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WYKAZ STOSOWANYCH SKROTOW

Cc

CA19-9

CCA
CEA

CE-EUS

CEP

DAPI
DZ
ECPW
EUS

EUS-FNA

FISH

IBD

IPMN

cytologia

antygen rakowy 19-9 (cancer antigen 19-9 lub carbohydrate

antigen 19-9)
rak drég zo6tciowych (cholangiocarcinoma)
antygen rakowo-ptodowy (carcinoembryonic antigen)

endoskopowa ultrasonografia ze wzmocnieniem kontrastowym

(contrast-enhanced endoscopic ultrasound)

sonda centromerowa (Chromosome Enumeration Probe)
przedziat ufnosci (confidence interval)
4,6-diamidyno-2-fenyloindol

drogi zo6tciowe

endoskopowa cholangiopankreatografia wsteczna
endoskopowa ultrasonografia

biopsja aspiracyjna cienkoigtowa pod kontrolg EUS (EUS-guided
fine needle aspiration)

fluorescencyjna hybrydyzacja in situ (fluorescence in situ

hybridization)
nieswoiste zapalenia jelita (inflammatory bowel disease)

wewnatrzprzewodowy brodawkowaty nowotwor $Sluzotwoérczy

(intraductal papillary mucinous neoplasm)

kobiety



LSl

MCN

MRCP

MRI

NS

PanIN

PCR

PET

PSC

PT

TK

USG

WPWD

WPWU

sonda unikalna dla locus (Locus Specific Identifier)
mezczyzni
$luzowy nowotwor torbielowaty (mucinous cystic neoplasm)

cholangiopankreatografia rezonansu magnetycznego (magnetic

resonance cholangiopancreatography)

rezonans magnetyczny (magnetic resonance imaging)
liczba pacjentow

réznica nieistotna statystycznie (not significant)

Srodnabtonkowa neoplazja trzustkowa (pancreatic intraepithelial

neoplasia)
reakcja fancuchowa polimerazy (polimerase chain reaction)
pozytonowa tomografia emisyjna (positron emission tomography)

pierwotne stwardniajgce zapalenie drog zoétciowych (primary

sclerosing cholangitis)
przewdd trzustkowy gtowny

wielorzedowa tomografia komputerowa ze wzmocnieniem

kontrastowym
ultrasonografia przezbrzuszna
wartosc predykcyjna wyniku dodatniego

wartosc predykcyjna wyniku ujemnego



1. WSTEP

1.1 Wprowadzenie

Wczesne wykrywanie nowotworéw ztosliwych trzustki i drog zoétciowych
pozostaje wyzwaniem dla klinicystow i patomorfologéw. Zarbwno w przypadku
raka trzustki, jak i raka drog zoOtciowych pierwszg zmiang patologiczng
obserwowang w badaniach obrazowych mogg by¢ zwezenia przewodu
trzustkowego i/lub drdég zétciowych bez ewidentnego guza. Zwezenia te
stanowig istotny problem diagnostyczny, poniewaz ich przyczyng mogg byc¢
takze choroby nienowotworowe. Doktadne rozpoznanie jest kluczowe dla
wyboru  odpowiedniej strategii terapeutycznej. Wczesna interwencja
chirurgiczna w przypadku zto$liwych zwezen daje chorym szanse na
wyleczenie dzieki doszczetnemu usunieciu zmiany. Leczenie operacyjne raka
trzustki lub drog Zzofciowych wigze sie jednak z powaznym zabiegiem
obarczonym potencjalnie ciezkimi powiktaniami. Nalezy wiec unikaé zbyt
pospiesznych interwencji chirurgicznych w watpliwych przypadkach, jesli mozna
postawi¢ ostateczne rozpoznanie innymi metodami. PrzydatnosS¢ badan
obrazowych w rozpoznawaniu ztoSliwej etiologii zwezen przewodu
trzustkowego i/lub droég zétciowych jest ograniczona z powodu szerzenia sie
nowotworu wzdtuz Sciany przewodu we wczesnym okresie choroby.[1] Z kolei
rola nowotworowych markeréw surowiczych we wczesnej diagnostyce raka
trzustki i drog zotciowych jest niewielka ze wzgledu na ich niskg czutosce i
swoistos¢.[1-3] Dlatego tez prdby uzyskania rozpoznania cytologicznego sg
waznym elementem réznicowej diagnostyki zwezen przewodu trzustkowego
i/lub drég zétciowych. Cytologiczne potwierdzenie ztosliwego procesu lezgcego
u podioza zwezenia, jest potrzebne zarébwno w celu podjecia decyzji o

radykalnym zabiegu chirurgicznym, jak i leczeniu paliatywnym.



1.2 Zwezenia przewodu trzustkowego

Zwezenia przewodu trzustkowego gtdwnego (PT) sg najczesciej spowodowane
przewlektym zapaleniem trzustki. Drugg istotng przyczyng zwezen PT jest rak
trzustki. Innymi rzadszymi przyczynami zwezen PT mogq by¢ zarbwno procesy
nowotworowe, takie jak guzy neuroendokrynne, guzy torbielowate trzustki,
przerzuty nowotworowe (np. raka piersi, raka jelita grubego) oraz naciek
nowotworowy z sgsiednich struktur (np. rak drog zétciowych, chtoniak), jak i
zmiany nienowotworowe, takie jak uszkodzenie przewodu trzustkowego w
wyniku urazu, ostrego zapalenia trzustki, autoimmunologiczne zapalenie
trzustki oraz torbiele rzekome trzustki. Rozpoznajac zwezenie PT, nalezy
zawsze pamieta¢ o potencjalnie ztosliwej etiologii i dgzy¢ do wyjasnienia jego

charakteru.[4]

1.3 Zwezenia drog zétciowych

Zwezenia zewngtrzwatrobowych drog zétciowych (DZ) mogg byé spowodowane
zarbwno przez proces nowotworowy toczacy sie w trzustce, drogach
zo6tciowych, pecherzyku zoétciowym, jak i przez zmiany tagodne. Do fagodnych
przyczyn zwezen DZ nalezg kamica zotciowa przewodowa, pierwotne
stwardniajgce zapalenie drég Zzoétciowych, uszkodzenia pooperacyjne,
przewlekte zapalenie trzustki.[5,6] R&znicowanie pomiedzy tagodnym a
ztosliwym charakterem zmiany stwarza wiele problemoéw klinicznych. Obecnie
na podstawie badan obrazujgcych mozna dokfadnie okreslic miejsce i stopien
zwezenia DZ. Bardzo czesto badania obrazowe nie wyjasniajg jednak etiologii

zwezen przewodow zotciowych. Dotyczy to nawet 50% pacjentéw.[7]

Szczeg6lnym  przypadkiem zwezen drég zoétciowych jest pierwotne
stwardniajgce zapalenie drdég zo6tciowych (PSC - primary sclerosing
cholangitis). Jest to przewlekta, cholestatyczna choroba watroby o
prawdopodobnie autoimmunologicznej etiologii. Charakteryzuje sie zapaleniem

i widknieniem wewnatrz- i zewnatrzwatrobowych drog zofciowych, co prowadzi
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do powstania wielopoziomowych zwezer DZ. PSC jest chorobg postepujgca, w
przebiegu ktorej u wiekszosci pacjentdw dochodzi do rozwoju marskosci
watroby.[8] Zachorowalno$¢ na PSC zalezy od regionu i wynosi od 0,1 na
100.000 w Europie Potudniowej i Azji do 0,9-1,3 na 100.000 w Stanach
Zjednoczonych, Kanadzie i krajach Europy Po6tnocnej.[9] Ostatnio opublikowano
doniesienie ukazujgce wzrostowy trend zachorowalnosci na PSC w dorostej
populacji Szweddéw.[10] PSC czesto wspdtistnieje z nieswoistymi zapaleniami
jelita (IBD — inflammatory bowel disease). Czestos¢ wystepowania IBD wsrod
chorych na PSC wynosi 60-80%.[8,9] W tej grupie pacjentéw u 48-86%
rozpoznaje sie wrzodziejgce zapalenie jelita grubego, a u ok. 13% chorobe

Crohna, ktéra zazwyczaj obejmuije jelito grube.[8]

Bardzo istotnym problemem klinicznym u chorych na PSC jest zwiekszone
ryzyko zachorowania na raka drég zotciowych (CCA — cholangiocarcinoma),
ktore wedtug réznych doniesien wynosi od 5% do 36% w ciggu catego
zycia.[9,11-13] Nie mozna przewidzie¢ rozwoju CCA na podstawie czasu
trwania PSC, objawéw, czy stopnia ciezkosci choroby.[14] U okoto 50% chorych
CCA jest wykrywany juz w ciggu pierwszego roku od rozpoznania PSC.[8,9]
Stopien zaawansowania choroby u wiekszosci pacjentbw w momencie
rozpoznania raka uniemozliwia radykalne leczenie chirurgiczne.[14] Szczegdlne
wyzwanie stanowi réznicowanie CCA i tagodnego zwezenia dominujgcego u
chorych z PSC. Zwezenie dominujgce jest definiowane jako zwezenie
przewodu zoétciowego wspolnego do Srednicy <1,5 mm lub przewodu
watrobowego do <1 mm.[8] Wystepuje czesto, jest stwierdzane u 45% do 58%
chorych.[8] Pojawienie sie zwezenia dominujgcego powinno zawsze budzi¢
podejrzenie rozwoju CCA i sktania¢ do bardziej inwazyjnej diagnostyki.[8,9]
Obecnie zalecang strategia postepowania u chorych ze zwezeniem
dominujgcym jest wykonanie endoskopowej cholangiopankreatografii wstecznej
(ECPW) z pobraniem wymazu szczoteczkowego i/lub biopsji z miejsca

zwezenia.[8]



1.4 Rak trzustki

Okoto 95% nowotwordw trzustki rozwija sie z czesci zewnatrzwydzielniczej
gruczotu. Wyréznia sie trzy gtdbwne typy nowotwordw trzustki. Najczesciej
rozpoznawany jest przewodowy rak gruczotowy, ktéry stanowi ponad 90%
rakow trzustki. Rzadziej obserwuje sie nowotwory torbielowate oraz guzy
neuroendokrynne.[15] Gruczolakorak trzustki rozwija sie z nieinwazyjnych
zmian przednowotworowych, z ktoérych najczestszg jest Srodnabtonkowa
neoplazja trzustkowa (PanIN — pancreatic intraepithelial neoplasia).[2,16] Do
progresji zmian w komorkach nabtonkowych przewodéw trzustkowych od
dysplazji matego stopnia (PanIN 1A i 1B), poprzez bardziej zaawansowang
dysplazje (PanIN 2 i 3), do raka inwazyjnego dochodzi roéwnolegle z
narastaniem liczby mutacji.[2] We wczesnych etapach onkogenezy nastepuje
aktywacja onkogenu K-ras i skrocenie telomerdéw, natomiast inaktywacja genéw
supresorowych guza (CDKN2A, TP53, SMAD4 i BRCA2) jest stwierdzana w
zaawansowanej neoplazji srédnabtonkowej.[16] Rak trzustki moze powstacé
takze na podtozu wewnagtrzprzewodowego brodawkowatego nowotworu
$luzotwérczego (IPMN - intraductal papillary mucinous neoplasm) lub

$luzowego nowotworu torbielowatego (MCN — mucinous cystic neoplasm).[2,16]

Rak trzustki stanowi okoto 2% nowotwordéw ztosliwych, powodujgc okoto 3,5%
zgondw z przyczyn nowotworowych.[17] Pod wzgledem zachorowalnosci na
nowotwory zitosliwe znajduje sie on na 13. miejscu, a pod wzgledem
Smiertelnosci na 8. Charakteryzuje sie ztym rokowaniem — wskaznik
Smiertelnosci dla tej choroby siega 98%. Wieksza rozpoznawalnos$¢ tego
nowotworu w krajach rozwinietych (61%) jest raczej zwigzana z lepszg
diagnostykg, niz z wiekszg zachorowalnosciag.[18] Wystepuje z czestoscig 7-9
na 100.000 mezczyzn i 4,5-6 na 100.000 kobiet.[18] W latach 1920-1978
obserwowano trzykrotny wzrost zachorowalnosci na raka trzustki w Stanach
Zjednoczonych,[18] jednak w ostatnich latach (1990-2005) czestos¢
wystepowania raka trzustki w populacji amerykanskich mezczyzn utrzymuje sie

na statym poziomie, podczas gdy wsréd amerykanskich kobiet nadal ro$nie.[19]



Z kolei w krajach europejskich opisywana jest stata tendencja wzrostowa
zapadalnosci na ten nowotwoér.[20] Ryzyko zachorowania na raka trzustki

rosnie wraz z wiekiem i osigga szczyt w 7. i 8. dekadzie zycia.[2,21,22]

Opisywano wiele potencjalnych czynnikdw ryzyka rozwoju raka trzustki. Za
jedyny Srodowiskowy czynnik ryzyka tego nowotworu o udowodnionym
Znaczeniu uwaza sie palenie papierosow.[2] Szacuje sie, ze odpowiada ono za
25-30% przypadkéw raka trzustki.[21,23] Ryzyko rozwoju tego nowotworu jest
2,5 do 3,6 razy wieksze u palaczy niz u os6b niepalgcych.[2] Do czynnikéw
ryzyka raka trzustki nalezg rowniez uwarunkowania genetyczne, ktore
odpowiadajg za rozwdj tego nowotworu u 10-15% chorych.[3] Do zespotéw
genetycznych zwigzanych ze zwiekszonym ryzykiem raka trzustki nalezg
genetycznie uwarunkowane przewlekte zapalenie trzustki, dziedziczny rak jelita
grubego niezwigzany z polipowatoscia, zespét Peutz-Jeghersa, rodzinny rak
sutka.[21] U pacjentdw z wieloletnim przebiegiem przewlektego zapalenia
trzustki réwniez wzrasta ryzyko rozwoju tego nowotworu.[24,25] Obserwowano
rowniez wzrost zachorowalnos$ci u o0séb spozywajgcych nadmierne ilosci
ttuszczéd4w zwierzecych, szczegolnie potraw grillowanych i stwierdzono

ochronng role diety bogatej w owoce i warzywa.[21]

Rak trzustki charakteryzuje sie ztym rokowaniem, z 5-letnim przezyciem
nieprzekraczajacym 5%.[19] W momencie rozpoznania choroby zaledwie u 15-
20% chorych nowotwér jest resekcyjny.[16] Jednak nawet w najlepiej
wyselekcjonowanej grupie pacjentdéw 5-letnie przezycie po leczeniu
operacyjnym wynosi maksymalnie 20%.[21] U chorych z guzem resekcyjnym
mediana czasu przezycia wynosi 17-23 miesiecy, w przypadku choroby
miejscowo zaawansowanej jest to 8-14 miesiecy, a u pacjentéw z odlegtymi
przerzutami (ok. 60% chorych w chwili rozpoznania) zaledwie 4-6 miesiecy.[16]
Poniewaz rak trzustki jest oporny na chemio- i radioterapie, wczesne
postawienie prawidtowego rozpoznania umozliwiajgce leczenie operacyjne ma
kluczowe znaczenie dla dalszego rokowania. Gruczolakorak trzustki wywodzgc

sie z nabtonka przewodow trzustkowych czesto powoduje ich zwezenie we
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wczesnym okresie choroby. Stwarza przez to potencjalng szanse wczesnego
rozpoznania nowotworu w oparciu o analize wymazéw szczoteczkowych pod

katem zmian cytologicznych i molekularnych.

Dodatkowe wyzwanie diagnostyczne stanowi wczesne rozpoznanie raka
trzustki u os6b z wieloletnim przebiegiem przewlekiego zapalenia trzustki.[26]
Poniewaz obraz kliniczny przewlektego zapalenia trzustki i raka trzustki moze
by¢ podobny, natomiast rokowanie i leczenie obu tych choréb rézni sie

zasadniczo, istotne jest przeprowadzenie odpowiedniej diagnostyki roznicowe;j.

1.5 Badania obrazowe w diagnostyce raka trzustki

Badania obrazowe odgrywajg istotng role w diagnostyce raka trzustki.
Umozliwiajg one zarédwno rozpoznanie choroby, jak i okre$lenie stopnia
zaawansowania nowotworu oraz ocene resekcyjnosci guza. Metody obrazujgce
stosowane w diagnostyce raka trzustki to ultrasonografia przezbrzuszna (USG),
wielorzedowa tomografia komputerowa ze wzmocnieniem kontrastowym (TK),
endoskopowa ultrasonografia (EUS), rezonans magnetyczny (MRI — magnetic
resonance imaging), cholangiopankreatografia rezonansu magnetycznego
(MRCP — magnetic resonance cholangiopancreatography), endoskopowa
cholangiopankreatografia wsteczna (ECPW) i pozytonowa tomografia emisyjna
(PET — positron emission tomography).[27]

Pierwszym badaniem obrazowym wykonywanym u pacjentobw z objawami
sugerujgcymi raka trzustki jest zwykle USG, poniewaz jest to badanie szeroko
dostepne, stosunkowo niedrogie i nieinwazyjne. Czuto$¢ tej metody zalezy
jednak istotnie od wielkoéci guza i waha sie od 44% w przypadku mniejszych
zmian do 95% w przypadku guzoéw przekraczajgcych 3 cm $rednicy.[3,27] Na
jej wynik moga wptyng¢ takze warunki anatomiczne pacjenta i umiejetnosci
badajgcego. Jest uwazana za dobre wstepne badanie diagnostyczne u

pacjentow z podejrzeniem raka trzustki, poniewaz umozliwia takze
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zobrazowanie poszerzenia drog zotciowych, powiekszenia weztdbw chtonnych i

obecnosci przerzutéw do watroby. [26,27]

Wielorzedowa tomografia komputerowa ze wzmocnieniem kontrastowym (TK)
jest badaniem z wyboru stuzgcym do oceny stopnia zaawansowania i
resekcyjnoséci raka trzustki. Jej czuto$¢ w wykrywaniu matych guzéw trzustki (<2
cm) wynosi 72-77%, a swoistoS¢ siega 100%.[27,28] Pozwala na ocene
naciekania sgsiadujgcych naczyn z czutoscig i swoistoscig siegajgcg 94% oraz
umozliwia okreslenie resekcyjnosci guza z doktadnoscig rzedu 80-90%.[29] U
okoto 60% chorych z rakiem trzustki stwierdza sie poszerzenie przewodu
trzustkowego i/lub zo6tciowego w zwigzku z zamknigciem lub zwezeniem tych
przewoddéw przez nowotwor, jednak podobny obraz moze by¢ spowodowany

guzem zapalnym gtowy trzustki w przebiegu przewlektego zapalenia.[26,27]

Endoskopowa ultrasonografia (EUS) jest uwazana za najbardziej doktadng
metode oceny trzustki. Jej dostepnoé¢ nie jest jednak powszechna ze wzgledu
na wysoki koszt aparatury i niezbedne wysokie kwalifikacje osoby badajgce;.
Pozwala wykry¢ zmiany ogniskowe w trzustce wielkosci 2-3 mm.[27] Jej czutoS¢
w wykrywaniu guzéw o Srednicy ponizej 2 cm siega 97%.[27,30] Swoistos¢
EUS jest ograniczona w przypadku wspofistnienia zmian zapalnych w trzustce.
Warto$¢ predykcyjng wyniku dodatniego EUS w wykrywaniu raka trzustki u

pacjentow z przewlektym zapaleniem tego narzgdu wyliczono na 60%.[27]

Szczegblng role w rozpoznaniu roéznicowym zmian ogniskowych trzustki
odgrywa biopsja aspiracyjna cienkoigtowa pod kontrolg EUS (EUS-FNA — EUS-
guided fine needle aspiration). W rekach doswiadczonego endoskopisty metoda
ta osigga czutos¢ 75-90% i swoisto$é 94-100%.[30] Nie obserwowano rozsiewu
nowotworu do otrzewnej lub w kanale igty biopsyjnej w wyniku EUS-FNA,
podczas gdy istniejg doniesienia o wystgpieniu takich powiktan po biopsiji
przezskérnej.[22] W zwigzku z tym u pacjentdw z potencjalnie resekcyjnym
guzem trzustki nalezy unika¢ biopsji przezskérnej. W ostatnich latach

opracowano technike wykonywania biopsji gruboigtowej pod kontrolg EUS
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(biopsja Trucut), ktora charakteryzuje sie wiekszg doktadnoscig w
rozpoznawaniu raka trzustki niz EUS-FNA. Opisywano przydatno$¢ tej metody
w diagnostyce guzéw trzonu i ogona trzustki ze wzgledu na dobry dostep do
zmian przez Sciane zotgdka. Natomiast w przypadku guzow gtowy trzustki
wysokie ryzyko krwawienia ogranicza uzytecznos¢ biopsiji Trucut.[31]

W celu poprawy nieinwazyjnej diagnostyki zmian ogniskowych w trzustce w
ostatnich latach skupiono sie na rozwoju nowych technik uzupetniajgcych EUS:
elastografii EUS i EUS dopplerowskiemu ze  wzmochieniem
kontrastowym.[32,33] Elastografia jest metodg wykorzystywang do oceny
sztywnosci tkanek w czasie rzeczywistym, co pozwala na uzyskanie
dodatkowych informacji na temat charakterystyki badanego narzadu w stosunku
do konwencjonalnej EUS. Za pomocg elastografii okresla sie stopien
odksztatcenia tkanek pod wptywem ucisku. Guzy nowotworowe majg inne
wiasciwosci mechaniczne niz zdrowe narzady.[32] Obrazy elastograficzne
ukazujg elastycznos¢ tkanek, ktéra koreluje z cechami histopatologicznymi,
dlatego tez metoda ta bywa nazywana ,wirtualng biopsjg”.[34] Elastografia EUS
moze poprawi¢ diagnostyke zmian ogniskowych w trzustce, a szczegodlnie
réznicowanie pomiedzy guzem zapalnym trzustki a rakiem trzustki w przypadku
ujemnej EUS-FNA.[33] Wedtug doniesien oceniajgcych role elastografii w
diagnostyce zmian ogniskowych trzustki metoda ta charakteryzuje sie czutoscig
92,3-100% przy swoistosci 63,8-93%.[32-35] Autorzy tych prac twierdza, Ze
elastografia EUS nie moze zastgpi¢c EUS-FNA w réznicowaniu tagodnych i
ztosliwych guzow trzustki, moze jednak by¢ przydatna w przypadku ujemnych
wynikéw EUS-FNA lub trudnosci technicznych w wykonaniu EUS-FNA.[34,35]
Elastografia moze tez utatwi¢ wybor odpowiedniego miejsca naktucia podczas
wykonywania EUS-FNA.[33,35]

W ostatnich latach dzieki wynalezieniu dozylnych $rodkéw kontrastowych
wzmachiajgcych sygnat ultradzwiekowy rozwineta sie EUS ze wzmocnieniem
kontrastowym (CE-EUS - contrast-enhanced endoscopic ultrasound). Pozwala

ona na lepszg ocene przeptywéw naczyniowych w EUS dopplerowskim w
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czasie rzeczywistym, szczegolnie w przypadku zmian charakteryzujgcych sie
wolnym przeptywem krwi, takich jak rak trzustki.[32,33] Uzyskano obiecujgce
wyniki w réznicowaniu guzoéw zapalnych i nowotworowych trzustki przy uzyciu
CE-EUS - czuto§¢ metody oceniono na 80-94%, a swoistos¢ na 82-
100%.[32,33] Rak trzustki jest widoczny jako zmiana hypoechogeniczna, w
przeciwienstwie do guzéw zapalnych (hiperechogenicznych) [
neuroendokrynnych (izoechogenicznych).[33] Doktadna ocena roli CE-EUS w
diagnostyce réznicowej zmian ogniskowych trzustki wymaga dalszych badan

wieloosrodkowych.

Endoskopowa cholangiopankreatografia wsteczna (ECPW) jest najlepszym
badaniem stuzgcym do oceny anatomii przewodu trzustkowego i drog
z6fciowych. Jest to procedura inwazyjna, wymagajgca duzych umiejetnosci
badajacego i obarczona ryzykiem powiktah siegajagcym 5-10%, co ogranicza jej
rutynowe zastosowanie w celach wytgcznie diagnostycznych.[3] Obecnie jest
gtbwnie zarezerwowana dla chorych wymagajgcych oprécz diagnostyki,
rowniez endoskopowych dziatan terapeutycznych takich jak poszerzanie
mechaniczne zwezen w przewodzie trzustkowym i/lub drogach zétciowych oraz
ich protezowanie.[3,26,36] Ponadto umozliwia takze rozszerzenie diagnostyki o
pobranie materiatu do badan cytologicznych i molekularnych, poniewaz
pozwala na uzyskanie soku trzustkowego oraz wykonanie wymazéw
szczoteczkowych ze zwezen  przewodu  trzustkowego i/lub  drdg
z6tciowych.[2,4,27]

Cholangiopankreatografia rezonansu magnetycznego (MRCP) pozwala wykry¢
zwezenia przewodu trzustkowego i/lub drog zétciowych z podobng czutoscig co
ECPW, jednak jest mniej doktadna w rozpoznawaniu zmian ztosliwych.[27]
Czuto$¢ MRCP w wykrywaniu raka trzustki oceniano na 83-87%, a swoisto$¢
na 81-100%.[3] Do zalet MRCP nalezy jej nieinwazyjnoS¢ oraz mozliwos¢
zobrazowania przewodow trzustkowych i drég zoétciowych u pacjentow, u

ktérych nie mozna wykona¢ ECPW np. po gastrektomii metodg Billroth [1.[27]
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Pozytonowa tomografia emisyjna (PET) pozwala na wykrycie raka trzustki z
czuto$cig 71-92% i swoistoscig 64-94%, jednak w niejasnych przypadkach nie
dostarcza wiecej informacji niz TK. Charakteryzuje sie wysokg czutoscig w
obrazowaniu przerzutdow nowotworowych. W zwigzku z tym, ze korzysci
ptyngce z zastosowania PET przy watpliwosciach diagnostycznych sg
ograniczone, a koszt badania wysoki, nie jest powszechnie stosowane w

diagnostyce raka trzustki.[27]

1.6 Rak drog zoétciowych

Rak drog zoétciowych (CCA) stanowi ok. 3% nowotworéw przewodu
pokarmowego.[37] Jest najczesciej stwierdzany w 7. dekadzie zycia, rzadko
pojawia sie przed 40. rokiem zycia. Stosunek zachorowalnosci wsréd kobiet i
mezczyzn wynosi 1:1,2-1,5. Czesto$¢ wystepowania CCA rézni sie w
zaleznoéci od obszaru geograficznego, co jest najprawdopodobniej zwigzane z
réznicami pomiedzy wystepowaniem czynnikéw ryzyka tego nowotworu.[37-39]
Do uznanych czynnikow ryzyka nalezg pierwotne stwardniajgce zapalenie drég
zbfciowych, torbiele drég zétciowych, kamica drog zotciowych, pasozyty drog
z6tciowych (zwlaszcza w potudniowo-zachodniej Azji), narazenie na
toksyny.[11,38,39] Za potencjalne czynniki ryzyka CCA uwaza sie nieswoiste
zapalne choroby jelit, wirusowe zapalenie watroby typu B i C, marsko$¢

watroby, otytos¢, naduzywanie alkoholu.[38,39]

Rokowanie w CCA jest zte. Odsetek 5-letnich przezy¢ wynosi 5-10%. Jedyng
skuteczng metodg leczenia tego nowotworu jest zabieg operacyjny, jednak w
chwili rozpoznania wiekszo$S¢ pacjentow nie kwalifikuje sie do resekcji guza.
Odsetek 5-letnich przezy¢ u chorych leczonych chirurgicznie zalezy od
lokalizacji nowotworu i wynosi 9-18% w przypadku zmian potozonych
proksymalnie, a 20-30% w guzach zlokalizowanych dystalnie.[40]
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1.7 Badania obrazowe w diagnostyce raka drég zoétciowych

Rak drog zotciowych czesto szerzy sie wzdtuz przewoddw Zétciowych, a nie na
zewnatrz w formie guza, co znacznie utrudnia jego identyfikacje w badaniach
obrazowych.[1] Ultrasonografia jest zwykle pierwszym badaniem wykonywanym
u pacjentow z zottaczka. Jej czutos¢ w wykrywaniu tego nowotworu jest niska,
pozwala jednak uwidoczni¢ poszerzenie drég zotciowych oraz wykluczy¢

kamice zotciowa.

Tomografia komputerowa z kontrastem cechuje sie czutoscig 59% w
identyfikacji ogniska pierwotnego CCA, ale umozliwia ocene zaawansowania
nowotworu (ocena weztéw chtonnych, migzszu watroby, naciekania duzych

naczyn).[1]

Rezonans magnetyczny podobnie jak TK pozwala na okreSlenie stopnia
zaawansowania CCA, a MRCP jest nieinwazyjng metodg oceny drég
zo6tciowych ponizej i powyzej miejsca zwezenia.[1,40] Wprowadzenie protezy do
drog zotciowych moze powodowacC zwiekszone wzmocnienie kontrastem
gadolinowym Sciany przewoddéw, co moze by¢ interpretowane jako szerzenie
sie raka wzdtuz Scian. Aby unikng¢ takich watpliwosci diagnostycznych nalezy

wykonywaé MRCP przed protezowaniem przewodéw zétciowych.[1]

Pozytonowa tomografia emisyjna (PET) nie cechuje sie wysokg doktadnoscig w
wykrywaniu CCA w przypadku zewngtrzwatrobowych zwezen drég zoétciowych.
Moze to by¢ zwigzane z matym rozmiarem guza. Ograniczeniem PET sg takze
wyniki fatszywie dodatnie u pacjentéw z ropnym zapaleniem drég zétciowych,
pierwotnym stwardniajgcym zapaleniem droég zofciowych i po protezowaniu

przewodow zétciowych.[1]

U pacjentéw z bezbolowg zo6ttaczkg zwigzang ze zwezeniem drdg zoétciowych i
bez ewidentnego guza w badaniach obrazujgcych, procedurg diagnostyczng z
wyboru jest ECPW.[40,41] Pozwala ono na ocene morfologii zwezenia oraz
pobranie materiatu do badania cytologicznego i badan molekularnych, tak jak w

przypadku opisywanych powyzej zwezen spowodowanych przez raka trzustki, a
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takze na dziatania terapeutyczne, takie jak poszerzenie mechaniczne zwezenia

i protezowanie drog zoétciowych.

1.8 Markery surowicze

Sposréd surowiczych markeréw nowotworowych oznaczanych w diagnostyce
raka trzustki i drog zétciowych najszerzej przebadane zostaty CA 19-9 (antygen
rakowy - cancer antigen 19-9 lub carbohydrate antigen 19-9) i CEA (antygen
ptodowo-rakowy — carcinoembryonic antigen). Nie sg one niestety swoiste dla
tych nowotworow. Wzrost stezenia CA 19-9 obserwuje sie takze w przypadku
przewlektego zapalenia trzustki, cholestazy, zapalenia drég Zzofciowych,
marskosci watroby, raka jelita grubego i zotadka,[1,2,22,42] a CEA m.in. u

pacjentow z rakiem jelita grubego, zotadka, ptuc, piersi, czy tarczycy.[43]

Czutos¢ CA 19-9 w rozpoznawaniu raka trzustki siega 80%, a swoistos¢ 60-
70%. Wzrost stezenia tego markera obserwuje sie zwykle u pacjentéw z guzem
o0 wymiarach =3 cm, co ogranicza jego zastosowanie we wczesnej diagnostyce
zmian potencjalnie resekcyjnych.[22] Ponadto osoby, ktdére nie majg antygenu
Lewis a lub b, nie sg w stanie syntetyzowac¢ antygenu CA 19-9. W zwigzku z
tym marker ten jest u nich niewykrywalny nawet w zaawansowanym stadium
choroby. Dotyczy to ok. 10% chorych z rakiem trzustki. CA 19-9 nie utatwia
wiec rozpoznania etiologii zwezen przewodu trzustkowego i/lub drog zétciowych
w watpliwych przypadkach, jest natomiast jedynym markerem uzytecznym w
monitorowaniu pacjentow po leczeniu.[2] Z kolei czutos¢ i swoistos¢ CEA w
diagnostyce raka trzustki sg jeszcze nizsze, osiggajgc odpowiednio 58% i 50-
70%.[3]

W przypadku raka drég zofciowych stezenie CA 19-9 powyzej 100 U/ml
pozwala na rozpoznanie choroby z czutoscig 53-67,5% i swoistoscig 86,8% u
pacjentow bez pierwotnego stwardniajgcego zapalenia drég zétciowych (PSC —
primary sclerosing cholangitis) oraz odpowiednio 89% i 86% u chorych z
PSC.[1,40] Jednoczesne oznaczanie CA 19-9 i CEA u pacjentéw z PSC
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umozliwia rozpoznanie progresji choroby do raka z czutoscig 67% i swoistoscig
100%.[40]

1.9 Cytologia i wymazy szczoteczkowe

W razie watpliwosci co do charakteru zwezenia przewodu trzustkowego i/lub
drog zotciowych istotnym etapem procesu diagnostycznego jest uzyskanie
materiatu do badan cytologicznych. U chorych, u ktérych nie stwierdza sie
ewidentnego guza w badaniach obrazowych, nie ma mozliwosci wykonania
biopsji przezskornej, ani pod kontrolg EUS. Ponadto biopsja przezskérna jest
zwigzana z potencjalnym ryzykiem rozsiewu komorek nowotworowych w kanale
igly lub do otrzewnej, w zwigzku z tym powinno sie jej unika¢ u pacjentow z

potencjalnie resekcyjnym guzem.[44]

Najstarszg i najprostszg metodg uzyskiwania materialu do badan
cytologicznych podczas ECPW u chorych ze zwezeniem drég zétciowych jest
aspiracja zoétci. Mimo swoistosci ocenianej na 100%, charakteryzuje sie ona
bardzo niskg czutoscig w granicach 6-32%. W zwigzku z tym, Zze czuto$¢ innych
technik endoskopowych pobierania materiatu cytologicznego jest wyzsza,
aspiracja zo6tci powinna by¢ zarezerwowana tylko dla pacjentow, u ktorych nie
mozna zastosowac innych metod.[45] Z kolei wedtug nielicznych doniesien
oceniajgcych przydatnos¢ cytologii soku trzustkowego w diagnostyce raka
trzustki, cechuje sie ona wyzszg czutoscig w granicach 58-67% przy swoistosci
100%.[46,47]

Sposréd  endoskopowych technik pobierania materialu ze zwezen drog
z6tciowych do badan cytologicznych najwyzszg czutoscig charakteryzuje sie
wewnatrzprzewodowa biopsja szczypczykami. Wynosi ona 43-81% przy
swoistosci 97-100%. Jej zastosowanie jest jednak znacznie ograniczone,

poniewaz jest to metoda trudna techniczne i czasochtonna.[48]
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Istniejg réwniez doniesienia na temat préb oceny cytologicznej materiatu
pobranego ze stentow zoéfciowych i trzustkowych w diagnostyce nowotworow
trzustki i drog zoétciowych. W przypadku endoprotez trzustkowych czutoS¢ tej
metody wynosi 25%, swoisto$¢ 100%, a w przypadku stentow zoétciowych
odpowiednio 11% i 100%. W zwigzku z bardzo niskg czutoscig przydatnosc tej
metody w praktyce jest bardzo ograniczona. Ponadto opéznienie w
ewentualnym rozpoznaniu nowotworu zwigzane z odstepem czasowym
pomiedzy wprowadzeniem stentu, a jego usunieciem i badaniem cytologicznym,
rowniez przemawia przeciwko wykorzystaniu tej metody w praktyce
klinicznej.[49]

Obecnie najbardziej rozpowszechniong technikg endoskopowego uzyskiwania
materiatu ze zwezen drog zoétciowych sg wymazy szczoteczkowe. Metoda ta
zostata po raz pierwszy opisana w 1975 roku.[50] Jest ona tatwiejsza
technicznie i mniej czasochtlonna niz wewnagtrzprzewodowa biopsja
szczypczykami. Jest tez uwazana za metode stosunkowo bezpiecznag,
niezwiekszajgcy istotnie ryzyka powiktan po ECPW.[48] Cechuje sie wysokg
swoistoscig rzedu 90-100% przy czutosci w granicach 15-60%.[1,48,51,52] Za
pomocg wymazow szczoteczkowych mozna takze pobra¢ materiat cytologiczny
ze zwezen przewodu trzustkowego. W tym przypadku czutoS¢ badania wynosi
33,3-81,8% przy swoistosci 97-100%.[52-55] Jest to metoda mniej
rozpowszechniona niz wymazy szczoteczkowe ze zwezen drog zofciowych,
poniewaz manipulacje w obrebie przewodu trzustkowego sg trudniejsze

technicznie niz w drogach zétciowych.[46]

1.10 Markery molekularne

W zwigzku z niezadowalajgcg czutoscia wymazow szczoteczkowych
podejmowano proby poprawy ich czutosci poprzez badania nowotworowych

markerow molekularnych w uzyskiwanym materiale ze zwezen przewodu
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trzustkowego i/lub drég zétciowych. Badano m.in. obecnos¢ mutacji genu K-ras,

p53 oraz zwiekszonej aktywnoséci telomerazy.

Mutacja genu K-ras jest stwierdzana na wczesnym etapie kancerogenezy raka
trzustki i jest obecna u 75-100% chorych na ten nowotwdr.[26] Jest réwniez
obserwowana w 41-100% przypadkdw raka drég zétciowych,[56] gdzie koreluje
ze ztym rokowaniem.[40] Niestety wystepuje takze u pacjentdw z przewlektym
zapaleniem trzustki, a rozpowszechnienie opisywanej mutacji w tej grupie siega
nawet 40%.[57,58] Wywiera to niekorzystny wptyw na swoisto$¢ tego markera
w diagnostyce etiologii zwezen przewoddw trzustkowych i/lub zétciowych, mimo
ze wedtug niektorych doniesien oznaczanie mutacji K-ras poprawia czutosc
cytologii.[59,60] W zwigzku z tym rola badania opisywanej mutacji w
diagnostyce zwezen przewodu trzustkowego i/lub drég zétciowych jest
ograniczona, a w szczegolnosci nie jest uzyteczne w diagnostyce rdznicowe;j
zmian nowotworowych i zapalnych trzustki[46,57,58] oraz w rozpoznawaniu
raka drog zofciowych.[56] Ponadto oznaczanie mutacji genu K-ras wykonywane
jest metodg PCR (reakcja tancuchowej polimerazy - polimerase chain reaction),
do ktérej wymagany jest specjalistyczny sprzet i doSwiadczenie, co ogranicza

jej powszechne zastosowanie.[61]

Do mutacji genu p53 dochodzi na pdéznym etapie kancerogenezy i stwierdza sie
ja w 40-75% przypadkéw raka trzustki.[26] Wystepuje réwniez u pacjentow z
rakiem drog zotciowych i jest zwigzana z nizszym odsetkiem odlegtych przezy¢
w tej grupie chorych.[40] Wedlug niektérych doniesien badanie
immunohistochemiczne na obecnos¢ mutacji genu p53 w materiale z wymazow
szczoteczkowych ze zwezen przewodu trzustkowego i/lub drég zotciowych
zwieksza czuto$¢ cytologii nie wptywajgc niekorzystnie na swoistosc,[62,63]
jednak w innych badaniach nie wykazano korzysci z zastosowania tej metody
diagnostycznej.[61,64] Opisywano takze wyniki fatszywie dodatnie u chorych z
przewlektym zapaleniem trzustki.[61] W zwigzku z tym wartos¢ kliniczna

okreSlenia obecnosci mutacji genu p53 w wymazach szczoteczkowych ze
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zwezen przewodu trzustkowego i/lub droég zoétciowych pozostaje obecnie

niejasna i wymaga dalszych badan.

Zwiekszong aktywno$c¢ telomerazy wykrywa sie w okoto 85-90% ludzkich
nowotworéw, podczas gdy nie stwierdza sie jej w normalnych komodrkach
somatycznych poza komorkami tkanek regenerujgcych sie, takich jak np.
hematopoetyczne komorki macierzyste.[65,66] W zwigzku z tym oznaczanie
aktywnosci telomerazy cechuje sie wyzszg swoistoscig niz obecnos¢ mutacji K-
ras w diagnostyce nowotworowych zwezen przewodu trzustkowego i/lub drég
z6tciowych.[66,67] Ograniczeniem zastosowania tej metody diagnostyczne;j
moze by¢, jak w przypadku K-ras technika oznaczania aktywnosci telomerazy
za pomocg PCR.

1.11 Fluorescencyjna hybrydyzacja in situ

W ostatnich latach opublikowano kilka prac opisujgcych zastosowanie
fluorescencyjnej hybrydyzacji in situ (FISH — fluorescence in situ hybridization)
w diagnostyce zwezen drég zétciowych.[51,68,69] Wedtug autoréw tych
doniesien FISH moze by¢é uzytecznym narzedziem diagnostycznym
poprawiajgcym czutoS¢ rutynowej cytologii w rozpoznawaniu ztosliwych zwezen
drog zoétciowych spowodowanych przez raka trzustki, raka drég zotciowych i
inne nowotwory.[51,68,69] Niestabilno§¢ chromosomalna jest jedng =z
charakterystycznych cech komérek nowotworowych. Prowadzi do zaburzen w
postaci aneuploidii (nieprawidtowa liczba chromosomoéw w jgdrze komédrkowym)
i/lub nieprawidtowe] struktury chromosoméw (np. delecja lub amplifikacja
genu).[6] Zaburzenia chromosomalne sg obserwowane w okoto 80%
przypadkow raka drég zétciowych i trzustki.[70,71] FISH jest uzywana rutynowo
do wykrywania raka pecherza moczowego w probkach moczu chorych z
krwiomoczem lub monitorowania pacjentoéw leczonych z powodu raka pecherza
moczowego pod katem nawrotu choroby.[69,72,73] Moze by¢ roéwniez
stosowana w rozpoznawaniu raka ptuc w wymazach szczoteczkowych z

oskrzeli oraz dysplazji lub raka gruczotowego w wymazach endoskopowych u
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pacjentow z przetykiem Barretta.[69] Technika ta polega na przytgczaniu
fluorescencyjnie znakowanych sond jednoniciowego DNA do
komplementarnych sekwencji docelowych na specyficznych chromosomach w
jadrach interfazowych komorek. Efekt hybrydyzaciji sond molekularnych z DNA
chromosomow jest widoczny w postaci kolorowych sygnatbw w jadrach
komérkowych (w zaleznoéci od koloru emitowanego przez dotgczony do sondy
fluorofor) dzieki uzyciu mikroskopu fluorescencyjnego wyposazonego w
odpowiednie filtry wzbudzenia i emisji. Analiza liczby sygnatéw jest

przeprowadzana przez cytogenetyka.[69]

W dotychczasowych badaniach do wykrywania zaburzenh chromosomalnych w
materiale uzyskanym dzieki wymazom szczoteczkowym zwezen drog
z6fciowych korzystano z zestawu sond uzywanego rutynowo do diagnostyki
raka pecherza moczowego w prébkach moczu. Sktada sie on z czterech sond
DNA znakowanych fluoroforami. Trzy z nich faczg sie z centromerami
chromosomow 3, 7 i 17 (CEP — Chromosome Enumeration Probe), a jedna jest
sondg specyficzng dla locus 9p21 (LS| — Locus Specific Identifier), ktora tgczy
sie z genem p16 w locus 9p21. Dzieki sondom CEP mozna oceni¢ liczbe
chromosomoéw 3, 7 i 17 obecnych w komérce, natomiast sonda LS| 9p21
pozwala okresli¢ liczbe kopii locus 9p21 na chromosomie 9, a wiec liczbe

chromosomow 9 w jgdrze komoérkowym.[6,51,68,69]

Wedtug autoréw doniesien oceniajgcych role FISH w diagnostyce zwezen drog
zé6tciowych jest to obiecujgca technika poprawiajgca czutoS¢ rutynowej cytologii
wymazow szczoteczkowych. Dotychczas nie oceniano natomiast przydatnosci
tej metody w wykrywaniu nowotworowej etiologii zwezen przewodu
trzustkowego gtownego. llosciowe zaburzenia chromosomalne stwierdzane w
raku trzustki dotyczg chromosomow 3, 5, 7, 9, 13, 17, 18 i 22.[71] Poniewaz
zto$liwe zwezenia drég zoétciowych sg przewaznie spowodowane naciekaniem
raka trzustki, uzycie tego samego =zestawu sond molekularnych w
rozpoznawaniu ztosliwych zwezeh przewodu trzustkowego wydaje sie

uzasadnione.
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2. CELE PRACY

1.

Ocena przydatnosci cytologii soku trzustkowego w diagnostyce réznicowej

zwezen przewodu trzustkowego gtownego.

Ocena przydatnosci wymazow szczoteczkowych w diagnostyce réznicowej

zwezen przewodu trzustkowego gtéwnego:

2.1.0cena czutosci, swoistosci, wartosci predykcyjnej wyniku dodatniego i
wartoéci  predykcyjnej wyniku ujemnego  cytologii wymazow

szczoteczkowych ze zwezen przewodu trzustkowego gtownego.

2.2.Porbwnanie przydatnosci cytologii ze zwezen przewodu trzustkowego

gtdbwnego z cytologig ze zwezen drdg zo6tciowych.

2.3.0cena czutosci, swoistosci, wartosci predykcyjnej wyniku dodatniego i
wartoéci predykcyjnej wyniku ujemnego fluorescencyjnej hybrydyzacji in
situ  (FISH) wymazéw szczoteczkowych ze zwezen przewodu

trzustkowego gtéwnego.

2.4.Porbéwnanie przydatnosci FISH wymazéw szczoteczkowych ze zwezen
przewodu trzustkowego gtdbwnego z FISH wymazow szczoteczkowych

ze zwezen drog zofciowych.

2.5.Poréwnanie przydatnosci rutynowej cytologii i FISH w diagnostyce

zwezen przewodu trzustkowego gtownego.

2.6.0cena wptywu zakwalifikowania atypii do wynikow dodatnich lub
ujemnych na czuto$¢, swoistos¢, wartoS¢ predykcyjng wyniku
dodatniego i warto$¢ predykcyjng wyniku ujemnego cytologii wymazéw

szczoteczkowych ze zwezen przewodu trzustkowego i drog zoétciowych.
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3. MATERIAL | METODY

Praca byta finansowana z grantu promotorskiego Narodowego Centrum Nauki
numer N402 178935. Jest to prospektywne badanie kohortowe, na ktére

uzyskano zgode Komisji Bioetycznej Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego.
3.1. Materiat

Badanie prowadzono od lutego 2006 do grudnia 2011 roku. Do badania
kwalifilkowano chorych hospitalizowanych w  Uniwersyteckim Centrum
Klinicznym Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego z rozpoznanym zwezeniem
przewodu trzustkowego gtéwnego (PT) i/lub drég zétciowych (DZ) na podstawie
tomografii komputerowej ze wzmocnieniem kontrastowym (TK) lubli
cholangiopankreatografii rezonansu magnetycznego (MRCP) lub pacjentéw, u
ktorych stwierdzono zwezenia PT iflub DZ podczas endoskopowej
cholangiopankreatografii wstecznej (ECPW) wykonywanej z innych wskazan.
Chorzy wyrazili Swiadomg zgode na proponowane procedury diagnostyczne i
terapeutyczne. Analizie poddano wyniki chorych, u ktérych udato sie ustali¢
ostateczne rozpoznanie charakteru zwezenia na podstawie badania
histopatologicznego lub w toku dalszej obserwacji (stwierdzana progresja
choroby rozrostowej w postaci powiekszania sie guza, obecnosci przerzutow

i/lub zgonu z powodu choroby nowotworowej).

Do badania zakwalifikowano 151 chorych: 73 kobiety i 78 mezczyzn, w wieku
19-91 lat (Srednia wieku 62,92 lata, mediana 64 lata, moda 73 lata).
Stwierdzono 64 zwezenia PT (29 ztosliwych, 35 tagodnych) i 87 zwezen DZ (65
ztosliwych, 22 tagodne). Materiat do badania cytologicznego uzyskano u 148
chorych, a materiat do badania technikg FISH pobrano od 81 pacjentow. W
przypadku 14 chorych z grupy FISH uzyskane preparaty byty niediagnostyczne,
w zwigzku z czym ostatecznej analizie poddano wyniki FISH 67 pacjentow.

Charakterystyka badanej populacji zostata przedstawiona w tabeli 1.
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Tabela 1. Charakterystyka chorych.

Cata grupa Cytologia FISH
Liczba chorych, n 151 148 67
Pte¢ - K:M, n (%) 73:78 71:77 36:31

(48,34:51,66)  (47,97:52,03)  (53,73:46,27)

Sredni wiek, lata (przedziat) 62,92 (19-91) 62,87 (19-91) 63,34 (28-91)

Zwezenia PT, n (%) 64 (42,38) 62 (41,89) 31 (46,27)
Zwezenia DZ, n (%) 87 (57,62) 86 (58,11) 36 (53,73)
Poszerzanie zwezenia, n (%) 40 (26,49) 39 (26,35) 24 (35,82)

n — liczba pacjentéw, K — kobiety, M — mezczyzni, PT — przewdd trzustkowy, DZ

— drogi z6tciowe, FISH — fluorescencyjna hybrydyzacja in situ

W przypadku zwezen PT lokalizacje zmian obserwowanych w czasie ECPW
opisywano jako zwezenie w gtowie, cieéni lub trzonie. Nie stwierdzono zwezen
PT w ogonie trzustki. W przypadku DZ zwezenia dzielono na zlokalizowane w
czesci proksymalnej, srodkowej i dystalnej. Lokalizacja stwierdzanych zwezen
zostata przedstawiona w tabeli 2.
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Tabela 2. Lokalizacja zwezen przewodu trzustkowego i drég zotciowych.

Cata grupa Cytologia FISH

Przewéd trzustkowy, n (%) 64/151 (42,38) 62/148 (41,89) 31/67 (46,27)

Glowa, n (%) 49/64 (76,56) 47/62 (75,81) 24/31 (77,42)
Ciesn, n (%) 5/64 (7,81) 5/62 (8,06) 3/31 (9,68)

Trzon, n (%) 10/64 (15,63) 10/62 (16,13) 4/31 (12,9)

Drogi zo6tciowe, n (%) 87/151 (57,62) 86/148 (58,11) 36/67 (53,73)
Proksymailna, n (%) 22/87 (25,29) 22/86 (25,58)  7/36 (19,44)
Srodkowa, n (%) 16/87 (18,39) 15/86 (17,44)  5/36 (13,89)
Dystalna, n (%) 49/87 (56,32) 49/86 (56,96) 24/36 (66,67)

n — liczba pacjentow, FISH — fluorescencyjna hybrydyzacja in situ

Potwierdzenie histopatologiczne ostatecznych rozpoznah na podstawie badania
pooperacyjnego lub biopsji uzyskano u 69/151 chorych (45,7%). U pozostatych
pacjentow rozpoznanie stawiano w oparciu o obraz kliniczny, wyniki badan
obrazowych oraz obserwowang progresje choroby nowotworowej. Czas
obserwacji u tych chorych wynosit od 1 do 65 miesiecy ($rednia 21,36 miesiecy,
mediana 18 miesiecy). Etiologie zwezen przewodu trzustkowego (PT) i drog
z6iciowych (DZ) przedstawiono w tabeli 3.
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Tabela 3. Etiologia zwezen przewodu trzustkowego (PT) i drog zotciowych

(DZ).

Rozpoznanie

PT i DZ, n (%)

PT, n (%)

DZ, n (%)

Ztosliwe

Rak trzustki

Rak drég zoétciowych

Rak pecherzyka z6tciowego
Rak brodawki Vatera

Inne nowotwory*

94/151 (62,25)

49/94 (52,13)

23/94 (24,47)
9/94 (9,57)
7/94 (7,45)

6/94 (6,38)

29/94 (30,85)
26/29 (89,65)
0
1/29 (3,45)
1/29 (3,45)

1/29 (3,45)

65/94 (69,15)
23/65 (35,38)
23/65 (35,38)
8/65 (12,31)
6/65 (9,23)

5/65 (7,7)

tagodne

Przewlekte zapalenie trzustki
Ostre zapalenie trzustki
Kamica zoétciowa

Po zabiegach chirurgicznych

Brodawczak brodawki

Vatera
PSC

MCN

57/151 (37,75)
37/57 (64,91)
6/57 (10,53)
3/57 (5,26)
4/57 (7,02)

4/57 (7,02)

2/57 (3,51)

1/57 (1,75)

35/57 (61,4)

29/35 (82,86)

5/35 (14,28)
0

0

0

1/35 (2,86)

22/57 (38,6)
8/22 (36,36)
1/22 (4,55)
3/22 (13,64)
4/22 (18,18)

4/22 (18,18)

2/22 (9,09)

0

n — liczba pacjentéw, PT — przewod trzustkowy, DZ — drogi zdétciowe, PSC —

pierwotne stwardniajgce zapalenie drog zotciowych, MCN — Sluzowy nowotwor

torbielowaty trzustki (torbielakogruczolak $luzowy trzustki)

*Inne nowotwory: przerzutowy rak ptuca, rozsiany czerniak zto$liwy, chtoniak.
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3.2Metody

Materiat do badania pobierano w czasie endoskopowej
cholangiopankreatografii wstecznej (ECPW). Sok trzustkowy aspirowano
strzykawka przez cewnik wprowadzony do PT po prowadniku. Uzyskany sok
odwirowywano, zlewano supernatant, a z uzyskanego osadu wykonywano
cztery rozmazy na szkietku podstawowym. Uzyskane preparaty niezwiocznie
utrwalano w 70% alkoholu, a nastepnie przekazywano do Zaktadu
Patomorfologii Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego, gdzie byty one barwione
metodg hematoksylina-eozyna, a nastepnie oceniane przez doswiadczonych
patologow.

W celu wykonania wymazu szczoteczkowego do przewodu trzustkowego w
miejsce jego zwezenia wprowadzano po prowadniku szczoteczke. Zwezenia nie
byty poszerzane rutynowo przed pobraniem wymazu, poniewaz doniesienia na
temat korzysci ptyngcych z tej procedury w celu poprawy czuto$ci cytologii sg
niejednoznaczne.[74-76] Poszerzanie mechaniczne wykonywano jednak w
przypadku ciasnych zwezen, aby umozliwi¢ wprowadzenie szczoteczki i
przeprowadzenie dalszych procedur terapeutycznych. Pankreatografia
przedstawiajgca pobieranie wymazu szczoteczkowego ze zwezenia PT w

trzonie u chorego z rakiem trzustki znajduje sie na rycinie 1.
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(i

Rycina 1. Endoskopowa cholangiopankreatografia wsteczna (ECPW):

pankreatografia ukazujgca pobieranie wymazu szczoteczkowego ze zwezenia

PT u chorego z rakiem trzonu trzustki (strzatka wskazuje szczoteczke).

Analogiczng metode stosowano w przypadku zwezenia droég zoétciowych.
Cholangiografia ukazujgca pobieranie wymazu szczoteczkowego ze zwezenia

DZ u pacjentki z guzem Klatskina jest przedstawiona na rycinie 2.
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Rycina 2. Endoskopowa cholangiopankreatografia wsteczna (ECPW):
cholangiografia ukazujgca pobieranie wymazu szczoteczkowego ze zwezenia

DZ u pacjentki z guzem Klatskina (strzatka wskazuje szczoteczke).

Poszerzanie zwezenia przed wymazem szczoteczkowym wykonano u 40/151
pacjentow (26,49%) — 21/64 (32,81%) ze zwezeniem PT i 19/87 (21,84%) ze
zwezeniem DZ. Przewod trzustkowy illub drogi zélciowe protezowano u
138/151 chorych (91,39%). Stenty trzustkowe wprowadzono u 53/151
pacjentow (35,1%), a zotciowe u 94/151 (62,25%). Powiktania po ECPW
obserwowano u 10/151 pacjentéw (6,6%) — 3/64 ze zwezeniem PT (4,7%) i
7/87 ze zwezeniem DZ (8,05%). Powiktania klasyfikowano wedtug kryteriow
opisanych przez Cottona i wsp.[77] W przypadku wymazéw z PT byto to jedno
powiklanie o umiarkowanym stopniu ciezkosci (posocznica bez wstrzgsu
septycznego) i dwa powazne (krwawienie wymagajgce przetoczenia 25
opakowan koncentratu krwinek czerwonych oraz ciezki ostry rzut zapalenia
trzustki zakonczony zgonem). U chorych po wymazach z DZ wystgpity dwa

powikfania fagodne (gorgczka >38°C) oraz 5 o umiarkowanym stopniu ciezkosci
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(u 3 ropne zapalenie drog zotciowych, a u 2 ropien watroby wymagajgcy

drenazu przezskdrnego).

Wykonywano dwa osobne wymazy na badanie cytologiczne i na FISH.
Szczoteczke przesuwano 5 razy w miejscu zwezenia, a nastepnie chowano jg
do cewnika w celu ochrony przed utratg pobranego materialu podczas
wyjmowania szczoteczki z endoskopu. Niezwitocznie wykonywano rozmazy na
szkietkach laboratoryjnych. Przygotowywano 4 preparaty na badanie
cytologiczne i 2 na FISH. Preparaty przeznaczone do oceny cytologicznej byty
utrwalane w 70% roztworze alkoholu etylowego, aby zapobiec ich wysychaniu,

natomiast przeznaczone do FISH pozostawiano do wyschniecia na powietrzu.

3.2.1 Cytologia

Preparaty do oceny cytologicznej przekazywano do Zaktadu Patomorfologii
Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego. Tam byly barwione metodg
hematoksylina-eozyna, a nastepnie oceniane przez doSwiadczonych
patologdw. Wymazy oceniano jako zto$liwe, atypowe lub tagodne. Cytologiczne
rozpoznanie tagodnego zwezenia stawiano woéwczas, gdy w preparacie
stwierdzano komérki monomorficzne, o niskim stosunku jadrowo-
cytoplazmatycznym, o matych, regularnych jgdrach, rozmieszczone gtéwnie w

ptaskich ptatach przypominajgcych plastry miodu (rycina 3).
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Rycina 3. Przyktadowy obraz cytologii wymazu szczoteczkowego -—

rozpoznanie tagodnego zwezenia.

Atypie rozpoznawano, gdy komorki byty wieksze niz prawidtowe, o wyzszym
stosunku jgdrowo-cytoplazmatycznym, o nieznacznie nieregularnych jgdrach, z
nieco zageszczong chromatyna, z jedynie miejscowo stabo widocznymi
jaderkami, rozmieszczone gtownie w ptatach i grupach, jednak nie tak
regularnych jak w przypadkach tagodnych, niekiedy naktadajgce sie na siebie,
chociaz nie modelujgce sie wzajemnie (rycina 4).
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Rycina 4. Przyktadowy obraz cytologii wymazu szczoteczkowego —

rozpoznanie atypii.

W przypadkach rozpoznan ztosliwych zwezen obserwowano komorki znacznie
réznigce sie od siebie (pleomorficzne), o wysokim indeksie jgdrowo-
cytoplazmatycznym, o nieregularnych jadrach, hiperchromatyczne, =z
widocznymi figurami podziatu, w tym figurami atypowymi, tworzace gniazda — tj.
uktady trojwymiarowe, naktadajgce sie na siebie i modelujgce sie wzajemnie, a
miejscami rozsypujgce sie (rycina 5).
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Rycina 5. Przyktadowy obraz cytologii wymazu szczoteczkowego -—

rozpoznanie ztosliwego zwezenia.

Wyniki cytologii interpretowano na dwa sposoby. Najpierw za wynik dodatni
uznawano cytologiczne rozpoznanie ztosliwego charakteru zwezenia, podczas
gdy rozpoznania tagodne i atypia byly klasyfikowane jako wynik ujemny.
Nastepnie przeprowadzano ponowng analize statystyczng uznajgc za wynik
dodatni cytologiczne rozpoznanie atypii i zmian ztosliwych, a za wynik ujemny
tylko rozpoznania tagodne. W ten sposob prébowano ocenié, jaki jest wpltyw
zakwalifikowania atypii do wynikow dodatnich lub ujemnych na czutosé¢,
swoistos¢, warto$¢ predykcyjng wyniku dodatniego i wartos¢ predykcyjng

wyniku ujemnego cytologii wymazow szczoteczkowych.
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3.2.2 Fluorescencyjna hybrydyzacja in situ

Preparaty do badania technikg FISH przekazywano do Zakfadu Biologii i
Genetyki Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego. FISH wykonywano za
pomocg zestawu UroVysion (Abbott Molecular Inc., Des Plaines, IL)
wykrywajgcego aneuploidie 3, 7 i 17 chromosomu oraz delecje w locus 9p21.
Jest to zestaw uzywany do wykrywania aberracji chromosomalnych w
preparatach osadu moczu pacjentdw z podejrzeniem raka pecherza
moczowego.[72,73] Zestaw sktada sie z czterech sond DNA znakowanych
fluoroforami. Trzy z nich tgczg sie z centromerami chromosoméw 3, 7 i 17 (CEP
— Chromosome Enumeration Probe), a jedna jest sondg unikalng dla locus
9p21 (LSI — Locus Specific Identifier), ktéra tgczy sie z genem p16 w locus
9p21. Sondy te wystepujg w czterech kolorach: czerwonym (CEP 3
SpectrumRed), zielonym (CEP 7 SpectrumGreen), jasnoniebieskim (CEP 17
SpectrumAqua) i zottym (LSI 9p21 SpectrumGold). Analize aberracji
chromosomalnych przy uzyciu testu UroVysion wykonuje sie w jadrach
interfazowych komérek. Najpierw DNA byto denaturowane do form
jednoniciowych, a nastepnie poddawane hybrydyzacji ze znakowanymi
sondami. Po zakonczeniu hybrydyzacji wyptukiwano niezwigzane sondy, a
nastepnie barwiono jadra komoérkowe barwnikiem DAPI (4,6-diamidyno-2-
fenyloindol), ktéry wigze sie specyficznie z DNA i fluoryzuje na niebiesko.
Doktadny protokot metody FISH opracowany dla potrzeb tego badania znajduje
sie w zatgcznikach. Uzyskane w ten sposob preparaty ogladano przy uzyciu
mikroskopu fluorescencyjnego wyposazonego w odpowiednie filtry wzbudzenia
i emisji. Sygnaly pochodzace z sond molekularnych widoczne w
poszczegoblnych jgdrach komorkowych byty zliczane przez doswiadczonego
cytogenetyka, ktéry nie znat rozpoznan cytologicznych. W watpliwych
przypadkach preparaty byly weryfikowane przez drugg wykwalifikowang osobe.
Wynik byt uznawany za dodatni jesli w co najmniej 5 komérkach obserwowano
polisomie ktoregokolwiek chromosomu albo trisomie chromosomu 3 lub 7.

Liczba ocenianych jgder komérkowych wahata sie od 20 w przypadku wynikéw
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ewidentnie dodatnich do 80 w przypadku wynikbw ujemnych. Zdjecia

przedstawiajgce przyktadowe wyniki FISH sg widoczne na rycinach 6i 7.

Rycina 6. Przyktadowy obraz fluorescencyjnej hybrydyzaciji in situ materiatu z
wymazow szczoteczkowych - prawidtowa komoérka diploidalna (disomia —

widoczne 2 sygnaty kazdej sondy).
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Rycina 7. Przyktadowy obraz fluorescencyjnej hybrydyzacji in situ materiatu z

wymazow szczoteczkowych - polisomia (widoczne 4 sygnaty kazdej sondy).

3.2.3 Analiza statystyczna

Czutos¢, swoistosc, wartos¢ predykcyjng wyniku dodatniego (WPWD) i wartos¢
predykcyjng wyniku ujemnego (WPWU) obliczono z 95% przedziatem ufnosci
Wilsona. Czutos¢ to stosunek wynikdw prawdziwie dodatnich do sumy wynikéw
prawdziwie dodatnich i fatszywie ujemnych. Swoisto$¢ to stosunek wynikow
prawdziwie ujemnych do sumy wynikow prawdziwie ujemnych i fatszywie
dodatnich. WartoS¢ predykcyjna wyniku dodatniego to stosunek wynikéw
prawdziwie dodatnich do sumy wynikow prawdziwie dodatnich i fatszywie

dodatnich. Natomiast warto§¢ predykcyjna wyniku ujemnego to stosunek
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wynikow prawdziwie ujemnych do sumy wynikow prawdziwie ujemnych i
fatszywie ujemnych. Wartosci te obliczono zaréwno dla cytologii, jak i FISH z
wymazow szczoteczkowych ze zwezen przewodu trzustkowego i drég
z6lciowych tacznie oraz osobno dla PT i DZ. Do poréwnania uzyskanych
wartosci uzyto testu x? oraz doktadnego testu Fishera. Rdznice w czestosciach
uznawano za znamienne statystycznie, gdy warto$¢ poziomu istotnosci p byta
ponizej 0,05.
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5. WYNIKI

Sok trzustkowy pobrano u 8 pacjentéw ze zwezeniem przewodu trzustkowego.
Charakter zwezenia u 6 pacjentéw byt tagodny, a u 2 chorych nowotworowy
(rak trzustki i rak brodawki Vatera). Wyniki cytologii we wszystkich przypadkach
byly ujemne. Ze wzgledu na trudnosci w uzyskaniu odpowiednich objetosci
soku trzustkowego po przeprowadzeniu préb pilotazowych zrezygnowano z
kontynuowania tej czesci badania. LiczebnoS¢ grupy jest zbyt mata, aby

przeprowadzi¢ analize statystyczng uzyskanych wynikow.

Wymazy szczoteczkowe pobrano u 151 pacjentéw. Przeprowadzono analize
wynikéw cytologii wymazow szczoteczkowych dla 148 pacjentéw, a FISH dla 67
chorych. W przypadku cytologii uzyskano 33 wyniki dodatnie, 15 wynikéw
atypowych i 100 ujemnych. Gdy atypie interpretowano jako wynik ujemny,
wowczas stwierdzono 33 wyniki prawdziwie dodatnie (12 dla PT i 21 dla DZ), 56
prawdziwie ujemnych (34 dla PT, 22 dla DZ) i 59 fatszywie ujemnych (16 dla
PT, 43 dla DZ). Nie obserwowano wynikow fatszywie dodatnich. Natomiast gdy
atypia byta uznawana za wynik dodatni, to stwierdzono 48 wynikow prawdziwie
dodatnich (15 dla PT i 33 dla DZ), 56 prawdziwie ujemnych (34 dla PT, 22 dla
DZ) i 44 fatszywie ujemne (13 dla PT, 31 dla DZ). Réwniez w tym przypadku nie
obserwowano wynikéw fatszywie dodatnich. W grupie FISH byto 31 wynikdéw
dodatnich i 36 ujemnych. Odnotowano 28 wynikow prawdziwie dodatnich (13
dla PT i 15 dla DZ), 3 fatszywie dodatnie (2 dla PT i 1 dla DZ), 21 prawdziwie
ujemnych (12 dla PT i 9 dla DZ) oraz 15 fatszywie ujemnych (4 dla PT i 11 dla
DZ). Wyliczono czuto$é, swoisto$é, wartos$¢ predykcyjng wyniku dodatniego
(WPWD) i warto$¢ predykcyjng wyniku ujemnego (WPWU) dla cytologii
wymazow szczoteczkowych, gdy atypia byta interpretowana jako wynik ujemny
oraz ponownie interpretujgc atypie jako wynik dodatni. Nastepnie porownano
uzyskane wyniki dla zwezenn PT i DZ. Przeprowadzono takze poréwnanie
wynikdw cytologii, gdy atypia byfa interpretowana jako wynik ujemny z
wartosciami uzyskanymi dla atypii uznawanej za wynik dodatni. Otrzymane

wyniki przedstawiono w tabeli 4.
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Tabela 4. Czutos¢, swoistos¢, WPWD i WPWU cytologii, gdy atypia byta
interpretowana jako wynik ujemny oraz gdy atypia byla uwazana za wynik
dodatni.

Zwezenie (n) Czutos¢ Swoistosé WPWD WPWU
(95% CI) (95% CI) (95% CI) (95% CI)

Atypia jako wynik ujemny

PT + DZ (148) 35,87% 100% 100% 48,7%
(26,82-46,05) (93,58-100) (89,57-100) (39,75-57,72)
PT (62) 42,86% 100% 100% 68%
(26,51-60,93) (89,85-100) (75,75-100) (54,19-79,24)
DZ (86) 32,81% 100% 100% 33,85%
(22,57-45) (85,13-100) (84,54-100) (23,53-45,96)
PTvs. DZ p = 0244 p = 1,000 p = 1,000 p < 0,000

Atypia jako wynik dodatni

PT + DZ (148) 52,17% 100% 100% 56%
(42,09-62,09) (93,58-100) (92,59-100) (46,23-65,33)

PT (62) 53,57% 100% 100% 72,34%
(35,81-70,47) (89,85-100) (79,61-100) (58,24-83,06)

DZ (86) 51,56% 100% 100% 41,51%
(39,58-63,37) (85,13-100) (89,57-100) (29,26-54,91)

PT vs. DZ p=0,520 p=1,000 p =1,000 p < 0,002

C atypia (-) vs. p <0,019 p = 1,000 p = 1,000 p=0176

C atypia (+) (148)

n — liczba pacjentéw, PT — przewdd trzustkowy, DZ — drogi zdtciowe, WPWD — warto$é

predykcyjna wyniku dodatniego, WPWU — warto$¢ predykcyjna wyniku ujemnego, 95% CI —
95% przedziat ufnosci, C — cytologia, atypia (-) — atypia interpretowana jako wynik ujemny,

atypia (+) — atypia interpretowana jako wynik dodatni

Wartoéci  czutosci, swoistosci, WPWD i WPWU FISH wymazow

szczoteczkowych oraz porownanie wynikow FISH dla zwezen PT i DZ
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zaprezentowano w tabeli 5. Otrzymane wartosci poréwnano z wynikami

uzyskanymi dla cytologii (tabela 5).

Tabela 5. Czutos¢, swoistosé, WPWD i WPWU fluorescencyjnej hybrydyzaciji in

situ (FISH).

Zwezenie (n) Czutos¢ Swoistosé WPWD WPWU
(95% ClI) (95% ClI) (95% CI) (95% CI)
PT + DZ (67) 65,12% 87,50% 90,32% 58,33%
(50,17-77,58) (69-95,66) (75,1-96,65) (42,2-72,86)
PT (31) 76,47% 85,71% 86,67% 75%
(52,74-90,44) (60,06-95,99) (62,12-96,26) (50,5-89,82)
DZ (36) 57,69% 93,75% 93,75% 45%
(38,95-74,46) (71,67-99,68) (71,67-99,68) (25,82-65,79)
PTvs. DZ p=0,175 p=0,629 p=0,475 p = 0,069
C atypia (-) (148) p < 0,001 p < 0,025 p=0,108 p = 0,207
vs. FISH (67)
C atypia (+) (148) p=0,110 p <0,025 p =0,057 p =0,483
vs. FISH (67)
n — liczba pacjentéw, PT — przewdd trzustkowy, DZ — drogi zdtciowe, WPWD — warto$é

predykcyjna wyniku dodatniego, WPWU — warto$¢ predykcyjna wyniku ujemnego, 95% Cl —
95% przedziat ufnosci, C — cytologia, atypia (-) — atypia interpretowana jako wynik ujemny,
atypia (+) — atypia interpretowana jako wynik dodatni, FISH — fluorescencyjna hybrydyzacja in

situ

Kolejne obliczenia wykonano dla grupy 64 pacjentow, u ktoérych uzyskano
wyniki zaréwno cytologii, jak i FISH. Obliczono czuto$¢, swoistos¢, WPWD i
WPWU gdy za wynik dodatni uznawano obecno$¢ przynajmniej jednej z
nastepujgcych zmiennych: rozpoznania ztosliwego w cytologii lub obecnosci
cytologicznej atypii lub dodatniego wyniku FISH. Uzyskane wyniki
przedstawiono w tabeli 6. Otrzymane wartosci czutosci, swoistosci, WPWD i

WPWU poréwnano z warto$ciami uzyskanymi dla cytologii i FISH (tabela 6).
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Tabela 6. CzutosS¢, swoistos¢, WPWD i WPWU, gdy za wynik dodatni

uznawano rozpoznanie ztosliwe w cytologii lub obecnos¢ atypii lub dodatnig

FISH.

Zwezenie (n) Czutos¢ Swoistos¢ WPWD WPWU
(95% CI) (95% CI) (95% CI) (95% CI)

PT + DZ (64) 85.37% 86.96% 92.11% 76.92%
(71.56-93.12)  (67.87-95.46) (79.2-97.3) (57.9-89.0)

PT (29) 93.75% 84.61% 88.24% 91.67%
(71.67-98.89)  (57.76-95.67) (65.7-96.7) (64.6-99.6)

DZ (35) 80% 90% 95.24% 64.29%
(60.87-91.14)  (59.58-98.21) (77.3-99.8) (38.8-83.6)

PT vs. DZ p=0,228 p =0,602 p=0419 p=0117

C atypia(-) (148) vs. p < 0,000 p <0,022 p=0,148 p < 0,007

C atypia(t) lub FISH(64)

C atypia(+) (148) vs. p < 0,000 p <0,022 p =0,082 p < 0,041

C atypia(+) lub FISH(64)

FISH (67) vs. p <0,028 p = 0,646 p = 0,561 p=0,104

C atypia(t) lub FISH(64)

n — liczba pacjentéw, PT — przewdd trzustkowy, DZ — drogi zdtciowe, WPWD — warto$é

predykcyjna wyniku dodatniego, WPWU — warto$¢ predykcyjna wyniku ujemnego, 95% Cl —

95% przedziat ufnosci, C —cytologia, atypia (-) — atypia jako wynik ujemny, atypia (+) — atypia

jako wynik dodatni, FISH — fluorescencyjna hybrydyzacja in situ
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5. OMOWIENIE WYNIKOW

Gdy za wynik dodatni cytologii uznawatam tylko cytologiczne rozpoznania
zmian zlo$liwych, czuto$¢ metody dla zwezen PT i DZ byta niska i wyniosta
35,87% przy swoistosci 100%, WPWD 100%, a WPWU 48,7%. Poréwnujac
wartosci obliczanych parametrow dla PT i DZ stwierdzitam wyzszg czuto$é i
WPWU cytologii w przypadku zwezen PT (odpowiednio 42,86% vs. 32,81% i
68% vs. 33,85%) przy swoistosci i WPWD 100% dla obu typow zwezen.
Statystyczng znamienno$¢ obserwowatam tylko dla réznicy pomiedzy
warto$ciami WPWU (p < 0,000).

Czutos¢ cytologii wzrosta, gdy jako wynik dodatni interpretowatam takze
obecnoé¢ atypii i wyniosta 52,17% dla catej grupy, 53,57% dla PT i 51,56% dla
DZ. Roznica ta byta istotna statystycznie (52,17% vs. 35,87%, p < 0,019)
Poprawita sie takze WPWU, ktéra wzrosta do 56% dla catej grupy, 72,34% dla
PT i 41,51% dla DZ, jednak réznica nie byta statystycznie znamienna (56% vs.
48,7%, p = 0,176). Nie wptyneto to na wyniki swoistosci i WPWD, ktére
pozostaty na poziomie 100%. Réznice pomiedzy wynikami dla PT i DZ byly
znamienne statystycznie takze tylko dla WPWU (p < 0,002).

Czutos¢ FISH byta wyzsza niz cytologii zarébwno w przypadku interpretacji atypii
jako wyniku ujemnego, jak i atypii jako wyniku dodatniego (odpowiednio 65,12%
vs. 35,87% i 65,12% vs. 52,17%), jednak statystycznie znamienng roznice
stwierdzitam tylko w pierwszym przypadku (p < 0,001). Natomiast swoisto$¢
FISH byfta nizsza niz cytologii i wyniosta 87,5% w poréwnaniu do 100%, a
réznica byta istotna statystycznie (p < 0,025). WPWD byta nizsza dla FISH niz
dla cytologii (90,32% vs. 100%), a WPWU wyzsza (58,33% vs. 48,7% dla atypii
jako wyniku ujemnego i 56% dla atypii jako wyniku dodatniego), jednak nie
stwierdzitam znamiennosci statystycznej dla tych r6znic. Czutos¢ i WPWU FISH
byty wyzsze dla wymazdéw z PT w poréwnaniu do DZ (odpowiednio 76,47% vs.
57,69% i 75% vs. 45%), a swoistos¢ i WPWD nizsze dla PT (odpowiednio
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85,71% vs. 93,75% i 86,67% vs. 93,75%), r6znice nie byty jednak istotne

statystycznie.

Gdy za wynik dodatni uznawatam obecnos$c¢ jednej z nastepujgcych zmiennych:
rozpoznania zto$liwego w cytologii lub obecnoéci atypii lub dodatniej FISH,
wowczas czutoS¢ badania byta najwyzsza i wynosita 85,37% dla catej grupy,
93,75% dla PT i 80% dla DZ. Znamiennos¢ statystyczng obserwowatam
zarowno dla réznicy pomiedzy czutoscig w tej grupie a cytologig (85,37% vs.
35,87%, p < 0,000 dla atypii jako wyniku ujemnego i 85,37% vs. 52,17%, p <
0,000 dla atypii jako wyniku dodatniego), jak i FISH (85,37% vs. 65,12%, p <
0,028). SwoistosS¢ w tej grupie byta istotnie nizsza niz dla cytologii (86,96% vs.
100%, p < 0,022), natomiast w poréwnaniu z FISH nie obserwowatam
statystycznie znamiennej roznicy (86,96% vs. 87,5%, p = 0,646). WPWD byta w
tej grupie nizsza niz w grupie cytologii (92,11% vs. 100%) i wyzsza niz w grupie
FISH (92,11% vs. 90,32%), a WPWU byta wyzsza w poréwnaniu do cytologii i
FISH (76,92% vs. odpowiednio 48,7% i 58,33%), jednak obserwowane rbéznice
nie byly istotne statystycznie. Poréwnujac wymazy z PT i DZ w tej grupie
obserwowatam wyzszg czutos¢ i WPWU dla PT (odpowiednio 93,75% vs. 80% i
91,67% vs. 64,29%) oraz nizszg swoistos¢ i WPWD (odpowiednio 84,61% vs.
90% i 88,24% vs. 95,24%). Nie stwierdzitam znamiennosci statystycznej dla

tych réznic.
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6. DYSKUSJA

Rola cytologii soku trzustkowego w diagnostyce ztosliwych zwezen przewodu
trzustkowego gtéwnego (PT) w mojej pracy okazata sie bardzo ograniczona.
Pobieranie soku trzustkowego odbywato sie bez wczes$niejszej stymulacji
wydzielania sekretyng podawang dozylnie. Mimo licznych préb odpowiednig
objeto$¢ soku do wykonania badania cytologicznego udato sie pobra¢ zaledwie
u 8 chorych. Wynika to z utrudnionego odptywu soku trzustkowego u pacjentow
ze zwezeniami PT. Podobng do stosowanej w moim badaniu metode
pobierania soku trzustkowego w przypadku zwezen PT bez stymulacji
sekretyng wykorzystali w swojej pracy Pugliese i wsp.[46] Uzyskali sok
trzustkowy u 29 sposrod 66 badanych pacjentéw. Pobrane probki soku
trzustkowego byty niezadowalajgce w 21% przypadkéw (6/29). Czutosc¢ cytologii
soku trzustkowego w ich badaniu wyniosta 58%, swoisto$¢ 100%, WPWD
100%, a WPWU 33%. Autorzy tej pracy stwierdzili, ze cytologia wymazoéw
szczoteczkowych z PT charakteryzuje sie wyzszg czutoscig, niz cytologia soku
trzustkowego oraz Zze pobranie soku trzustkowego na badanie cytologiczne u
pacjentéow, u ktérych wykonano takze wymaz szczoteczkowy, nie wptywa
istotnie na poprawe czutosci cytologii, wydluza natomiast czas trwania
procedury o ok. 10 min. WyzZszg czutoS¢ cytologii soku trzustkowego w
wykrywaniu wczesnego raka trzustki opisali w swoim doniesieniu Nakaizumi i
wsp.[47] W ich pracy czuto$¢ metody wyliczono na 67%, swoisto$¢ na 100%,
WPWD na 100%, a WPWU na 98%. Uzyskali oni sok trzustkowy po dozylnej
stymulacji sekretyng u 61 chorych. Byli to pacjenci z objawami sugerujgcymi
chorobe trzustki, jednak bez zwezenia PT. Wedtug autorobw w przypadku
chorych z matym guzem trzustki bez zwezenia PT bardziej inwazyjna procedura
pobierania soku trzustkowego po stymulacji sekretyng nie wigze sie ze
zwiekszonym ryzykiem powiklan po ECPW. Zastosowanie w moim badaniu
dozylnych preparatdw sekretyny prawdopodobnie zwiekszytoby objeto$é
uzyskiwanego soku, jednak wptynetoby na wydtuzenie czasu ECPW i wzrost

kosztow, a w przypadku ciasnych zwezen PT mogtoby rowniez przyczyni¢ sie
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do wiekszej liczby powiktan po zabiegu ze wzgledu na wzrost ciSnienia w PT
powyzej miejsca zwezenia.[46,47,67] Ograniczenia cytologii soku trzustkowego
u pacjentdéw ze zwezeniami PT, przy braku korzysci z zastosowania tej metody
diagnostycznej u chorych, u ktérych pobrano wymaz szczoteczkowy ze
zwezenia PT, prowadza do wyjgtkowo rzadkiego wykorzystywania tego badania

w praktyce klinicznej.

Czutos¢ rutynowej cytologii uzyskana w moim badaniu byta niska i wyniosta
35,87% dla catej grupy, 42,86% dla PT i 32,81% dla DZ, natomiast swoisto$é
byta bardzo wysoka, gdyz wyniosta 100% dla wszystkich grup. Wedtug
wczesniejszych doniesien czutoS¢ cytologii wymazdéw szczoteczkowych ze
zwezen PT i DZ mieéci sie w szerokim zakresie wartosci - 33,3-81,8% dla PT i
15-60% dla DZ, przy wysokiej swoistosci siegajacej 97-100% dla PT i 90-100%
dla DZ.[1,48,51-55,78] W zwigzku z tym otrzymane przeze mnie wartosci nie
odbiegajg od wynikdéw uzyskanych przez innych badaczy i potwierdzajg wysokg
swoistoS¢ wymazow szczoteczkowych w rozpoznawaniu ztosliwych zwezen PT
i/lub DZ. Réwnie wysokie wartosci jak w przypadku swoistosci uzyskatam dla
WPWD (100% we wszystkich grupach), co koresponduje z wynikami innych
autoréw (89%-100%).[1,48,51-55,78] W moim badaniu nie byto wynikdw
fatszywie dodatnich, co wskazuje na duzg wiarygodnos¢ wymazow
szczoteczkowych w wykrywaniu nowotworowych zwezen PT iflub DZ w
przypadku uzyskania dodatniego wyniku cytologii. WPWU cytologii wymazow
szczoteczkowych z DZ byta niska (33,85%), wiec ujemny wynik cytologii nie
przesgdza o fagodnym charakterze zwezenia DZ. Natomiast w przypadku
zwezen PT WPWU byta istotnie wyzsza niz dla DZ (68% vs. 33,85%, p <
0,000), w zwigzku z tym wyzsza jest tez wiarygodno$¢ wyniku ujemnego

cytologii z PT.

Zasadniczym ograniczeniem cytologii wymazow szczoteczkowych z PT i DZ
jest niska czutos¢, dlatego nalezy dgzy¢ do jej poprawy. Podejmowane sg proby
zwiekszenia czutosci tej swoistej metody diagnostycznej poprzez zmniejszenie

odsetka wynikéw fatszywie ujemnych[5,52,53,55,78] oraz zastosowanie
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dodatkowych zaawansowanych technik cytologicznych, takich jak stwierdzenie
obecnoéci mutacji genu K-ras[46,56-60] i p53,[61-64] zwiekszonej aktywnosSci
telomerazy[66,67] lub aneuploidii (przy uzyciu FISH)[51,68,69] w materiale

uzyskanym za pomocg wymazdéw szczoteczkowych.

Najczestszg przyczyng wynikdéw fatszywie ujemnych cytologii wymazow
szczoteczkowych jest bitad zwigzany z pobieraniem wymazu (60-80%
przypadkow).[53,61] Mozemy wyr6zni¢ dwie przyczyny powstawania btedow
tego typu. Po pierwsze, w niektorych przypadkach zostaje pobrana
niewystarczajgca ilo§¢ materiatu, co skutkuje wykonaniem preparatow
ubogokomoérkowych i uniemozliwia prawidtowg analize cytologiczng. W moim
badaniu preparaty ubogokomoérkowe uzyskatam u 21/148 pacjentéw (14%). Ten
rodzaj btedu mozna ograniczy¢ dzieki bezposredniej ocenie preparatu przez
patologa obecnego podczas badania endoskopowego i powtérzeniu wymazu w
razie uzyskania niezadowalajgcej ilosci materiatu.[61] Inng metodg zwiekszenia
ilosci pobranego materiatlu jest wyptukanie szczoteczki w odpowiednim
roztworze utrwalajgcym komorki po wykonaniu rozmazu i odwirowanie
uzyskanych poptuczyn w celu uzyskania dodatkowych preparatow[46,61] lub
rezygnacja z wykonywania bezposrednich rozmazéw na rzecz wyptukiwania
materiatu ze szczoteczki i wykonywania preparatow do oceny cytologicznej
wytgcznie z odwirowanego ptynu.[51,68,69] W przypadku podejrzenia raka
trzustki i zwezenia obu przewodow (PT i DZ), poprawe czutosci mozna
osiggngc¢ poprzez jednoczesne wykonanie wymazow szczoteczkowych z PT i
DZ.[79] Po drugie, pobrany materiat moze nie zawieraé komérek
nowotworowych mimo ztosliwego charakteru zwezenia. Dzieje sie tak w
przypadku podsluzowkowego szerzenia sie nowotworu, gdy miejsce zwezenia
pokryte jest prawidlowym nabftonkiem, zwezenia ztosliwego spowodowanego
uciskiem nowotworu z zewnatrz lub pobrania materiatu zawierajgcego gtdwnie
tkanki martwicze guza.[5,53,61,78] JeSli obraz cholangiopankreatograficzny
sugeruje ztosliwy charakter zwezenia PT i/lub DZ, a wynik cytologii jest ujemny,

wowczas nalezy rozwazy¢ powtdrzenie wymazu. Elek i wsp.[61] odnotowali
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wzrost czutosci o 8% dzieki wykonaniu powtdérnego wymazu u takich chorych. U
pacjentow u ktérych uzyskano 3 ujemne wyniki cytologii wymazow
szczoteczkowych ze zwezen DZ, ryzyko ziosliwej etiologii zwezenia jest

mniejsze niz 6%.[53,61]

Drugim rodzajem btedu wptywajgcym na czuto$¢ cytologii jest btgd techniczny
zwigzany z nieprawidiowym przygotowaniem preparatu i dotyczy on 10-20%
wynikéw fatszywie ujemnych.[61] Ocena cytologiczna jest bardzo utrudniona w
przypadku wysuszenia preparatu, stad kluczowe jest utrwalenie preparatu w
alkoholu niezwlocznie po wykonaniu rozmazu.[53,61] Niewystarczajgce
wybarwienie jgder moze z kolei utrudni¢ ocene chromatyny i wykrycie komorek
nowotworowych.[61] Aby poprawi¢ czuto$¢ cytologii, nalezy dazy¢ do
optymalnego przygotowania preparatow przez pracownikow laboratorium
cytologicznego lub  odpowiednio  przeszkolony  personel  pracowni
endoskopowej.[53] W moim badaniu wysuszenie preparatow utrudniajgce
interpretacje cytologiczng odnotowano w 3 przypadkach (3/148, 2%).

Trzecig przyczyng wynikow fatszywie ujemnych jest bitgd interpretacyjny na
etapie oceny cytologicznej uzyskanych preparatdw polegajacy na
nierozpoznaniu komérek nowotworowych w analizowanym materiale.[5,53,61]
Dotyczy on okoto 8-17% wynikéw fatszywie ujemnych.[61] Trudnosci w
postawieniu prawidiowego rozpoznania cytologicznego mogg pojawi¢ sie w
przypadku nowotworéw dobrze zrdéznicowanych oraz w przypadku guzow
brodawkowatych i sluzowych.[5,61,78] Powaznym btedem interpretacyjnym jest
lekcewazenie btedu technicznego i préba postawienia pewnego rozpoznania na
podstawie preparatéw ziej jakosci.[61] W moim badaniu nie przeprowadzano
ponownej weryfikacji postawionych rozpoznanh cytologicznych, w zwigzku z tym

nie ocenitam czestosci wystepowania btedow interpretacyjnych.

Osobny problem diagnostyczny stanowi interpretacja niejednoznacznych
preparatéw cytologicznych. W niektérych doniesieniach stawiano tylko dwa

rozpoznania cytologiczne — tagodne i ztosliwe,[46,79] podczas gdy w innych
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pojawiajg sie dodatkowe odrebne kategorie rozpoznan takie jak atypia lub
dysplazja, czy tez zmiany ,podejrzane” o ztosliwos¢.[6,52,55,61,78] W sytuacji
wyodrebnienia jednej lub dwdch dodatkowych cytologicznych kategorii
diagnostycznych, zakwalifikowanie ich do wynikow dodatnich lub ujemnych
moze mie¢ istotny wplyw na czutoS€¢ i swoisto§¢ metody. Czestos¢
wystepowania atypii w wymazach szczoteczkowych ze zwezen PT i DZ wynosi
10-30%.[61] W mojej pracy atypia byta osobnym rozpoznaniem cytologicznym
stwierdzanym u 15/148 pacjentow (10,14%). Gdy uznawatam atypie za wynik
dodatni wymazu, wowczas czuto$¢ rutynowej cytologii wzrosta i byta to réznica
znamienna statystycznie (35,87% vs. 52,17%, p < 0,019). Taka analiza
wynikow nie wptyneta natomiast na swoistos¢ metody, ktéra w przypadku obu
interpretacji atypii wyniosta 100%, poniewaz nie stwierdzano wynikéw fatszywie
dodatnich. Ta obserwacja sugeruje, ze rozpoznanie cytologicznej atypii w
wymazach szczoteczkowych ze zwezen PT i/lub DZ powinno budzi¢ duze
podejrzenie procesu ztosliwego toczgcego sie u podioza zwezenia. Podobne
wnioski ze swoich prac wyciggali takze inni badacze.[6,52,61] W zwigzku z tym
stwierdzenie atypii w wymazach szczoteczkowych z PT i/lub DZ powinno
sktania¢ klinicystdw do bardziej intensywnej diagnostyki w celu poszukiwania

nowotworu.

We wspomnianej juz pracy Pugliese i wsp.[46] ocenili role cytologii soku
trzustkowego i wymazoéw szczoteczkowych z PT oraz obecnosci mutacji genu
K-ras w materiale uzyskanym 2z soku trzustkowego Ilub wymazow
szczoteczkowych w r6znicowaniu przewlektego zapalenia trzustki i raka trzustki.
Do badania zakwalifikowali 47 pacjentow z guzem trzustki wykrytym w
badaniach obrazowych (USG lub TK) lub nieprawidtowg pankreatografig
stwierdzang w ECPW. Cytologia soku trzustkowego cechowata sie czuto$cig
58%, swoistoscig 100%, WPWD 100% i WPWU 33%. W przypadku wymazéw
szczoteczkowych byto to odpowiednio 59%, 100%, 100% i 10%. Czutosc
cytologii wymazéw szczoteczkowych udato sie podnie$¢ do 74% poprzez

zastosowanie tzw. cytologii ,0szczedzajgcej” (salvage cytology) polegajgcej na
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badaniu cytologicznym ptynu uzyskanego dzieki ptukaniu szczoteczki po
wykonaniu bezposredniego rozmazu. Obecno$¢é mutacji genu K-ras pozwolita
na wykrycie raka trzustki z czuto$cig i WPWD 87%, przy dos¢ niskiej swoistoSci
i WPWU 60%. Autorzy uznali, ze cytologia wymazdéw szczoteczkowych
(szczegdlnie przy zastosowaniu cytologii ,0szczedzajgcej”) jest przydatna w
rozpoznawaniu raka trzustki. Badanie cytologii soku trzustkowego powinno by¢
ograniczone do pacjentdéw z podejrzeniem matego guza trzustki, ale bez
zwezenia PT. Natomiast wedtug autoréw tego doniesienia obecno$¢ mutacji

genu K-ras nie poprawia wartosci diagnostycznej cytologii.

Stewart i wsp.[5] przeanalizowali wyniki cytologii 406 wymazow
szczoteczkowych pobranych ze zwezen PT lub DZ. Czuto$¢ metody w tym
doniesieniu wyniosta 59,8%, swoisto$¢ 98,1%, WPWD 98%, a WPWU 61,3%.
Odnotowali oni 3 wyniki fatszywie dodatnie, ktére po ponownej analizie uznane
zostaty za atypowe. Atypie, podobnie jak w moim badaniu, obserwowano w
10,1% preparatow. Ostatecznie u 2/3 pacjentéw z cytologicznym rozpoznaniem
atypii stwierdzono nowotwér. CzutoS¢ cytologii wzrosta z 44,3% w grupie
pacjentow, ktérych wyniki oceniano w pierwszym okresie badania (ok. 1/3
chorych) do 70,7% w ostatniej trzeciej grupie chorych. Autorzy wigzg ten fakt
gtébwnie z nabywaniem doswiadczenia przez patologa analizujgcego rozmazy,
ale moze to réwniez wynika¢ z poprawy techniki pobierania materiatu przez

osoby wykonujgce wymazy.

Logorno i wsp.[53] ocenili czestoS¢ i przyczyny wystepowania wynikéw
fatszywie ujemnych 183 wymazdéw szczoteczkowych (159 z DZ i 24 z PT)
wykonanych w dwoch szpitalach uniwersyteckich. W ich badaniu czuto$¢
cytologii wyniosta 48%, swoistos¢ 98%, WPWD 92%, a WPWU 76%.
Zasadniczg przyczyng wynikow fatszywie ujemnych bylo nieprawidtiowe
pobranie materiatu (67%). Btedy interpretacyjne i btedy techniczne wystepowaty
w 17% wynikéw fatszywie ujemnych. Autorzy wskazuja, ze proby poprawy
czutosci  cytologii wymazédw szczoteczkowych powinny polegaé na

zminimalizowaniu czestoSci wystepowania wynikéw fatszywie ujemnych
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poprzez wykonywanie dodatkowych wymazéw w watpliwych przypadkach,

unikanie btedoéw technicznych i wspotprace z doswiadczonymi patologami.

Elek i wsp.[61] przeanalizowali wyniki cytologii 103 wymazow szczoteczkowych
ze zwezen PT i DZ. Czuto$é metody wyniosta 39%, swoisto$¢ i WPWD 100%, a
WPWU 25%. Ponowna retrospektywna ocena preparatow przyczynita sie do
wzrostu czutosci cytologii do 53%. Poroéwnali oni otrzymane wartosci z
wynikami biopsji wewnatrzprzewodowej, ktéra charakteryzowata sie nizszg
czuto$cig (28%), ale wyzszg WPWU (36%) w stosunku do cytologii. Najlepszy
efekt uzyskano taczac obie metody pobierania materiatu ze zwezen PT i/lub DZ.
Gdy za wynik dodatni uznano obecno$¢ komoérek nowotworowych w cytologii
lub biopsji, wowczas czutos¢ wzrosta do 70%. Autorzy uznali obie techniki za
uzupetniajgce sie i sugerujg ich tgczenie w celu poprawy diagnostyki. Ocenili
takze przyczyny wynikow fatszywie ujemnych. W badanej populacji btad
pobierania materiatu stanowit 84% przyczyn wynikéw fatszywie ujemnych, biad
techniczny 4%, a interpretacyjny 12%. Autorzy uwazajg, ze do zwiekszenia
czutosci cytologii wymazéw szczoteczkowych moze sie przyczyni¢ opracowanie
Scistych  kryteribw rozpoznah cytologicznych oraz poprawa jakoSci

uzyskiwanych preparatow.

Czuto$¢ FISH w badanej przeze mnie populacji byta znamiennie wyzsza niz
czuto$¢ rutynowej cytologii (65,12% vs. 35,87%, p < 0,001). Badanie to
potwierdzito opisywang wczeéniej wyzszg czutos¢ FISH w poréwnaniu do
cytologii w rozpoznawaniu ztoéliwych zwezen DZ (57,69% vs. 32,81%).[6,51,68]
Jest to pierwsze badanie oceniajgce role FISH w diagnostyce zto$liwych
zwezen PT, ktoére udowodnito, ze FISH moze by¢ wykonywana na preparatach
uzyskanych z wymazow szczoteczkowych zwezen PT. W tej grupie pacjentow
czutos¢ FISH byta takze wyzsza niz czutos¢ cytologii (76,47% vs. 42,86%).
FISH charakteryzowata sie tez wyzszg czutoscig w poréwnaniu do cytologii, gdy
interpretowano atypie jako wynik dodatni (65,12% vs. 52,17%), jednak réznica
ta nie byta istotna statystycznie. Dewald i wsp.[71] ocenili za pomocg FISH, ze

czestosS¢ wystepowania zaburzen chromosomalnych w preparatach tkankowych
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uzyskanych z guzéw nowotworowych trzustki wynosita 80%. Podobne
rozpowszechnienie aberracji chromosomalnych opisywano w przypadku raka
drog zétciowych.[70] Stanowi to potencjalne ograniczenie czutosci techniki FISH
w diagnostyce ztosliwych zwezen PT i/lub DZ. Mimo to, metoda ta wyraznie
poprawia czutoS¢ konwencjonalnej cytologii. Charakteryzuje sie wysokg
czutoScig analityczng, przez co mozna nig wykry¢ nawet niewielkg ilos¢
komorek nowotworowych, gdy nie sg one jeszcze stwierdzane innymi
metodami.[68] Dlatego tez konieczna jest dlugoterminowa obserwacja
pacjentow z fatszywie dodatnimi wynikami FISH pod katem rozwoju nowotworu,
aby ostatecznie stwierdzi¢, czy wyniki te sg faktycznie fatszywie dodatnie, czy
tez sg bardzo wczesng manifestacjg procesu rozrostowego niewykrywalnego

innymi metodami.

WPWU FISH byta takze wyzsza niz cytologii, jednak rdznica nie byta
statystycznie znamienna. Gdy natomiast atypie interpretowano jako wynik
dodatni, to réznica pomiedzy WPWU FISH i cytologii byta bardzo niewielka
(58,33% vs. 56%). Z kolei rutynowa cytologia cechowata sie znamiennie
wyzszg swoisto$cig niz FISH zaréwno, gdy atypie uznawano za wynik ujemny,
jak i gdy interpretowano jg jako wynik dodatni (100% vs. 87,5%, p < 0,025).
Roéwniez WPWD byta nizsza w przypadku FISH niz w przypadku cytologii
(90,32% vs. 100%), jednak roznica ta nie byta istotna statystycznie. Nizsza
swoistos¢ i WPWD FISH wynika z wystgpienia trzech wynikéw fatszywie
dodatnich FISH. Wpyniki te dotyczyty przypadkéw izolowanej trisomii
chromosomu 7 u dwéch chorych ze zwezeniem PT w przebiegu przewlektego
zapalenia trzustki oraz u jednego pacjenta z fagodnym zwezeniem DZ.
Natomiast tak jak we wczesniejszych badaniach,[6,68] nie obserwowatam
wynikow fatszywie dodatnich w przypadku polisomii. W zwigzku z tym obecnos¢
polisomii w wymazach szczoteczkowych ze zwezen PT i/lub DZ powinna by¢
interpretowana tak jak stwierdzenie komodrek nowotworowych w badaniu
cytologicznym. Z kolei trisomia chromosomu 7 moze wystepowac¢ zaréwno w

chorobach nienowotworowych, np. w komorkach ptynu maziowego u chorych

52



na reumatoidalne =zapalenie stawéw, czy chorobe zwyrodnieniowg
stawdw,[80,81] jak i w innych procesach nowotworowych, np. raku jelita
grubego,[82] tarczycy,[83] czy nerki.[84] W zwigzku z tym nie moze byc¢
uznawana za jedyny wystarczajgcy wskaznik ztosliwej etiologii zwezenia PT
i/lub DZ. Nalezy mie¢ jednak na uwadze fakt, ze u niektdorych pacjentow
wczesny stan przednowotowrowy moze manifestowac sie jedynie izolowang
trisomig chromosomu 7. Barr Fritcher i wsp.[68] wykazali, ze u ok. 50% chorych
ze zwezeniem DZ i tym zaburzeniem chromosomalnym w ciggu dwoch lat
rozpoznawano raka. Sugerujg oni wiec, ze pacjenci z izolowang trisomig
chromosomu 7 powinni by¢ leczeni zachowawczo, jednak wymagajg $cistego
monitorowania pod katem rozwoju nowotworu co 6 miesiecy w ciggu dwoch lat

od stwierdzenia tej aberracji.

Pierwsza publikacja oceniajaca role FISH w diagnostyce ztoéliwych zwezen DZ
ukazata sie w 2004 roku.[51] W tej pracy Kipp i wsp. przeanalizowali 131
wymazoéw ze zwezen DZ. Wykazali oni wyzszg czutos¢ FISH w stosunku do
cytologii (34% vs. 15%) przy nizszej swoistosci (91% vs. 98%%). Kolejny
artykut prezentujgcy to zagadnienie ukazat sie w 2006 roku.[6] Byto to badanie
prowadzone praktycznie przez ten sam zespét z Mayo Clinic (Rochester,
Minnesota), obejmujgce 233 pacjentdw ze zwezeniami DZ. Potwierdzito ono
wyzszg czutos¢ FISH w poréwnaniu z konwencjonalng cytologig (63% vs. 9% w
zwezeniach zlokalizowanych proksymalnie i 59% vs. 41% w zwezeniach
potozonych dystalnie). Ponadto autorzy wykazali poprawe czutosci cytologii z
20% do 41%, gdy wyniki podejrzane i atypowe byly interpretowane jako
dodatnie, przy niewielkim spadku swoistosci ze 100% do 96%. Wedtug nich
wyniki te sugeruja, ze cytolodzy mogg by¢é nadmiernie ostrozni w
rozpoznawaniu ztosliwych zmian w cytologii wymazow szczoteczkowych. Barr
Fritcher i wsp.[68] ocenili wyniki cytologii i FISH na bardzo duzej grupie
pacjentow ze zwezeniami DZ (odpowiednio 493 i 484 chorych). Wykazali
statystycznie znamienng réznice pomiedzy czutoscig polisomii stwierdzanej za

pomocg FISH a cytologii w diagnostyce zilosliwych zwezen DZ (42,9% vs.
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20,1%) przy takiej samej swoistosci 99,6% dla obu metod. Gdy za wynik
dodatni FISH uznawano polisomie i trisomie, to czuto$¢ badania wzrosta do
62,6%, jednak wigzato sie to z obnizeniem swoistosci do 79,6%. Wedtug
wykonanego przez nich modelu regresji logistycznej do czynnikdw zwigzanych
z obecnoscig raka u tych pacjentow nalezg wynik FISH, wynik cytologii,
obecno$¢ PSC i wiek. Ryzyko raka u chorych z polisomig jest 77 razy wyzsze
niz u tych z prawidtowym wynikiem FISH, podczas gdy u tych z trisomig tylko
1,8 razy wyzszy. W przypadku podejrzanego wyniku cytologii ryzyko raka jest 6

razy wyzsze niz u chorych z wynikiem ujemnym.

Ograniczeniem mojej pracy jest zastosowanie do wykonania FISH zestawu
sond DNA przeznaczonego do diagnostyki raka pecherza moczowego (zestaw
UroVysion Bladder Cancer Kit), ktéry wykrywa aneuploidie chromosoméw 3, 7 i
17 oraz utrate locus 9p21.[73] We wczesniejszych doniesieniach[6,51,68]
wykazano przydatno$é tego zestawu w rozpoznawaniu ztosliwych zwezen DZ.
W zwigzku z tym, Ze nowotworowe zwezenia DZ sg czesto spowodowane przez
naciek raka gtowy trzustki oraz ze w badaniach tych nie wykazano istotne;j
réznicy pomiedzy czutoscig metody w przypadku zwezern DZ spowodowanych
przez raka drog zotciowych i raka trzustki, zdecydowatam sie uzy¢ zestawu
UroVysion réwniez w mojej pracy. W przypadku raka trzustki najczesciej
stwierdzane zaburzenia ilosciowe dotyczg chromosomow 3, 5, 7, 9, 13, 17, 18 i
22.[71] Rbznice w profilu zaburzeh chromosomalnych pomiedzy rakiem
pecherza moczowego a rakiem trzustki i rakiem drog z6tciowych mogg wptywac
negatywnie na skuteczno$¢ zestawu UroVysion w rozpoznawaniu ztosliwych
zwezen PT i/lub DZ. W zwigzku z tym wyniki fatszywie ujemne FISH mogg
wynika¢ nie tylko z btedu pobrania polegajgcego na braku komérek
nowotworowych w uzyskanych wymazach, ale takze z problemow technicznych
wynikajgcych z charakterystyki uzytych sond molekularnych. Konieczne sg
dalsze badania, dzieki ktérym mozliwe bedzie stworzenie bardziej swoistego

zestawu sond DNA wykrywajgcego nieprawidtowoséci typowe dla raka trzustki i
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raka drog zoétciowych oraz ocena wptywu zastosowania takiego zestawu na

czutos¢ FISH w diagnostyce tych patologii.

Dotychczas nie opublikowano Zadnej pracy okre$lajacej przydatnos¢ FISH
wykonywanej na bezposrednich rozmazach z materiatu uzyskanego podczas
wymazow szczoteczkowych ze zwezen PT i DZ. We wcze$niejszych
publikacjach FISH wykonywano na preparatach uzyskanych dzieki wyptukaniu
szczoteczki w Srodku utrwalajgcym komorki oraz odwirowaniu uzyskanego
materiatu. W mojej pracy sposrod 81 wymazéw pobranych w celu wykonania
FISH, 14 (17,3%) okazato sie niediagnostycznych ze wzgledu na zbyt matg
ilos¢ materiatu do przeprowadzenia hybrydyzacji. Byty to 3 wymazy ze zwezen
PT i 11 ze zwezen DZ. Ta technika wykonania preparatbw ma wiec
ograniczong skutecznos¢ w przypadku FISH. Tak duza liczba nieprawidtowych
rozmazoéw wpltywa negatywnie na warto$¢ diagnostyczng metody, dlatego tez
nalezy dagzy¢ do zminimalizowania wptywu bfedéw technicznych i btedu
zZwigzanego z pobieraniem materiatu na wyniki badania. Skuteczniejszg metodg
przygotowania preparatow do analizy za pomocg FISH wydaje sie opisywana
wczeséniej technika ptukania szczoteczki endoskopowej w specjalnym roztworze
utrwalajgcym komorki, z ktérego nastepnie wykonywano preparaty.[6,51,68]
Stosujgc te metode Barr Fritcher i wsp.[68] otrzymali 43/540 (7,96%)

ubogokomoérkowych preparatéw, ktore nie nadawaty sie do oceny.

Moje badanie udowodnito, Zze wymazy szczoteczkowe ze zwezeh PT sg
wiarygodnym materiatem do oceny cytologicznej oraz wykrywania zaburzen
chromosomalnych za pomocg FISH. Wedlug niektérych doniesien wymazy
szczoteczkowe ze zwezen PT charakteryzujg sie nizszg czuto$cig niz wymazy z
DZ ze wzgledu na czestsze problemy techniczne z uzyskaniem materiatu ze
zwezen PT zwigzane z trudniej dostepng lokalizacjg zmiany.[46,61] Z drugiej
strony, gdy procedura wykonywana jest przez doswiadczonego endoskopiste
przy uzyciu dobrego sprzetu, woéwczas doktadnoS¢ cytologii wymazow
szczoteczkowych pobieranych z PT i DZ moze byé zblizona.[52] Inni autorzy

sugerujg, ze w przypadku raka trzustki wymazy szczoteczkowe z PT cechujg
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sie wyzszg czutoScig, poniewaz materiat do badania jest pobierany
bezposrednio ze zmiany nowotworowej, podczas gdy zwezenie DZ
spowodowane rakiem trzustki jest zwigzane z naciekiem guza z zewnatrz.[52]
W moim badaniu czutoS¢ wymazoéw szczoteczkowych ze zwezen PT byta
wyzsza niz DZ zaréwno dla cytologii (42,86% vs. 32,81%), jak i FISH (76,47%
vs. 57,69%), jednak réznice nie byly istotne statystycznie. Gdy atypie
interpretowano jako wynik dodatni, to rdéznica pomiedzy czutoscig cytologii
wymazow z PT i DZ byta minimalna (53,57% vs. 51,56%). Jedyna statystycznie
istotng roznice pomiedzy wymazami z PT i DZ obserwowano w przypadku
WPWU cytologii. Byta ona wyzsza dla wymazéw z PT zaréwno, gdy
interpretowano atypie jako wynik ujemny (68% vs. 33,85%), jak i gdy
traktowano atypie jako wynik dodatni (72,34% vs. 41,51%). Swiadczy to o
wiekszej wiarygodnosci wyniku ujemnego cytologii wymazéw szczoteczkowych
ze zwezen PT. Wiekszy odsetek wynikdéw fatszywie ujemnych w grupie
pacjentow ze zwezeniami DZ w poréwnaniu z PT (81,13% vs. 34,04% gdy
atypia byta uwazana za wynik ujemny i 58,49% vs. 27,66% gdy atypie
interpretowano jako wynik dodatni) moze wynikac z etiologii zto$liwych zwezen.
W przypadku PT zdecydowana wiekszoS¢ zwezen nowotworowych (26/29,
89,65%) byta spowodowana rakiem trzustki, czyli procesem nowotworowym
wywodzgcym sie z nabtonka przewodow trzustkowych. Natomiast wiekszos¢
ztosliwych zwezen DZ (42/65, 64,62%) wynikata z procesu nowotworowego
pochodzgcego pierwotnie z zewnagtrz przewoddéw zoétciowych. W tej grupie
pacjentow rak drog zotciowych stanowit przyczyne 23/65 (35,38%) zwezen.
Tyle samo zwezehn DZ powodowat rak trzustki, a pozostate przypadki dotyczyty
chorych z rakiem pecherzyka zoétciowego (8/65, 12,31%), rakiem brodawki
Vatera (6/65, 9,23%) i innymi nowotworami (5/65, 7,7%). W tej sytuacji
powiekszanie sie guza moze klinicznie objawiaé sie zwezeniem DZ, jednak
naciek nowotworowy pochodzgcy z zewnatrz przewodow zoétciowych moze by¢
pokryty prawidtowym nabtonkiem od strony Swiatta przewodu. Moze to wptywac
negatywnie na zawartos¢ komorek nowotworowych w materiale pobranym za

pomocg wymazdéw szczoteczkowych ze zwezen ziosliwych DZ. Innym
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wytlumaczeniem wyzszej czutosci wymazow z PT w stosunku do DZ w tym
badaniu moze by¢ czeSciej wykonywane poszerzanie mechaniczne ztosliwych
zwezen PT przed pobraniem wymazu (12/29, 41,38% vs. 19/65, 29,23%).
Wedtug niektérych autoréw ta procedura moze wptywac korzystnie na ilos¢

komoérek nowotworowych w pobranym materiale.[74]

Vandervoort i wsp.[52] postanowili poréwna¢ doktadnos¢ wymazow
szczoteczkowych ze zwezen PT i DZ oraz czesto$é wystepowania powiktan
procedury. Ocenili 42 wymazy z PT i 101 z DZ. W ich badaniu réwniez czuto$é i
WPWU cytologii wymazdéw z PT byta wyzsza niz z DZ (odpowiednio 50% vs.
34,4% i 59,2% vs. 46,8%), jednak réznice te nie byly istotne statystycznie.
Niewielki wzrost czutosci z 50% do 57,1% odnotowano w grupie wymazéw z
PT, gdy analizowano tylko wyniki cytologii pacjentéw z rakiem trzustki. Autorzy
ocenili tez wptyw interpretacji wynikéw atypowych na czuto$¢ i swoistosc
metody. Atypie rozpoznano w 16/143 (11%) preparatow, z ktérych 4 pochodzity
od chorych z tagodnym zwezeniem. Gdy atypie interpretowano jako wynik
dodatni, wowczas czuto$¢ cytologii wzrosta zaréwno dla wymazéw z PT (z 50%
do 58,3%) jak i dla DZ (z 34,4% do 50%). Wplyneto to jednak negatywnie na
swoistos¢é wymazéw z DZ, ktéra spadta ze 100% do 89%. Wszyscy badani bez
nowotworu, u ktérych stwierdzono atypie, mieli przed pobraniem wymazu
zatozony plastikowy stent do DZ. Autorzy badania sugeruja, ze obecno$é
protezy w DZ przez okres kilku miesiecy moze indukowa¢ tagodne zmiany w
komoérkach nabtonka imitujgce proces nowotworowy, szczegblnie w przypadku
przewlektych chordb zapalnych (przewlekte zapalenie trzustki, czy pierwotne

stwardniajgce zapalenie drog zo6tciowych).

W mojej pracy powiktania po ECPW stwierdzono u 6,6% chorych — 4,7% ze
zwezeniem PT i 8,05% ze zwezeniem DZ. Wedtug kryteridw opisanych przez
Cottona i wsp.[77] powazne powiktania wystgpity tylko u 2 pacjentow po
wymazach z PT, a nie obserwowatam ich wéréd chorych ze zwezeniem DZ.
Ostry rzut zapalenia trzustki (zakohczony zgonem) wystapit tylko u jednej chore;j

(0,7%). Byta to pacjentka z przewlektym zapaleniem trzustki, u ktérej pobrano
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wymaz ze zwezenia PT, a po zabiegu nie wprowadzono stentu do PT. U
pozostatych pacjentdéw z badanej populacji wystepowaty powiktania o tagodnym
lub umiarkowanym stopniu ciezkosci. Wszyscy mieli protezowany PT lub DZ
podczas zabiegu. Opisywana czestoSC ostrego =zapalenia trzustki (OZT)
wikfajgcego wymazy szczoteczkowe wykonywane podczas ECPW waha sie w
granicach 0% do 33,3%.[46,52,54,55] W badaniu Vandervoorta i wsp.[52]
odsetek OZT po ECPW wynosit dla wymazéw z PT 21,5%, a dla DZ 10,9%.
Zdecydowana wiekszo$¢ przypadkéw OZT byta tagodna. Nie obserwowano

natomiast powikfan u chorych, ktérym po zabiegu wprowadzono proteze do PT.

Najwyzszg czutoS¢ obserwowatam, gdy za wynik dodatni uznawatam obecnosc¢
jednej z nastepujgcych zmiennych: ztosliwego rozpoznania w cytologii lub
obecnoéci atypii lub dodatniej FISH. W zwigzku z tym jednoczesna ocena
zmian cytologicznych i FISH w wymazach ze zwezen PT i/lub DZ wydaje sie
optymalng strategig diagnostyczng. Przy bardzo wysokiej swoistosci cytologii
siegajgcej 100%, uzasadnione wydaje sie wykonywanie FISH tylko u pacjentow
z ujemnym wynikiem konwencjonalnej cytologii. Nalezy takze pamietac, ze
rozpoznanie cytologicznej atypii silnie sugeruje ztosliwg etiologie zwezenia,

wiec taki wynik nalezy zawsze rozpatrywac w szerszym klinicznym kontekscie.
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7. WNIOSKI

1.

Rola cytologii soku trzustkowego w diagnostyce roznicowej zwezen
przewodu trzustkowego gtbwnego jest ograniczona w praktyce klinicznej.

Wymazy szczoteczkowe sg przydatne w diagnostyce roznicowej zwezen

przewodu trzustkowego gtownego.

2.1.Cytologia wymazéw szczoteczkowych ze zwezen przewodu
trzustkowego gtdbwnego charakteryzuje sie niskg czutoscig, przy bardzo
wysokiej swoistosci i wartosci predykcyjnej wyniku dodatniego oraz dosc¢

wysokiej wartosci predykcyjnej wyniku ujemnego.

2.2.Cytologia wymazéw szczoteczkowych ze zwezen przewodu
trzustkowego gtdbwnego cechuje sie wyzszg czutoscig i wartoscig
predykcyjng wyniku ujemnego niz cytologia wymazoéw szczoteczkowych

ze zwezen drdg zoétciowych.

2.3.Fluorescencyjna hybrydyzacja in situ (FISH) wymazow
szczoteczkowych ze zwezeh przewodu trzustkowego gtownego
charakteryzuje sie umiarkowang czutoscig i wartoscig predykcyjng
wyniku ujemnego, przy dos¢ wysokiej swoistosci i wartosci predykcyjnej

wyniku dodatniego.

2.4.Wymazy szczoteczkowe ze zwezen przewodu trzustkowego gtéwnego
sg réwnie wiarygodnym materiatem do wykonania FISH co wymazy ze
zwezen DZ. Cechujg sie wyzszg czutoscig i wartoscig predykcyjng
wyniku ujemnego, przy nieznacznie nizszej swoistosci i wartoSci
predykcyjnej wyniku dodatniego w stosunku do FISH wymazéw ze

zwezen drog zotciowych.

2.5.FISH cechuje sie wyzszg czuto$cig, ale nizszg swoistoscig niz rutynowa
cytologia w diagnostyce zwezen przewodu trzustkowego gtdwnego.

Najwyzszg wartos¢ diagnostyczng ma potgczenie obu tych metod.
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2.6. Zakwalifikowanie atypii do wynikow dodatnich cytologii znamiennie
poprawia czuto§¢ metody, przy niezmienionej wysokiej swoistosci i
wartosci predykcyjnej wyniku dodatniego oraz nieznacznie zwieksza
wartos¢  predykcyjng wyniku ujemnego  cytologii  wymazow

szczoteczkowych ze zwezen przewodu trzustkowego i drog zotciowych.
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9. STRESZCZENIE

Celem pracy byta ocena przydatnosci cytologii soku trzustkowego i
wymazdéw szczoteczkowych w diagnostyce roznicowej zwezen przewodu
trzustkowego gtéwnego. Za cele szczegdtowe uznano ocene roli cytologii
wymazow szczoteczkowych ze zwezen PT i poréwnanie jej przydatnosci z
cytologia ze zwezen drég zotciowych (DZ), ocene roli fluorescencyjnej
hybrydyzacji in situ (FISH) wymazdéw szczoteczkowych ze zwezen PT i
poréwnanie jej przydatnoéci z FISH ze zwezen DZ, poréwnanie przydatnosci
rutynowej cytologii i FISH w diagnostyce zwezen PT oraz ocena wpilywu
zakwalifikowania atypii do wynikdw dodatnich lub ujemnych na wynik
cytologii wymazow szczoteczkowych ze zwezen PT i DZ.

Do badania zakwalifikowano 151 chorych (73 kobiety i 78 mezczyzn, w
wieku 19-91 lat, $rednia wieku 62,92 lata). Stwierdzono 64 zwezenia PT (29
ztosliwych, 35 fagodnych) i 87 zwezen DZ (65 ztosliwych, 22 tagodne).
Materiat do badania pobierano w czasie endoskopowej
cholangiopankreatografii  wstecznej (ECPW). Preparaty do oceny
cytologicznej przekazywano do Zakiadu Patomorfologii Gdanskiego
Uniwersytetu Medycznego. Wymazy interpretowano jako ztosliwe, atypowe
lub tagodne. Preparaty do badania technikg FISH przekazywano do Zaktadu
Biologii i Genetyki Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego. FISH
wykonywano za pomocg zestawu UroVysion wykrywajgcego aneuploidie 3,
7 i 17 chromosomu oraz delecje w locus 9p21. Wynik byt uznawany za
dodatni jesli obserwowano polisomie ktéregokolwiek chromosomu albo
trisomie chromosomu 3 lub 7 w co najmniej 5 komorkach. Analizie poddano
materiat cytologiczny 148 chorych oraz wyniki FISH 67 pacjentow.
Obliczono czuto$é, swoistos¢, warto$¢ predykcyjng wyniku dodatniego
(WPWD) i wartos¢ predykcyjng wyniku ujemnego (WPWU) dla cytologii i
FISH.
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Sok trzustkowy pobrano u 8 pacjentow ze zwezeniem PT. CzutoS¢ cytologii
wymazow szczoteczkowych dla zwezen PT i DZ wyniosta 35,87% przy
swoistosci 100%, WPWD 100%, a WPWU 48,7%. Stwierdzono wyzszg
czuto$é | WPWU cytologii w przypadku zwezen PT w poréwnaniu do DZ
(odpowiednio 42,86% vs. 32,81%, NS i 68% vs. 33,85%, p < 0,000) przy
swoistosci i WPWD 100% dla obu typéw zwezen. Gdy jako wynik dodatni
interpretowano obecnosS¢ atypii, czuto$¢ cytologii wzrosta do 52,17% dla
catej grupy, 53,57% dla PT i 51,56% dla DZ (52,17% vs. 35,87%, p <
0,019). WPWU wzrosta do 56% (56% vs. 48,7%, NS) dla catej grupy,
72,34% dla PT i 41,51% dla DZ (72,34% vs. 41,51%, p < 0,002). Swoistos¢ i
WPWD pozostaty na poziomie 100%.

Czutos¢ FISH byta wyzsza niz cytologii zarébwno w przypadku interpretacii
atypii jako wyniku ujemnego, jak i atypii jako wyniku dodatniego
(odpowiednio 65,12% vs. 35,87%, p < 0,001 i 65,12% vs. 52,17%, NS).
Swoistos¢ i WPWD FISH byta nizsza niz cytologii (odpowiednio 87,5% vs.
100%, p < 0,025 i 90,32% vs. 100%, NS), a WPWU wyzsza (58,33% vs.
48,7% dla atypii jako wyniku ujemnego i 56% dla atypii jako wyniku
dodatniego, NS). Czutos¢ i WPWU FISH byty wyzsze dla wymazow z PT w
poréwnaniu do DZ (odpowiednio 76,47% vs. 57,69%, NS i 75% vs. 45%,
NS), a swoistos¢ i WPWD nizsze dla PT (odpowiednio 85,71% vs. 93,75%,
NS i 86,67% vs. 93,75%, NS).

Gdy za wynik dodatni uznawano obecno$¢ jednej z nastepujgcych
zmiennych: dodatniej cytologii lub obecnoéci atypii lub dodatniej FISH,
wowczas czuto$¢ badania byta wyzsza w poréwnaniu z cytologig (85,37%
vs. 35,87%, p < 0,000 dla atypii jako wyniku ujemnego i 85,37% vs. 52,17%,
p < 0,000 dla atypii jako wyniku dodatniego), jak i FISH (85,37% vs. 65,12%,
p < 0,028). Swoisto$¢ byta nizsza niz cytologii (86,96% vs. 100%, p < 0,022)
i FISH (86,96% vs. 87,5%, NS). WPWD byta nizsza niz cytologii (92,11% vs.
100%, NS) i wyzsza niz FISH (92,11% vs. 90,32%, NS), a WPWU byta
wyzsza niz cytologii i FISH (76,92% vs. odpowiednio 48,7% i 58,33%, NS).
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Poréwnujgc wymazy z PT i DZ w tej grupie obserwowano wyzszg czutosé i
WPWU dla PT (odpowiednio 93,75% vs. 80%, NS i 91,67% vs. 64,29%, NS)
oraz nizszg swoistos¢ i WPWD (odpowiednio 84,61% vs. 90%, NS i 88,24%
vs. 95,24%, NS).

Rola cytologii soku trzustkowego w diagnostyce réznicowej zwezen PT jest
ograniczona praktyce klinicznej. Wymazy szczoteczkowe sg przydatne w
diagnostyce réznicowej zwezen PT. Cytologia wymazow szczoteczkowych
ze zwezen PT charakteryzuje sie niskg czutoscig, przy bardzo wysokiej
swoistosci i WPWD oraz dos¢ wysokiej WPWU. Cytologia wymazéw
szczoteczkowych ze zwezen PT cechuje sie wyzszg czutoscig i WPWU niz
cytologia wymazdéw szczoteczkowych ze zwezen DZ. Fluorescencyjna
hybrydyzacja in situ (FISH) wymazéw szczoteczkowych ze zwezen PT
charakteryzuje sie umiarkowang czutoscig i WPWU, przy dos¢ wysokiej
swoistosci i WPWD. Wymazy szczoteczkowe ze zwezen PT sg réwnie
wiarygodnym materiatem do wykonania FISH co wymazy ze zwezen DZ.
Cechujg sie wyzszg czutoscig i WPWU, przy nieznacznie nizszej swoistosci i
WPWD w stosunku do FISH wymazow ze zwezen DZ. FISH charakteryzuje
sie wyzszg czutoscig, ale nizszg swoistoscig niz rutynowa cytologia w
diagnostyce zwezen PT. Najwyzszg warto$¢ diagnostyczng ma potgczenie
obu tych metod. Zakwalifikowanie atypii do wynikow dodatnich cytologii
znamiennie poprawia czutos¢ metody, przy niezmienionej wysokiej

swoistosci.
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10.ABSTRACT

The aim of this work was to assess the role of pancreatic juice cytology and
endoscopic brushings in differential diagnosis of the main pancreatic duct (PD)
strictures. The particular aims were to assess the role of brush cytology from
PD strictures and to compare its utility with brush cytology from bile duct (BD)
strictures, to assess the role of fluorescence in situ hybridization (FISH) from
PD strictures brushings and to compare its utility with FISH from BD brushings,
to compare the role of routine cytology and FISH in diagnosis of PD strictures
and to assess the influence of atypia interpreted as a positive or negative result

on the results of brush cytology from PD and BD strictures.

The study population consisted of 151 patients (73 women and 78 men, aged
19-91 years, mean age 62,92 years). There were 64 PD strictures (29
malignant, 35 benign) and 87 BD strictures (65 malignant, 22 benign). The
samples were obtained during endoscopic retrograde cholangiopancreatograhy
(ERCP). Cytological assessment of the specimens was performed in the
Department of Pathology, Medical University of Gdansk. They were interpreted
as malignant, atypical or benign. The smears for FISH technique were sent to
the Department of Biology and Genetics, Medical University of Gdansk. FISH
was performed with the use of UroVysion set that detects aneuploidy of
chromosome 3, 7 and 17 and deletion of locus 9p21. The results were regarded
as positive when at least 5 cells revealed polisomy of any chromosome or
trisomy of chromosome 3 or 7. The analysis of cytological material was
performed in case of 148 patients and FISH results were assessed in 67
patients. Sensitivity, specificity, positive predictive value (PPV) and negative
predictive value (NPV) were calculated.

Pancreatic juice was collected only from 8 patients with PD strictures.
Sensitivity of brush cytology for PD and BD strictures was 35.87%, specificity
100%, PPV 100% and NPV 48.7%. Sensitivity and NPV of brush cytology from
PD strictures were higher in comparison to BD brushings (42.86% vs. 32.81%,
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NS and 68% vs. 33.85%, p < 0.000 respectively) with specificity and PPV of
100% for both types of strictures. When atypia was interpreted as a positive
result then sensitivity of brush cytology raised to 52.17% for the whole group
(52.17% vs. 35.87%, p < 0.019), 53.57% for PD and 51.56% for BD strictures.
PPV increased to 56% (56% vs. 48.7%, NS) for the whole group, 72.34% for
PD and 41.51% for BD strictures (72.34% vs. 41.51%, p < 0.002). Specificity
and PPV remained 100%.

Sensitivity of FISH was higher than of cytology both for atypia as a positive and
as a negative result (65.12% vs. 35.87%, p < 0.001 and 65.12% vs. 52.17%,
NS, respectively). Specificity and PPV of FISH was lower than that of cytology
(87.5% vs. 100%, p < 0.025 and 90.32% vs. 100%, NS, respectively), while
NPV was higher (58.33% vs. 48.7% for atypia as a negative result and 56% for
atypia as a positive result, NS). Sensitivity and NPV of PD brushings were
higher when compared to BD (76.47% vs. 57.69%, NS and 75% vs. 45%, NS,
respectively). Specificity and PPV of PD brushings were lower (85.71% vs.
93.75%, NS and 86.67% vs. 93.75%, NS, respectively).

When either routine cytology results were positive or atypia was observed or
FISH results were positive, the sensitivity was higher both in comparison with
cytology (85.37% vs. 35.87%, p < 0.000 for atypia as a negative result and
85.37% vs. 52.17%, p < 0.000 for atypia as a positive result) and FISH (85.37%
vs. 65.12%, p < 0.028). Specificity was lower than that of cytology (86.96% vs.
100%, p < 0.022) and FISH (86.96% vs. 87.5%, NS). PPV was lower than that
of cytology (92.11% vs. 100%, NS) and higher than that of FISH (92.11% vs.
90.32%, NS), and NPV was higher than that of cytology and FISH (76.92% vs.
48.7% and 58.33% respectively, NS). Sensitivity and NPV of PD brushings
were higher in comparison with BD brushings (93.75% vs. 80%, NS and
91.67% vs. 64.29%, NS, respectively) while specificity and PPV were lower
(84.61% vs. 90%, NS and 88.24% vs. 95.24%, NS, respectively).
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The clinical role of pancreatic juice cytology in the differential diagnosis of PD
strictures is limited. Endoscopic brushings are a valuable diagnostic tool in case
of PD strictures. Brush cytology of PD strictures is characterized by low
sensitivity, but very high specificity and PPV and fairly high NPV. Sensitivity and
NPV of brush cytology from PD strictures is higher in comparison with that of
BD strictures. Fluorescence in situ hybridization of PD brushings is
characterized by moderate sensitivity and NPV with fairly high specificity and
PPV. PD brushings provide as good samples for FISH technique, as BD
brushing. They are characterized by higher sensitivity and NPV, with slightly
lower specificity and PPV than BD brushings. FISH has higher sensitivity, but
lower specificity than routine cytology in the diagnosis of PD strictures. The best
diagnostic result can be reached by combining those two methods.
Interpretation of atypia as a positive cytological result increases sensitivity
significantly, with unchanged high specificity.
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11.ZALACZNIK

Protokot FISH na utrwalonych preparatach z zastosowaniem sondy

UroVysion

Data opracowania 19.11.2008

l. Przygotowanie preparatu

Numer badanego preparatu

1. Utrwali¢ preparat w utrwalaczu 3:1 przez 10 minut .....................

2. Obejrze¢ po mikroskopem, zaznaczy¢ na preparacie miejsce hybrydyzacji

otdbwkiem diamentowym ...........

Il Postepowanie przedhybrydyzacyjne
Tech............ Data.......ccccevveeeeeaee. Godzina.............

3. Pluka¢ preparaty w 1 x PBS 2 x 5 min w kazdym 1. ........ 2........

4. Utrwali¢ preparaty w 1% formaldehydzie (temp. pok.) przez 5 min. ........

5. Ptuka¢ preparaty w 1 x PBS 2 x 5 min w kazdym 1. .......... 2. .
6. Odwodni¢ przez 2 min w 70% EtOH.......... 80% EtOH......... 96% EtOH..........
Wysuszyc€ ...........
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10. Hybrydyzowa¢ w wilgotnej komorze (temp. 37°C) przez noc........

Rozpoczecie inkubacji, godzina ..........

Il Postepowanie pohybrydyzacyjne

Tech.............. Data.....cccooeeviiiiinnn. Godzina.............
1. Zatrzymac hybrydyzacje, godzina .................... Usung¢ klej, zdjg¢ szkietko
nakrywkowe ..........
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