikaciji, koji su zadovoljavali kriterije za kurativnu

resekciju.

U skupinu s metastatskim karcinomom gusterace ukljucili smo bolesnike s M1 bez
obzira na T i N status. Medutim, u ovu smo skupinu pribrojili i bolesnike s lokalno
uznapredovalom bolesti koje se nije mogla kurativno resecirati, T1-T4, N1, MO koji u trenutku
postavljanja dijagnoze nisu imali udaljene metastaze, ali kod njih nije bilo moguce uginiti

resekciju tumora do u zdravo.

U skupinu bolesnika s benignim lezijama gusterace uvrstili smo bolesnike kod kojih
smo u viSe navrata citoloski dobili benigan nalaz, te je pracenjem od najmanje 6 mjeseci

potvrdena benigna priroda bolesti odnosno kroniéni pankreatitis.
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3.2. Metode

3.2.1. Endoskopski ultrazvuk

Bolesnici kojima je tijekom uobiCajene dijagnosti¢ke obrade postavljena sumnja na
promjenu na gusteraci nakon informiranog pristanka podvrgnuti su EUZ-u sa tankoiglenom
aspiracijskom punkcijom (eng. fine needle aspiration — FNA). EUZ je u€injen na lijevom boku
uz sedaciju sa midazolamom i meperidinom, standardnim radijalnim ehoendoskopom
(Olympus GF-UM160, kompatibilnim sa EU-M30 procesorom marke Olympus), nakon ¢ega
je EUZ-FNA ucinjena sa linearnim ehoendoskopom (Olympus GF UCT140-AL5). U nekih
bolesnika je inicijalni pregled ucinjen linearnom sondom (Olympus GF UCT140-AL5) bez

prethodnog pregleda radijalnom sondom te je u€injena FNA. (slike 10.i11.).

Slika 10. — EUS linearna sonda: hipoehogena solidna lezija u glavi gusterace.
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Slika 11. — EUZ linearna sonda: dva suspektna limfna ¢vora koji se nalaze uz trup gusterace

3.2.2. Tankoiglena punkcija pod kontrolom endoskopskog ultrazvuka

Sve EUZ-FNA ucinjene su koriStenjem igle od 22-gaugea (Olympus EZ-Shot). Nakon
Sto je EUZ-om detektirana ciljna lezija, a da bi se izbjeglo krvne Zile u putu igle do lezije
koristen je obojeni Doppler. Igla je pod kontrolom ultrazvuka dovedena u ciljanu leziju te se

aspiracijom i pomacima igle naprijed - nazad unutar lezije dobio materijal.

EUZ-FNA procedure su izvodene u prisutnosti citologa koiji je bio informiran o

klinickim, laboratorijskim te slikovnim nalazima bolesnika.
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Slika 12. EUZ linearna sonda — tumorski proces koji zahvaca trunkus celijakus

Slika 13. EUZ linearna sonda — tankoiglena punkcija promjene u podrucju glave gusterace
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Retrospektivnom analizom prospektivno formirane baze citoloSkih materijala proucila
se lokalizacija i izrazenost onkofetalnog IMP3 proteina u bolesnika sa solidnim promjenama

gusterace.

Odredivanje izrazenosti IMP3 radilo se na citoloSkim razmazima dobivenih
tankoiglenom aspiracijskom punkcijom pod kontrolom endoskopskog ultrazvuka uzetim u

svrhu postavljanja dijagnoze u bolesnika sa promjenama na gusteradi. (slike 14.-16.).

Slika 14. CitoloSki razmaz punktata gusterace-benigni duktalni epitel (MGG, 1000x)
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Slika 15. Citoloski razmaz punktata duktalnog adenokarcinoma gusterace — maligne stanice
(MGG, 1000x)

Slika 16. CitoloSki razmaz punktata gusterace-benigne acinarne stanice (MGG, 1000x)
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3.2.3. Imunocitokemijske metode

Kao primarno protutijelo za detekciju cilijnog epitopa koristilo se misje monoklonalno
protutijelo na humani IMP3 (insulin-like growth factor-1l mRNA binding protein 3) (IMP3, klon
69.1, M3626, Dako, Denkmark A/S). Imunocitokemijsko odredivanje proteinske izrazenosti
radilo se imunoenzimatskim bojenjem na svjezim i prethodno nefiksiranim arhiviranim
citoloSkim razmazima punktata lezija guSterace dobivenim punkcijom vodenom EUS-om.
Razmazi su fiksirani u acetonu 3-5 minuta te su nakon toga isprani u TBS puferu.
Demaskiranje epitopa napravljeno je predigestijom u Epitope Retrieval Solution (K5207) u
trajanju od 30 minuta na temperaturi 90-95 °C, nakon &ega je uslijedila inkubacija primarnim
protutijelom na sobnoj temperaturi 60 minuta. Za vizualizaciju antigen-antitijelo reakcije
koristio se DAKO EnVision™ Detection System (HRP Rabbit Mouse, K5007,
DakoCytomation, Denmark A/S) koji se temelji na reakciji s peroksidazom, a prilagoden je
automatskom sustavu bojanja (Dako Autostainer). Reakcije su izvedene uz pozitivne i
negativne kontrole po preporuci proizvodaca.

Razina izraZzenosti proteina procjenila se semikvantitavno vizualizacijom u
svjetlosnom mikroskopu procjenom proSirenosti reakcije. Pozitivnom reakcijom ocijenjen je
svaki citoplazmatski pozitivitet. Analizirana je izraZzenost proteina u tumorskim stanicama kao
i benignhom tkivu gusterale. ProSirenost reakcije ocijenjena je s 0 (0%), 1 (1-10%) , 2 (11-
30%), 3 (31-100%), ovisno o postotku pozitivnih stanica, te su uzorci svrstani u 4 skupine:
O=negativno, 1=slaba, 2=srednja te 3=jaka izraZenost. Materijal je obraden na Odjelu za

patologiju KB Dubrava, a potom su ga analizirali citolog i pristupnik zajedno.
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3.2.4. Eticka nacela istrazivanja

IstraZivanije je u cijelosti bilo izvedeno u skladu s eti¢kim principima Helsinske
deklaracije prihvacene od 18. Svjetske medicinske skupstine, Helsinki, Finska u lipnju 1964.,
te reviziji 49. svjetske zdravstvene skupstine u Edinbourghu listopad 2000., te takoder u
skladu s dokumentima: Narodne novine. Pravilnik o dobroj klinickoj praksi. 30. listopada
1998, Zagreb, Hrvatska. i Kolman J, Meng P, Scott G, eds. Good Clinical Practice. Standard

Opertaing Procedures for Clinical Researchers. John Wiley / Sons Ltd., 1998.

Obzirom da su analizirani bioloSki materijali uzeti u svrhu postavljanja dijagnoze, niti
jedan bolesnik nije bio podvrgnut dodatnim niti po njega neugodnim pretragama u sklopu

ovog istrazivanja.

IstraZzivanjem se nije utjecalo na dijagnosticki i terapijski postupak uobicajen i

prihvacen u postupanju s ovim bolesnicima.

Identitet ispitanika ostao je anoniman.
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3.2.5. Statisticke metode obrade

Ispitivanje je provedeno na bolesnicima koji su podijeljeni u tri ranije navedene

skupine.

Rezultati su prikazani parametrima deskriptivne statistike: kvalitativne varijable
apsolutnim i relativnim frekvencijama, a kvantitativne varijable aritmetiCkom sredinom,

standardnom devijacijom, medijanom te najmanjim i najvecim opazenim vrijednostima.

Izrazenost IMP3 u bolesnika sa solidnim lezijama gusterace na citoloskim razmazima
napravljenim u svrhu rutinske preoperativne dijagnostike dobivenim citoloSkom punkcijom

pod kontrolom endoskopskog ultrazvuka utvrdena je distribucijom frekvencija.

Izrazenost IMP3 kod bolesnika s tumorima ograni€enim na gusteracu s izrazenosti
kod bolesnika s metastatskom boleS¢u s obzirom na dob i veli€inu lezije, a prema

proSirenosti i reakciji usporedena je Kruskal Wallis testom.

Povezanost proSirenosti tumora, reakcije, dobi i veliine lezije gusterale testirana je

Spearmanovom korelacijom.

Izrazenost proteina IMP3 izrazena kao negativna i pozitivha s obzirom na prosirenost

testirana je x2-testom .

Rezultati su tumaceni uz najviSu prihvatljivu razinu zna¢ajnosti P=0,05.
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4. REZULTATI

U ovo istrazivanje uklju¢eno je ukupno 75 uzastopnih bolesnika sa suspekthom
lezijom gusterace koji su u navedenom periodu zadovoljili navedene kriterije. Uklju€eno je 46
(61 %) muskaraca i 29 (39 %) Zzena. Od ukupnog broja bolesnika 12 ih je bilo sa benignim
lezijama gusterace, 17 ih je bilo sa karcinomom gusterace ogranicenim na gusteracu dok ih
je 46 bilo s metastatskom bolesti. U skupini sa metastatskom bolesti bilo je 17 bolesnika sa
lokalno uznapredovalim karcinomom gusteracCe, dok su kod ostalih iz te skupine bile prisutne

udaljene metastaze.

4.1. Dob

Raspon dobi u bolesnika sa solidnim lezijama gusterace bio je od 37 godina do 86
godina. Ispitali smo da li postoji statistiCki zna€ajna razlika u dobi bolesnika sa solidnim
lezijama gusterace na nacin da smo razliku prvo izraCunali za 4 ranije navedene skupine, a
potom spajili skupine bolesnika s lokalno uznapredovalim karcinomom gusterace i

karcinomom s udaljenim metastazama. Utjecaj dobi je prikazan na tablici 2.

Tablica 2. Dob (godine)

Prosirenost N Mean + SD Median Minimum Maximum
0 12 56,67 + 9,96 55 45 76
1 17 68,12 + 11,52 71 45 85
2 17 61,12 * 10,15 63 40 73
3 29 63,72 * 10,79 65 37 86
2+3 46 62,76 + 10,52 65 37 86

0- benigne lezije gusterace

1- karcinom lokaliziran na gusteracu
2- lokalno prosiren karcinom

3- karcinom s udaljenim metastazama
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ProSirenost: 0: 1: 2: 3
Kruskal Wallis X2 = 4,91

P=0,085

ProSirenost: 0: 1: (2+3)
Kruskal Walllis X2 = 8,06

P=0,018

Ako usporedujemo skupine prema proS8irenost sa razdvojenom skupine bolesnika s
lokalno uznapredovalom bolesti i metastatskom bolesti tada se te skupine ne razlikuju

statisti¢ki zna€ajno po dobi (Kruskal Wallis X?=4,91; P=0,085).

Ukoliko spojimo skupine bolesnika s lokalno uznapredovalom bolesti i metastatskom
bolesti (proSirenom bolesti), razlike u dobi, s obzirom na prosirenost bolesti su statisticki
znacajne (Kruskal Wallis X? = 8,06; P=0,018).

Ispitanici iz skupine bolesnika sa benignim lezijama gusterace (proSirenost = 0) su
najmladi, slijede oni iz skupine sa prodirenom bolesti (proSirenost 2+3), a najstariji su

bolesnici iz skupine bolesnika s karcinomom ograni¢enim na gusteracu (prosirenost 1).
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4.2. Veli¢ina lezije gusterace
Usporedili smo veli€inu primarne lezije gusteraCe s proSirenosti bolesti. Rezultati su

prikazani na tablici 3.

Tablica 3. Veli¢ina lezije gusterate (mm) s obzirom na prosirenost bolesti
ProSirenost N Mean + SD Median Minimum Maximum
0 12 17,5 * 6,19 17 11 32
1 17 27,82 * 9,46 26 16 50
2 17 38,53 * 10,65 40 16 58
3 29 42,93 * 12,4 42 21 70
2+3 46 41,3 * 11,85 40 16 70

0- benigne lezije gusterace

1- karcinom lokaliziran na gusteracu
2- lokalno prosiren karcinom

3- karcinom s udaljenim metastazama

Kruskal Wallis X2 =29,10

P<0,001

Razlike su statisti¢ki znacajne po veliCini lezije gusterace (Kruskal Wallis X2=29,10;
P<0,001) na nacgin da benigne lezije (proSirenost = 0) imaju prosjeénu veli€inu 17,50 mm,
tumori lokalizirani na gusteracu (proSirenost =1) imaju prosje€nu veli€inu 27,82 mm, lokalno
uznapredovali karcinom (prosSirenost 2) ima prosje¢nu veli€inu 39,53 mm, a metastatski
karcinom (proSirenost 3) ima prosje€nu veli€inu 42,93 mm, odnosno sa proSirenoséu se
povecava i veli€ina.

Ukoliko se spoje skupine 2 i 3, skupine 0, 1 i (2+3) se razlikuju statisti¢ki znacajno
prema veli€ini (tumora); §to je proSirenost viSa to je i veli€ina lezije gusterace veca (Kruskal

Wallis X? =34,41; P<0,001).
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4.3. lzrazenost proteina IPM3

Razina izrazenosti proteina IMP3 procijenjena ovisno o postotku pozitivnih stanica u
odnosu na prosirenost bolesti (tablica 4.) te semikvantitativnho gdje je razina izraZzenosti
ocijenjena s 0 (0%), 1 (1-10%) , 2 (11-30%), 3 (31-100%), ovisno o postotku pozitivnih
stanica i podijeljena u tri skupine: O=negativno, 1=slaba, 2=srednja te 3=jaka izraZzenost

(Slike 17-21). Statisti¢ki izracuni prikazani su u tablicama 5.-7.

Slika 17. Izrazaj IMP3 u citoloSkom razmazu punktata karcinoma gusterace-maligne stanice
negativne (IMP3, EnVision™/HRP, 1000x)
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Slika 18. Izrazaj IMP3 u citoloSkom razmazu punktata karcinoma gusterace-maligne
stanice pozitivne, benigne stanice duktalnog epitela negativne (IMP3, EnVision™/HRP, 400x)

Slika 19. Izrazaj IMP3 u citoloS8kom razmazu punktata karcinoma gusterace-dio malignih
stanica pozitivan, (IMP3, EnVision™/HRP, 400x)
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Slika 20. Izrazaj IMP3 u citoloSkom razmazu punktata karcinoma gusterace-sve maligne
stanice pozitivne, (IMP3, EnVision™/HRP, 400x)

Slika 21. Izrazaj IMP3 u citoloSkom razmazu punktata gusteraCe-benigne acinarne stanice,
sve negativne (IMP3, EnVision™/HRP, 400x)
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Tablica 4. IzraZenost proteina IMP3 procijenjena ovisno o postotku pozitivnih stanica

ProSirenost N Mean + SD Median Minimum Maximum
0 12 0 * 0 0 0 0

1 17 27,88 + 25,13 15 5 80

2 17 39,53 * 27,5 40 0 95

3 29 41,59 * 34,65 34 0 95

2+3 46 40,83 + 31,88 37 0 95

0- benigne lezije gusterace

1- karcinom lokaliziran na gusteracu
2- lokalno prosiren karcinom

3- karcinom s udaljenim metastazama

Buduci da kod benignih lezija guSterace (proSirenost = 0) nema izrazenosti proteina
IMP3 testiramo samo razlike u reakciji izmedu skupina 1, 2 i 3, odnosno kod bolesnika s
karcinomom gusterace. U tom slu€aju razlika u reakciji nije statisti¢ki zna¢ajna (Kruskal

Wallis X? = 1,55; P=0,461).

Ukoliko spojimo skupine bolesnika sa proSirenom bolesti (skupina 2 i skupina 3),
takoder testiramo samo razlike u izraZzenosti izmedu skupine 1 i skupine (2+3), odnosno kod
bolesnika s lokaliziranim karcinomom gusterace i proSirenom karcinomskom bolesti, s
obzirom da kod benignih lezija gusteraCe (pro8irenost = 0) nema izrazenosti proteina IMP3.
Niti u tom slu€aju razlika u reakciji nije statisticki znacajna (Mann Whitny U test = 311,

P=0,215).

Razina izrazenosti proteina IMP3 prikazana je semikvantitativho gdje je proSirenost
reakcije ocijenjena s 0 (0%), 1 (1-10%) , 2 (11-30%), 3 (31-100%), ovisno o postotku
pozitivnih stanica i podijeljena u tri skupine: 0=negativno, 1=slaba, 2=srednja te 3=jaka
izrazenost prikazana za prosirenost bolesti bez spajanja skupina sa proSirenom bolesti

prikazana je u tablicama 5a i 5b.
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Tablica 5 a. IzraZenost proteina IMP3 semikvantitativha procjena (apsolutne frekvencije)

Izrazenost proteina IMP3**
0 1 2 3 ukupno
0 12 0 0 0 12
ProSirenost* 1 0 7 4 6 17
2 2 1 4 10 17
3 5 5 4 15 29
ukupno | 19 13 12 31 75

*ProSirenost:

0- benigne lezije gusterace

1- karcinom lokaliziran na gusteracu
2- lokalno prosiren karcinom

3- karcinom s udaljenim metastazama

**|zrazenost proteina IMP3:
0- negativno

1- slaba izraZenost

2- umjerena izrazenost

3- jaka izrazenost

Tablica 5 b. Izrazenost proteina IMP3 semikvantitativha procjena (relativne frekvencije)

Izrazenost proteina IMP3**
0 1 2 3 ukupno
0 16,00 0,00 0,00 0,00 16,00
Prosirenost™ | 4 0,00 | 933 | 533 | 800 | 22,67
2 2,67 1,33 5,33 13,33 22,67
3 6,67 6,67 5,33 20,00 38,67
ukupno | 25,33 17,33 16,00 41,33 | 100,00
*ProSirenost: **Izrazenost priteina IMP3:
0- benigne lezije gusterace 0- negativno

1- slaba izrazenost
2- umjerena izrazenost
3- jaka izrazenost

1- karcinom lokaliziran na gusteracu
2- lokalno proSiren karcinom
3- karcinom s udaljenim metastazama

Ukoliko izrazenost proteina IMP3 prikazemo semikvantitativno, razlika izmedu
izraZenosti proteina IMP3 i proSirenosti je statisti¢ki zna€ajna, odnosno ne postoji
povezanost izmedu izraZenosti IMP3 i proSirenosti bolesti.

Petnaest bolesnika (20%) s jakom izraZzenosti ima metastatsku bolest (proSirenost 3),
a 12 (16%) bolesnika s negativnom reakcijom ima benignu bolest (proSirenost 0) $to

predstavlja najjau povezanost ova dva parametra.
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Izrazenost proteina IMP3 prikazana semikvantitativho gdje je proSirenost reakcije
ocijenjena s 0 (0%), 1 (1-10%) , 2 (11-30%), 3 (31-100%), ovisno o postotku pozitivnih
stanica i podijeljena u tri skupine: 0O=negativno, 1=slaba, 2=srednja te 3=jaka
izrazenost prikazana za proSirenost bolesti sa spajanjem skupina sa proSirenom bolesti

prikazana je u tablicama 6. i 7.

Tablica 6. Izrazenost proteina IMP3 semikvantitativha procjena (apsolutni brojevi)

Izrazenost proteina IMP3
Prosirenost 0 1 2 3 ukupno
0 12 0 0 0 12
1 0 7 4 6 17
243 7 6 8 25 46
ukupno 19 13 12 31 75
0- benigne lezije gusterace 0- negativno
1- karcinom lokaliziran na gusteracu 1- slaba izrazenost
2- lokalno prosiren karcinom 2- umjerena izrazenost
3- karcinom s udaljenim metastazama 3- jaka izraZenost

Ovako postavljen test ne zadovoljava kriterije da se moze interpretirati statisticka

znacajnost.

U prikazanoj tablici (tablica 6.) vidimo da je 25 bolesnika imalo jaku izrazenost

proteina IMP3 i proSirenu malignu bolest (proSirenost 2+3) te su ujedno i najzastupljeniji, za

tom skupinom slijedi skupina od 12 bolesnika s benignom promjenom gusterace koji imaju

negativnu reakciju. Negativnu reakciju (izrazenost proteina 0) imalo je 7 bolesnika iz skupine

sa prosirenim karcinomom gusterace (skupina 2+3).
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Bolesnici s karcinomom gusterace ograniCenim na gusteracu (skupina 1) najéesce su
imali slabu izraZenost (izraZzenost proteina 1), u 7 slu€ajeva, potom je slijedila jaka izraZzenost
(izrazenost proteina 3), 6 slu¢ajeva, te umjerena izrazenost (izrazenost proteina 2) u 4

slu¢aja, dok ni u jednom slu&aju izrazenost nije bila negativna (izrazenost proteina 0).

U skupini bolesnika s prosirenim karcinomom gusterace (skupina 2+3) u najvecem
broju slu¢ajeva bila je jaka izraZenost (izrazenost proteina 3) u 25 slu€ajeva, dok je
podjednako bilo onih s umjerenom izrazenost (izrazenost proteina 2) 8, sa slabom izrazenost

(izraZenost proteina 1) 6 te s negativhom reakcijom (izraZenost proteina 0) u 7 slucajeva.

Tablica 7. Izrazenost proteina IMP3 semikvantitativha procjena (postotni iznosi)

Izrazenost proteina IMP3**

0 1 2 3 ukupno
Prosirenost* 63,16 0,00 0,00 0,00 16,00
1 0,00 53,85| 33,33| 19,35 22,67

2+3 36,84 | 46,15| 66,67 | 80,65 61,33
ukupno | 100,00 | 100,00 | 100,00 | 100,00 100,00

*ProSirenost: **|zrazenost proteina IMP3:
0- benigne lezije gusterace 0- negativno

1- karcinom lokaliziran na gusteracu 1- slaba izrazenost

2- lokalno proSiren karcinom 2- umjerena izrazenost

3- karcinom s udaljenim metastazama 3- jaka izrazenost

Ovako postavljen test takoder ne zadovoljava kriterije da bi se interpretirala statistiCka

znacajnost.
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U prikazanoj tablici (tablica 7.) vidljivo je da u 80,65% slu€ajeva kod kojih je bila jaka
izraZenost (izraZenost proteina 3) radilo se o bolesnicima iz skupine bolesnika s proSirenim
karcinomom (skupina 2+3), u 63% slu€ajeva sa negativhom reakcijom radilo se o
bolesnicima sa benignim lezijama gustera¢e, medutim u skupini s negativhom reakcijom bilo

je 37% bolesnika s proSirenim karcinomom gusterace.

U svim prikazanim tablicama koje se odnose na izrazenost proteina IMP3 i
proSirenost bolesti (tablice 5.-7.) vidi se da je kod svih benignih lezija (proSirenost = 0) bila
negativna reakcija (izrazenost proteina 0), te da u skupini bolesnika s karcinomom

lokaliziranim na gusteracu (proSirenost 1) nije bilo negativne reakcije (izrazenost proteina 0).
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4.4. I1zrazenost proteina IMP3 i prosirenost bolesti

Za izracun razlike izraZzenosti proteina IMP3 i proSirenosti bolesti uzeli smo da
izraZenost proteina moze biti samo pozitivha i negativna na dva nacina. Kao pozitivhu smo
definirali svaku reakciju veéu od 0% (tablica 8.) u prvom slu€aju, dok smo u drugom slu€aju
pozitivhu reakciju definirali kao onu vecu od 30% pozitivnih stanica, odnosno jaki izrazaj

proteina IMP3 (tablica 9.)

Tablica 8. 1zrazenost proteina IMP3 (skupine) i proSirenost (skupine)

PROSIRENOST*
|zraZenost 0 1 2-3 ukupno
proteina IMP3 n % n % n % n %
negativna (0) 12 | 63,16 0 0,00 7 36,84 19 100
pozitivha (>0) 0 0 17 | 30,36 39 69,64 56 100
Ukupno 12 16 17 | 22,67 46 61,33 75 100

*ProSirenost:

0- benigne lezije gusterace

1- karcinom lokaliziran na gusteracu
2- lokalno proSiren karcinom

3- karcinom s udaljenim metastazama

Ovako postavljen test ne zadovoljava kriterije za interpretaciju testa.

Medutim vidljivo je da u skupini s negativhom reakcijom 63,16% slu€ajeva su
bolesnici s benignim lezijama gusterace (proSirenost 0), nema bolesnika iz skupine s
karcinomom lokaliziranim na gusteracu (proSirenost 1), a 36,84% je iz skupine s proSirenim

karcinomom (proS$irenost 2+3).
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U skupini s pozitivnhom reakcijom najvise ih je iz skupine s proSirenim karcinomom
(prosirenost 2+3), zatim iz skupine s lokaliziranim karcinomom (prosirenost 1) 30,36% dok

nema nikoga iz skupine s benignim lezijama gusterace (proSirenost 0).

Tablica 9. Izrazenost proteina IMP3 (skupine) i proSirenost (skupine)

PROSIRENOST*

Izrazenost 0 1 2-3 ukupno
proteina IMP3 n % n % n % n %
negativna (do 30) | 12 | 27,27 11 25,00 21 47,73 44 100
pozitivna (>30) 0 0,00 6 19,35 25 80,65 31 100

Ukupno 12 | 16,00 17 22,67 46 61,33 75 100

*ProSirenost:

0- benigne lezije gusterace

1- karcinom lokaliziran na gusteracu
2- lokalno prosSiren karcinom

3- karcinom s udaljenim metastazama
x> =11,92

P=0,003

Raspodjela proSirenosti s obzirom na izrazenost proteina IMP3 je statistiCki zna¢ajno
razliita (x* = 11,92; P=0,003).

U skupini s negativnom reakcijom 47,73% je iz skupine bolesnika sa proSirenim
karcinomom (proSirenost 2+3), dok je u istoj skupini (proSirenost 2+3) vise od 80% onih s

pozitivnom reakcijom $to predstavlja statistic¢ki zna€ajnu razliku (P=0,003).

U slijedecim tablicama u izraCunu smo razdvoijili skupine pro8irenost 2 i 3 te ih testirali

na ranije opisani nacin.
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Tablica 10. Izrazenost proteina IMP3 (skupine) i proSirenost (skupine)

PROSIRENOST*
IzraZenost 0 1 2 3 ukupno
proteina IMP3 n % n % n % n % n %
negativna (0) 12| 63,16 0] 0,00 2] 10,53 5| 26,32 | 19| 100,00
pozitivha (>0) 0| 0,00 17| 30,36 | 15| 26,79 | 24| 42,86 | 56| 100,00
Ukupno 12| 16,00 |17 | 2267 | 17| 22,67 | 29| 38,67 | 75| 100,00
*ProSirenost:
0- benigne lezije gusterace
1- karcinom lokaliziran na gusteracu
2- lokalno prosiren karcinom
3- karcinom s udaljenim metastazama
Medutim, nakon razdvajanja grupa 2 i 3 vidljivo je da je 10,5% bolesnika s
negativhom reakcijom bilo iz skupine bolesnika s lokalno proSirenim karcinomom
(proSirenosti 2), a €ak 26,3% iz skupine s udaljenim metastazama (proSirenost 3).
Tablica 11. Izrazenost proteina IMP3 (skupine) i proSirenost (skupine)
PROSIRENOST*
|zraZzenost 0 1 2 3 ukupno
proteina IMP3 n % n % n % n % n %
negativna (do 30) | 12 | 27,27 | 11| 25,00 7| 1591 14| 31,82 | 44| 100,00
pozitivha (>30) 0] 0,00 6| 19,35 | 10| 32,26 | 15| 48,39 | 31 100,00
Ukupno 12| 16,00 [ 17| 2267 | 17| 22,67 | 29| 38,67 | 75| 100,00

*ProSirenost:

0- benigne lezije gusterace

1- karcinom lokaliziran na gusteracu
2- lokalno prosSiren karcinom

3- karcinom s udaljenim metastazama

X2 = 12,14

P=0,007
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Raspodjela proSirenosti kod negativne reakcije razlikuje se od raspodjele proSirenosti
kod pozitivhe reakcije (P=0,007). Pozitivhu reakciju ima 48,39% bolesnika s metastatskim
karcinomom (proSirenost 3), 32,26% bolesnika s lokalno proSirenim karcinomom (proSirenost
2), 19.35% bolesnika s lokaliziranim karcinomom (proSirenost 1), ali niti jedan bolesnik iz
skupine s benignim lezijama gusterace (proSirenost 0). Negativnu reakciju ima gotovo 32%
bolesnika iz skupine s metastatskim karcinomom, slijedi skupina bolesnika s benignim
lezijama gusterace sa 27%, potom skupina sa lokaliziranim karcinomom sa 25% te skupina s

lokalno proSirenim karcinomom sa gotovo 16%.

50



4.5. Korelacije

4.5.1. Korelacija prosirenosti karcinoma i izrazenosti proteina IMP3

Tablica 12. Korelacija — proSirenost tumora i izrazenost proteina IMP3

rho P

prosirenost: izrazenost 0,40 <0,001

Izrazenost proteina (semikvantitativno): prosirenost karcinoma rho=0,40, P <0,001,
8to znadi da je povezanost reakcije i proSirenosti karcnoma statisti¢ki zna¢ajna na nacin da

vecéu prosirenost karcinoma slijedi jaCa izrazenost proteina. (tablica 12.)

4.5.2. Korelacija dobi, izrazenosti proteina IMP3 i veli€ine tumora u skupini bolesnika s

lokaliziranim karcinomom gusterace (proSirenost 1).

Tablica 13. Korelacija — proSirenost 1

rho P
dob : izrazenost
proteina -0,21 0,421
dob : veli¢ina -0,12 0,638
izrazenost proteina :
veligina 0,46 0,061

Korelacija dobi, izrazenosti proteina IMP3 i veli€ine nije statisticki znacajna (tablica
13.). Odnosno u skupini bolesnika s lokaliziranim karcinomom gusterace dob bolesnika,

izrazenosti proteina IMP3 i veli¢ina tumora nije statistic¢ki znaCajna.
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4.5.3. Korelacija dobi, izrazenosti proteina IMP3 i veli€ine u skupini bolesnika s lokalno

prosirenim karcinomom gusterace (prosirenost 2).

Tablica 14. Korelacija — proSirenost 2

rho P
dob : izrazenost
proteina 0,49 0,047
dob : veli¢ina 0,14 0,580

izrazenost
proteina : veli€ina 0,43 0,083

Korelacija dobi i izraZenosti proteina IMP3 je statisti¢ki znacajna (P=0,047); s
porastom dobi povecava se i izrazenost proteina i obrnuto. Ne postoji statisticki znacajna
povezanost dobi i veli€ine, te izraZenosti proteina IMP3 i veli€¢ine u skupini s lokalno

proSirenim karcinomom gusterace (tablica 14.).

4.5.4. Korelacija dobi, izrazenosti proteina IMP3 i veli¢ine u skupini bolesnika s

karcinomom gusterace s udaljenim metastazama (prosirenost 3)

Tablica 15. Korelacija — proSirenost 3

rho P
dob : izrazenost
proteina -0,06 0,752
dob : veli¢ina 0,30 0,115

izrazenost
proteina : veli€ina  -0,23 0,238

Korelacija dobi, izrazenosti proteina IMP3 i veli€ine u skupini bolesnika s karcinomom

gusterace s udaljenim metastazama nije statisticki znaCajna (tablica 15.).
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4.5.5. Korelacija dobi, izrazenosti proteina IMP3 i veli¢ine u skupini bolesnika s
prosirenom bolesti (prosirenost 2+3) koja je nastala spajanjem skupine bolesnika s
lokalno prosirenim karcinomom gusterace (prosirenost 2) i skupine bolesnika s

karcinomom s udaljenim metastazama (prosirenost 3).

Tablica 16. Korelacija — proSirenost 2+3

rho P
dob : izrazenost
proteina 0,04 0,776
dob : veli¢ina 0,28 0,063

izrazenost
proteina : veli€ina  -0,04 0,820

Korelacija dobi, izrazenosti proteina IMP3 i veli€¢ine u skupini bolesnika s pro&irenim

karcinomom gusterace (proSirenost 2+3) nije statisti¢ki znacajna. (tablica 16.).

4.5.6. Korelacija dobi, izrazenosti proteina IMP3 i veli¢ine u skupini bolesnika s

benignim lezijama gusterace

Korelacija nije raCunata jer je izraZzenost proteina IMP3 kod svih bila negativna.
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4.5.7. Valjanost testa IMP3 — tablice kontingencije

Da bi odredili valjanost testa IMP3 u preoperacijskoj dijagnostici karcinoma gusterace

izraCunali smo valjanost testa tablicama kontingencije.

Test je u€injen na nacin da smo izabrali da negativna vrijednost bude samo

izrazenost proteina IMP3 od 0%, a pozitivnu vrijednosti bilo koju stupanj izraZzenosti proteina

IMP3, odnosno >0% $to je bilo u skladu sa zapaZanjem na$e studije u kojoj niti jedna

benigna lezija, kao niti druge benigne stanice u razmazima nisu imale izrazen protein IMP3.

Kao pozitivna reakcija uzeta je prosirenost reakcije >0%, odnosno bilo koji stupan;j

izrazenost proteina IMP3 u leziji.

Bolesnici s benignim lezijama gusterace shvacéeni su kao negativan nalaz ("zdravi’), a

bilo koja prosirenost karcinoma gusterace uzeta je kao pozitivan nalaz ("bolesni”). Rezultati

su prikazani u tablicama 17.i 18.

Tablica 17. Valjanost test IMP3 (pozitivno > 0 %)

ProSirenost
pozitivna | negativna (0) | ukupno
pozitivha 56 0 56
Reakcija
IMP3 negativna (0) 7 12 19
ukupno 63 12 75
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Tablica 18. Valjanost test IMP3 (pozitivno > 0%) - postotni iznosi

prosirenost
pozitivha negativna (0) ukupno
pozitivha 74,67 0,00 74,67
Reakcija
IMP3 negativna (0) 9,33 16,00 25,33
ukupno 84,00 16,00 100,00
Osjetljivost 0,89
SpecifiCnost 1,00
PPV 1,00
NPV 0,63

U ovako postavljenom testu osjetljivost je 89%, specifi€nost je 100%, pozitivha

prediktivna vrijednost je 100%, a negativna prediktivna vrijednost 63%.

Ovakav test moze pouzdano odrediti malignitet, ali ga i dalje manje pouzdano

isklju€uje.



5. RASPRAVA

Karcinom gusteraCe predstavlja bolest s izrazito loSom prognozom i slabim
odgovorom na lijeCenje (1). Gusterada je organ koji je zbog svog anatomskog poloZaja u
trbuhu teSko dostupna analizi tako da se dijagnoza postavlja u kasnoj fazi bolesti §to dodatno
pogorsava prognozu oboljelih. Nesto bolji rezultati se postizu ukoliko se tumor dijagnosticira
u ranijoj fazi bolesti, kada je maniji od 3 cm, ukoliko se uspije uciniti resekcija sa negativnim
rubovima, bez zahvacanja lokalnih limfnih ¢vorova i ukoliko ima diploidnu DNA (1). Napredak
tehnologija omogucio je razvitak vrlo korisnih metoda slikovne analize gusterace kao Sto su
viseslojni kontrastni CT, magnetna rezonancija i endoskopski ultrazvuk. Medutim, i dalje
ostaje problem razlikovanja benignih i malignih lezija slikovnim metodama. Citoloska analiza
tkiva dobivenog punkcijom pod kontrolom endoskopskog ultrazvuka omogucuje postavljanje
citoloSke dijagnoze i diferenciranje malignih od benignih lezija gusterace s visokom
osjetljivoS¢u koja se kreé¢e od 80% do 98% (5,15,16,17,18). Medutim osjetljivost pada na oko
54% ukoliko se uz suspektnu leziju nalazi i kroni¢ni pankreatitis (16). U tim sluajevima
diferencijacija malignog i benignog predstavlja velik izazov. U rjeSavanju tog problema
svakako bi bio koristan biljeg pomoéu kojeg bi se odredilo radi li se o benignom ili malignom
procesu. U procesu karcinogeneze karcinoma gusterae poznate su mutacije mnogih gena,
a uz njih su intenzivno proucavani i faktori rasta te njihovi receptori kao markeri duktalnog
adenokarcinoma (1,35,36,37). Neki su autori istrazivali iskoristivost imunocitokemijskih
markera za identifikaciju karcinoma gustera¢e u materijalima dobivenim citoloSkom
punkcijom pod kontrolom endoskopskog ultrazvuka, no do sada nije pronaden specifi¢an

marker duktalnog adenokarcinoma gusterace (1,35,36,37,43,45,46).

IMP3 je onkofetalni protein koji nije izrazen u zrelom benignom tkivu, medutim
prisutan je u karcinomu gusterace i jo§ nekim karcinomima dok je u nekim studijama njegov
ponovni izrazaj povezan s loSijom prognozom bolesnika s karcinomom bubrega (39,40)
karcinomom ovarija (41) te karcinomom kolona (42). Wagner i suradnici u svojoj studiji

povezuju IMP3 s etiopatogenezom nekih malignih epitelnih tumora (43). Klini€ko znacenje
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te vrijednost odredivanja izraZzenosti proteina IMP3 u preoperacijskoj dijagnostici kod
bolesnika sa solidnim lezijama gusterace u materijalu dobivenom citoloSkom punkcijom pod

kontrolom endoskopskog ultrazvuka do sada nije istrazena.

U ovoj studiji na 75 bolesnika sa solidnim lezijama gusterace utvrdili smo izrazenost
proteina IMP3, usporedili smo izraZzenost proteina IMP3 ovisno o proSirenosti karcinoma
gusteracCe i ispitali vrijednost odredivanja izraZenosti proteina IMP3 u preoperativnoj

dijagnostici imunocitokemijskom metodom.

Od 63 bolesnika sa karcinomom gusterace imonocitokemijskom metodom imali smo
izrazenost proteina IMP3 kod 56 bolesnika, odnosno njih 89%. Yantiss i suradnici (38) imali
su 11 od 12 pozitivnih na IMP3, odnosno 92%, Zhao i suradnici (47) su imali 88%, odnosno
35 od 40, dok Toll i suradnici (48) u svojoj studiji opisuju 71%, odnosno 10 od 14 bolesnika s

karcinomom gusterace pozitivno na IMP3.

U na$oj studiji odredivanja proteina IMP3 imunocitokemijskom metodom kod
bolesnika sa solidnim lezijama gusterace osjetljivost je bila 89%, specificnost, 100%,
pozitivha prediktivna vrijednost 100% te negativna prediktivna vrijednost 63%, odnosno
testiranje na protein IMP3 moZe olakSati postavljanje dijagnoze karcinoma, ali mu je

vrijednost u iskljuCivanju karcinoma manja.

Ukoliko bolesnike uklju¢ene u nasu studiju razdijelimo na skupine, tada dobivamo da
je svih 17 bolesnika s karcinomom gusterace lokaliziranim na gusteracu bilo pozitivno na
IMP3, medutim 15 od 17, tj. 88% bolesnika sa lokalno uznapredovalim karcinomom
gusterace i 24 od 29, tj. 83% bolesnika s udaljenim metastazama karcinoma gusterace.
Statisti¢ki nije bilo znagajne razlike izmedu ove tri skupine. Ukoliko zajedno prikazemo
bolesnike koji nisu imali karcinom lokaliziran na gusteracu tada vidimo da je 39 od 46,
odnosno 85% karcinoma bilo pozitivno, no niti tada nije postojala statisti¢ki znacajna razlika

medu skupinama.
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lako nije bilo statistiCki znacajne razlike vidljivo je da postotak pozitivnih karcinoma

pada s porastom prosirenosti bolesti.

Niti jedan od 12 bolesnika s benignim solidnim lezijama gusterage nije imao
imunocitokemijski izrazenu pozitivhu reakciju na IMP3 protein, kao niti okolne stanice iz
parenhima gusterace bolesnika s karcinomom gusteraCe te stanice sluznice Zeluca i
duodenuma koje su bile prisutne na citoloskim razmazima. Ta Cinjenica govori u prilog da je
kod karcinoma gusterace doslo do ponovne izraZzenosti IMP3 kako je sugerirano u ranijim
studijama, odnosno da je ponovna izrazenost proteina IMP3 striktno povezana s duktalnim
adenokarcinomom gusterace. Toll i suradnici u svojoj studiji imali su skupinu od 15 bolesnika
s intraduktalnom papilarnom mucinoznom neoplazmom (IPMN) koji su svi bili negativni na
protein IMP3, pa €ak i u slu€ajevima s displazijom visokog stupnja (48), vjerojatno zbog
razliCitog slijeda dogadaja u karcinogenezi IPMN-a i pankreati¢ne intraepitelne neoplazme

(PaniIN) (49).

U nas$oj studiji nismo analizirali izraZzenost na nedeterminiranim citoloskim nalazima
(atipiénim i suspektno malignim), ali se u drugim studijama pokazalo do je izraZzenost
proteina IMP3 ovisila o definitivnom nalazu, odnosno atipije i suspektno maligni nalazi koji su
zapravo na definitivnim histolodkim nalazima bili duktalni adenokarcinomi gusterace imali su
izrazen protein IMP3, dok ga na definitivnim nalazima benigne promjene nisu imale izrazen

(47,48).

Unato€ Cinjenici da je manji postotak metastatskih karcinoma imao pozitivhu
imunocitokemijsku reakciju na IMP3 (85%) od one kod lokaliziranih karcinoma (100%),
postotak je bio visok iako porastom proSirenosti karcinoma gusterace nije rastao i

imunocitokemijski pozitivitet na IMP3.

Medutim, u nasoj studiji u citoloSkom materijalu dobivenom endoskopskim

ultrazvukom nadena je statisti¢ki znaCajna povezanost jaline izrazenosti IMP3 i proSirenosti
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karcinoma gusterace ( p<0.001) tako da se s viSim stupnjem prosirenosti karcinoma

pojaCavala i ja€ina izrazenosti proteina IMP3 u samom tumoru.

U nedavno objavljenom radu na histoloSkom materijalu dobivenom tijekom
operacijskih zahvata Schaeffer i suradnici (50) su dokazali da ja¢a izrazenost IMP3 korelira s
loSijom prognozom bolesti. U navedenom radu jadina ekspresije rasla je sa stupnjem
dediferencijacije tumora, odnosno slabo diferencirani tumori imali su najjacu ekspresiju
proteina IMP3. Cinjenica da ista stvar korelira i u preoperativnoj dijagnostici na citoloskom
materijalu dobivenom endoskopskim ultrazvukom vrijedna je informacija, koja bi mogla

utjecati na daljnji tretman bolesnika.

U skupini bolesnika s lokalno proSirenim karcinomom gusterace postojala je statisticki
znacajna pozitivna korelacija izmedu jaCine izrazenosti proteina IMP3 i dobi bolesnika
(P=0.047), koja nije postojala u ostalim skupinama. Porastom dobi u skupini bolesnika s
lokalno uznapredovalim karcinomom gusterace izrazenost proteina IMP3 postajala je

statistiCki znacajno jacCa.

U na$oj studiji u promatranim skupinama postojala je statisti¢ki znacajna razlika u
dobi bolesnika (p= 0.018). Najmladi su bili bolesnici s benignim lezijama gusterace, potom su
slijedili bolesnici s proSirenim karcinomom gusterace, dok su najstariji bili oni s lokaliziranim

procesom na gusteradi.

Cinjenica da je IMP3 izraZen tijekom embriogeneze dok je nakon toga njegov izrazaj
epigenetski ugasen u zrelom tkivu, €ini ga dobrim preoperativnim markerom duktalnog

adenokarcinoma gusterace.

Nasom studijom potvrdeno je da protein IMP3 nece biti izraZen u benignom epitelu te
da se izrazenost IMP3 javlja samo u karcinomu gusterace, ali imali smo i 7 negativnih

nalaza.

59



Problem laZzno negativnih nalaza u citoloskim dijagnozama je ograni¢enje ove
metode, a uglavnom su posljedica neadekvatnog uzorka. Negativha imunocitokemijska
reakcija na protein IMP3 u na$oj studiji, koja je napravljena na arhiviranim staklima s
adekvatnim materijalom se prvenstveno treba shvatiti kao nedostatak ekspresije proteina

IMP3 u karcinomu.

Kada smo razdvojili skupine bolesnika dobili smo da je svih 17 bolesnika s
karcinomom ograni¢enim na gusteracu imalo pozitivhu reakciju. S klini¢kog stajali$ta oni
predstavljaju skupinu koja ¢ée najvide profitirati od toéne dijagnoze, odnosno rano postavljanje
dijagnoze karcinoma gusterace. Bolesnici kod kojih je moguce izvesti kurativan operacijski
zahvat i oni predstavljaju skupinu bolesnika s najvisSim petogodi$njim prezivljenjem. S druge
strane, isklju€ivanjem maligniteta bolesnici izbjegavaju teSku i mutiliraju¢u operaciju
odstranjenja promjene na gusteraci najcesce po Whippleu koja sama po sebi predstavlja

dugoro&no smanjenje kvalitete Zivota (51,52,53,54).

Ukoliko uzmemo u obzir samo tumore ograni¢ene na gusteracu i benigne solidne
lezije gusterace, u ovom istraZivanju dobili smo da pozitivna reakcija na protein IMP3 znadi
malignitet, a negativna ga iskljucuje. Medutim, svakako treba uzeti u obzir relativno mali broj
bolesnika te retrospektivan dizajn istrazivanja. Pravu vrijednost ovog opaZanja treba ispitati u

studijama s vec¢im brojem bolesnika s, po mogu¢nosti, prospektivnim dizajnom.

lako rezultate analize proteinskog izraZzaja ocijenjenog imunohistokemijskim odnosno
imunocitokemijskim bojanjem uvijek treba s oprezom tumaciti, to su vrijedne i relativno
jednostavne metode za prou€avanje krajnih proizvoda transkripcije gena u organizmu.
Nadalje, razlike u proteinskoj ekspresiji mogu biti posljedica tehnoloskih ogranienja
odredivanja proteinskog izrazaja imunocitokemijskim metodama, a utjecaj svakako imaju i
razliciti kriteriji oCitavanja kao i subjektivna procjena bojenja Sto ponekad moze biti uzrok

nereproducibilnosti rezultata i moguci uzrok razlika medu studijama.
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Gen IMP3 je lociran na kromosomu 7p koji je relativno mirna regija u duktalnom
adenokracinomu gusterace (51), te je malo vjerojatno da amplifikacijom gena dolazi do
ponovne izrazenosti proteina IMP3 u karcinomu gusterace. Medutim, postoji mogucénost da
je uzrok ponovne izrazenosti proteina IMP3 hipometilacija promotora gena IMP3 (50).
Ukoliko bi se uspjela dokazati ova pretpostavka tada bi IMP3 mogao postati meta za terapiju

remetiliraju¢im enzimima, $to bi tek buduce studije trebale dokazati.

Mehanizam kojim IMP3 i IGF-2 poti¢u progresiju tumora u duktalnom karcinomu
gusteraCe tek treba rasvijetliti. Medutim, dobro je poznato da IMP3-om posredovana
aktivacija IGF-2 dovodi do poja¢anja stani¢ne proliferacije u leukemijama (56). Nadalje,
Vainer i suradnici su objavili studiju u kojoj pokazuju da IMP3 pojacava motilitet stanica
kolorektalnog karcinoma (57). lako ¢imbenik rasta IGF-2 nije toliko istrazivan kao IGF-1 i za
njega je u studijama dokazano da ima ulogu u progresiji karcinoma. U eksperimentalnom
modelu na miSevima dokazano je da indukcija ekspresije IGF-2 u premalignim lezijama
koincidira s agresivnijim ponasanjem meduloblastoma (58). Uz direktan u€inak na tumorske
stanice IGF-2 je takoder povezivan s tumorskom angiogenezom i limfangiogenezom (59,60).
Kada se govori o prognostickoj vrijednosti IMP3 i IGF-2 izrazito je zanimljiva studija u kojoj je
opisan bolji odgovor na kemoterapijom potaknutu apoptozu u tumorskim stanicama s

smanjenom koli€¢inom IGF-2 (61).
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6. ZAKLJUCCI

1.a) Protein IMP3 nije izrazen u benignim solidnim lezijama gusterace.

1. b) Protein IMP3 bio je izrazen u stanicama duktalnog adenokarcinoma gusterace, no ne

u svih bolesnika.

2.a) U svih bolesnika s karcinomom gusterace lokalziranim na gusteracu protein IMP3 je
bio izrazen, dok je u bolesnika s metastatskim karcinomom gusterace bio izrazen u 85%,

odnosno u 39 od 46 bolesnika.

2.b) Jacaizrazenost proteina IMP3 u materijalima dobivenim citoloSkom punkcijom pod
kontrolom endoskopskog ultrazvuka je povezana s vecom prosirenosti karcinoma gusterace,

a statisticki je potvrdena znacajnost povezanosti.

3.a) lzrazenost proteina IMP3 u materijalu dobivenom citoloSkom punkcijom pod
kontrolom endoskopskog ultrazvuka govori u prilog tome da se radi o malignoj leziji, dok
vrijednost negativnog imunocitokemijskog nalaza ne isklju¢uje moguénost postojanja

duktalnog adenokarcinoma.

3. b) Prema nasoj studiji odredivanje izrazaja proteina IMP3 bi mogao imati najveéu ulogu
u razlikovanju karcinoma gusterace lokaliziranih na guSteracu i benignih solidnih lezija

gusterace.
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7. SAZETAK

Duktalni adenokarcinom gusterace je karcinom sa izrazito loSom prognozom i visokim
mortalitetom. Bolest se Cesto dijagnosticira u poodmakloj fazi $to dodatno pogorsava
prognozu. Endoskopski ultrazvuk je metoda kojom se iz velike blizine mozZe analizirati organ
te iz suspektnih lezija uzeti materijal za citoloSku analizu kako bi se razlucilo radi li se o
malignoj ili benignoj leziji. Medutim, iako citoloSka punkcija pod kontrolom endoskopskog

ultrazvuka ima visoku osjetljivost, ona znac€ajno pada u prisutnosti kroni¢nog pankreatitisa.

IMP3 je onkofetalni RNA-veZuci protein koji nije izrazen u benignom zrelom tkivu dok
je prisutan u karcinomima, pa tako i u duktalnom adenokarcinomu gusterace $to ga Cini

interesantnim markerom malignosti kod solidnih lezija gusterace.

Cilj ovog istrazivanja je utvrditi izrazenost IMP3 u benignim lezijama i karcinomima
gusteraCe, utvrditi razliku u izraZzenosti u lokaliziranom i metastatskom karcinomu te ispitati

iskoristivost izrazenosti IMP3 u preoperacijskoj dijagnostici karcinoma gusterace.

Hipoteza ovog istraZivanja je da IMP3 nece biti izrazen u benignim lezijama, a da ¢e

izrazenost biti jaCa kod metastatskih karcinoma gusterace nego kod lokaliziranih.

U ovu studiju uklju¢eno je 75 bolesnika sa solidnim lezijama gusterace koji su
podvrgnuti endoskopskom ultrazvuku u sklopu rutinske dijagnostike promjene na gusteraci
koji s bili podjeljeni u tri skupine, bolesnike s benignim lezijama gusterace, bolesnike s
karcinomom lokaliziranim na gusteracu i bolesnike s metastatskim karcinomom.
Imunocitokemijski se odredila proteinska izrazenost IMP3 u benignim lezijama, karcinomu
lokaliziranom na gusteraCu i u metastatskom karcinomu gusterace. Procjena izrazenosti
proteina IMP3 odredila se na nefiksiranim arhiviranim citoloskim razmazima dobivenim

citoloSkom punkcijom pod kontrolom endoskopskog ultrazvuka.
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IzraZzenost proteina IMP3 imalo je 89% bolesnika (56 od 63) s karcinomom, dok niti
jedan bolesnik iz grupe s benignim lezijama gusterace nije imao izrazenost proteina IMP3.
Protein IMP3 je bio izrazen u 85% bolesnika (39 od 46) s metastatskim karcinomom, dok je

ekspresija IMP3 bila prisutna u svih bolesnika sa karcinomom lokaliziranim na gusteracu.

Nasli smo statistiCki znacajnu povezanost izmedu prosSirenosti duktalnog karcinoma

gusteraCe i jacine izraZzenosti proteina IMP3.

Dokazali smo da se u materijalu dobivenom citoloSkom punkcijom pod kontrolom
EUZ-a moze odrediti izrazenost proteina IMP3 i na arhivskim staklima. A najveci znacaj bi
imao u razlikovanju benignih solidnih lezija gusterace i karcinoma lokaliziranih na gusteracu,

no to bi svakako trebalo provijeriti u daljnjim studijama.
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8. SUMMARY

Pancreatic ductal adenocarcinoma is a disease with bad prognosis and high mortality.
Diagnosis is usually made in late phase of disease that additionally worsen prognosis.
Endoscopic ultrasound is capable to evaluate pancreas from close proximity and to acquire
tissue sample for cytological diagnosis by EUS guided fine needle aspiration. Sensitivity of
detecting malignancy by EUS-FNA is considered high, but in cases with chronic pancreatitis

is significantly lower.

IMP3 is oncofetal RNA binding protein that is not expressed in benign mature tissue
while it is expressed in some cancers. Re-expression of IMP3 in pancreatic ductal
adenocarcinoma makes this protein biological marker of malignancy in solid pancreatic

lesions.

The aim of this study was to assess IMP3 expression in benign pancreatic lesions
and pancreatic cancer, to estimate its expression in localized and metastatic pancreatic

cancer and to evaluate its role in preoperative diagnostic workup for pancreatic cancer.

Lack of IMP3 expression in benign pancreatic lesions, higher level of IMP3

expression in metastatic than in localized pancreatic cancer is hypothesis of this study.

We included 75 consecutive patients with solid pancreatic lesions that underwent
EUS-FNA for routine diagnostic workout. The patients were divided in three groups, patients
with benign lesions, patients with pancreatic cancer localized only on pancreas and patients

with metastatic pancreatic cancer.

Immunoreactivitiy of IMP3 in benign lesions, localized and metastatic pancreatic

cancer was assessed on archived cytological smears sampled by endoscopic ultrasound.

IMP3 expression was present in 89% (56/63) of the patients with pancreatic cancer,
while none of the patients with benign lesions of pancreas had IMP3 expressed. In 85% of
patients with metastatic pancreatic cancer IMP3 was expressed, however, IMP3 protein was

expressed in every patient with cancer localized to the pancreas.

We found statistically significant positive correlation of stronger expression of IMP3

protein and the stage of the pancreatic cancer.

This study proved that expression of IMP3 protein can be assessed on archived

cytological smears sampled by endoscopic ultrasound.
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According to our results, the highest impact would be on differentiation between
benign pancreatic lesions and cancer localized to pancreas, however, this should be further

investigated, preferably in studies with prospective design.
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