WSTEP

Podscielisko tacznotkankowo-naczyniowe jest istotna czg$cia guza nowotworowego,
stanowiace jego zrab, przez ktory przekazywane sa skladniki odzywcze proliferujacym,
komoérkom nowotworowym. To wiasnie dzigki elementom podscieliska, guz nowotworowy
zachowuje swoja integralno$¢ i ma mozliwo$¢ destrukcyjnego wzrostu ,,pasozytujac” na
organizmie gospodarza. W ostatnich latach dzigki szybkiemu rozwojowi biologii
molekularnej i genetyki udowodniono, ze populacja komoérek nowotworowych z ich
zdolnoscia do niepohamowanej proliferacji powstaje na skutek akumulacji nieletalnych
mutacji, do jakich dochodzi w przebiegu zycia osobniczego (Jackson 1998, Loeb 2003). W
toku badan okazato si¢ takze, ze nowotwory sa pod tym wzgledem niezwykle zré6znicowana
grupa zmian patologicznych, a sam proces karcynogenezy jest ztozony i wieloetapowy .

Nie inaczej jest w sporadycznym raku przewodowym trzustki, gdzie najistotniejsze
mutacje dotycza onkogenu K-ras (80-90% przypadkéw) i gendw supresorowych: pl6 (95%),
SMAD4/ DPC4 (55%) oraz p53 (50-70%), a takze w pdzniejszym okresie BRCA2 (Hahn
1996, Hruban 2000, Bardeesy 2002, Talar-Wojnarowska 2006). Akumulacje powyzszych
mutacji, koreluja ze zmianami wewnatrzprzewodowymi nablonka, co zaowocowato
powstaniem klasyfikacj histopatologicznej zmian wewnatrzprzewodowych w  trzustce
(pancreatic intraepithelial neoplasia, PanIN ) (Hruban 2000). W zwiazku z faktem, ze
patogeneza nowotworow jest zlozona, idea celowanej terapii przeciwnowotworowe;j,
hamujacej konkretna Sciezke dziatania czynnika wzrostu, zostala jak do tej pory zrealizowana
tylko w nielicznych nowotworach. Dobrym przyktadem takiego dziatania leku, jest terapia
imatinibem guzow podscieliskowych przewodu pokarmowego (Demetri 2002).

Powyzsze rozwazania, sktonity badaczy do poszukiwania wspolnych cech dla réznych

typoOw nowotwordw i potencjalnych punktow uchwytu dla réznego rodzaju terapii. Stad, w
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naturalny sposob wyplywa zainteresowanie podscieliskiem nowotworowym, stanowiacym
delikatng sie¢ proliferujacych naczyn krwiono$nych, migrujacych fibroblastoéw i komorek
wysigku zapalnego, poddawanych dzialaniu cytokin.

Proces formowania podscieliska nowotworowego czyli stromatogenezy (Sivridis
2004) jest integralnie zwiazany z tworzeniem sieci nowych naczyn krwionosnych czyli z
angiogeneza (Folkman 1995, Risau 1997). W tworzeniu aktywnych biologicznie zwiazkéw
odpowiedzialnych za wzajemne relacje pomigdzy elementami strukturalnymi zrgbu, biora
udziat zaré6wno komorki nacieku zapalnego, z gtéwna rola makrofagéw i komorek tucznych,
fibroblasty, jak i komoérki nowotworowe. Do najwazniejszych aktywnych biologicznie
zwiazkow bioracych udzial w tworzeniu podscieliska naleza czynniki wzrostu, takie jak:
ptytkowy czynnik wzrostu (platelet derived growth factor, PDGF), podstawowy czynnik
wzrostu fibroblastow (basic fibroblast growth factor, bFGF), transformujacy czynnik wzrostu
beta (transforming growth factor, TGF ), czynnik martwicy guza (tumor necrosis factor,
TNF) oraz szereg interleukin. Powyzsze czynniki biologiczne wplywaja zaréwno na
proliferacj¢ fibroblastoéw, komoérek srodbtonka, jak réwniez dziataja jako czynniki
chemotaktyczne dla komorek nacieku zapalnego i umozliwiaja skuteczne wytwarzanie
istotnych elementow strukturalnych macierzy pozakomorkowej (extracellular matrix, ECM),
z siecig biatek o budowie wiokienkowej (kolagen, laminina, elastyna), $cisliwych zeli
zapewniajacych sprezystos$¢ tkanki (proteoglikany, kwas hialuronowy) powiazanych misterna
siecia glikoprotein adhezyjnych 1 integryn. Te ostatnie, wraz z rodzina metaloproteinaz,
aktywatorow plazminogenu, trombospondyna i mieszaning kolagenaz, sa odpowiedzialne za
rozluznienie elementow strukturalnych zrgbu i tworzenie miejsca dla nowopowstatych,
paczkujacych naczyn krwiono$nych (Kumar 2005).

Tworzenie podscieliska nie jest oczywiscie procesem charakterystycznym wytacznie

dla wzrostu guza nowotworowego. Zjawisko to odgrywa nie mniej istotna role¢ w przebiegu
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przewleklego zapalenia, doprowadzajac w wielu przypadkach do powstawania mas
patologicznych, ktoére w praktyce klinicznej moga budzi¢ podejrzenie zmian nowotworowych.
Przykltadem narzadu, w obrgbie ktérego moze dochodzi¢ do nasilonej stromatogenezy w
przebiegu obu tych procesow, jest trzustka.

Patogeneza zapalenia trzustki jest zblizona w stanach ostrych (pancreatitis acuta) i w
procesie przewlektym (pancreatitis chronica). Zmiany morfologiczne w ostrym zapaleniu,
takie jak: martwica tkanki gruczotowej trzustki oraz martwica enzymatyczna tkanki
tluszczowej, w potaczeniu z aktywnym naciekiem zapalnym oraz destrukcja naczyn
krwionosnych z towarzyszacymi wylewami krwi, wskazuja na gwattowne uszkodzenie tkanki
trzustkowej w toku samotrawienia, na skutek patologicznej aktywacji enzymow
trzustkowych. Mechanizmem inicjujacym kaskade wzajemnie pobudzajacych sig
proenzymow 1 enzymow, jest aktywacja trypsynogenu, ktory po przeksztalceniu w trypsyng
ma zdolno$¢ aktywacji profosfolipazy i proelastazy (Marshall 1993). Obecnie postuluje si¢
trzy najbardziej prawdopodobne patomechanizmy aktywacji enzymow trzustkowych:

(1) w wyniku niedroznosci przewodow trzustkowych dochodzi do retencji bogatego w
enzymy plynu w tkance $rodmiazszowej narzadu, z istotna rola lipazy
(wydzielanej od razu w postaci aktywnej) doprowadzajacej do martwicy
enzymatycznej tkanki tluszczowej, z pobudzeniem leukocytow i komodrek o
charakterze fibroblasta do wytwarzania szeregu cytokin (interleukiny, TNF,
substancja P, PAF), ktore dalej wzmacniaja odczyn zapalny i powoduja
zwigkszona przepuszczalno$¢ toza naczyniowego (Kingsnorth 1997, Norman
1998),

(i1) pierwotne uszkodzenie komorek zrazikow trzustkowych, najczesciej w wyniku
infekcji wirusowych, dziatania toksyn, uszkodzenia mechanicznego lub w

przebiegu ostrego niedokrwienia (np. we wstrzasie),
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(ii1)) w wyniku defektu w transporcie wewnatrzkomérkowym proenzyméow w komoérkach
zrazikow trzustkowych (Whitcomb 1999).

Omawiajac patomechanizm ostrego zapalenia trzustki, nie mozna pominaé¢ wpltywu
gléwnego metabolicznego czynnika rozwoju tej choroby, jakim jest naduzywanie alkoholu.
Obecnie uwaza si¢, ze naduzywanie alkoholu doprowadza do powstawania
nierozpuszczalnych, bogatobiatkowych zlogow w $wietle przewodzikéw trzustkowych, co
uruchamia kaskadowy mechanizm uszkodzenia trzustki opisany powyzej. Czg$¢ autoréw
uwaza, ze ostre zapalenie trzustki jest w rzeczywisto$ci zaostrzeniem procesu przewlektego,
manifestujacego si¢ po raz pierwszy w tak gwaltowny sposob (Pitchumoni 1996).
Potwierdzeniem powyzszej tezy moze by¢ fakt, ze naduzywanie alkoholu pozostaje takze
glownym czynnikiem rozwoju przewleklego zapalenia trzustki, a podstawowy
patomechanizm zwigzany z powstawaniem nierozpuszczalnych konkrementow w
przewodzikach trzustkowych, jest taki sam jak w ostrym zapaleniu trzustki (Suda 1990).
Dodatkowo alkohol powoduje bezposrednie, toksyczne uszkodzenie komorek czesci
zewnatrzwydzielniczej trzustki, z ich sthuszczeniem 1 postepujaca destrukcja, inicjujaca proces
wtoknienia (Kléppel 1999). Patomechanizm toksycznego dzialania alkoholu, jak réwniez
innych czynnikow toksycznych, jest zwiazany ze stresem oksydacyjnym i dzialaniem
wolnych rodnikéw niszczacych komorki zrazikow trzustkowych (Adler 1997). W efekcie
zostaje uwolnionych szereg cytokin, takich jak IL-8 (interleukina 8), MCP-1 (monocyte
chemoattractant-1), TGF-B (transforming growth factor — ) (Saurer 2000). Ten ostatni
czynnik wplywa na aktywno$¢ trzustkowych komoérek gwiazdzistych (pancreatic stellate
cells, PSC), ktére odgrywaja kluczowa role w patogenezie widknienia trzustki (Omary 2007).

Uwzgledniajac powyzsze dane, rodzi si¢ pytanie, jaka rol¢ w patogenezie raka trzustki
odgrywa przewlekte zapalenie tego narzadu. Przez dlugi czas nie udawato sig ustali¢, jakie

jest ryzyko rozwoju raka u pacjentow cierpiacych na przewlekle zapalenie trzustki.
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Czynnikiem utrudniajacym analiz¢ tych relacji jest fakt, Ze rozwdj guza nowotworowego,
moze wtornie doprowadza¢ do zmian zapalnych poprzez zamykanie $wiatta przewodzikow
trzustkowych. Ponadto obserwacja odpowiednio duzej populacji pacjentéw cierpiacych na
przewlekte alkoholowe zapalenie trzustki przez kolejne 20-30 lat jest utrudniona, ze wzglgdu
na wyniszczajacy tryb zycia jaki prowadza. Niemniej jednak Malka i wsp. (2002) ustalili
przeprowadzajac badania prospektywne nad populacja 373 pacjentow, ze ryzyko wystapienia
raka trzustki u osob cierpiacych na przewlekle zapalenie trzustki, jest 27 - krotnie wigksze niz
w populacji nie obciazonej tym schorzeniem. U o0séb z wrodzonym zapaleniem trzustki
spowodowanym mutacja w genie PRSS1 (cationic trypsinogen gene) stwierdzono 53 — krotny
wzrost zapadalno$ci na przewodowego raka trzustki (Lowenfels 1997). Z kolei mutacje w
genie SPINK1 (secretory trypsin inhibitor gene) doprowadzaja do 100 — krotnego wzrostu
ryzyka rozwoju raka, z wystgpowaniem pierwszych objawow okolo 14 lat wczesniej niz w
raku sporadycznym. Istnieje takze powiazanie pomigdzy przewlekltym zapaleniem trzustki i
rakiem trzustki, u 0séb cierpiacych na zwidknienie torbielowate (cystic fibrosis). Pacjenci ci,
obarczeni mutacja w genie CFTR (cystic fibrosis transmembrane conductans regulator gene)
z powodu uposledzenia sekrecji enzymow trzustkowych i zwiazanej z tym tendencji do
przewleklego zapalenia, sa takze w wigkszym stopniu narazeni na ryzyko rozwoju raka
(McWilliams 2005). Istotnym dowodem wskazujacym na przewlekte zapalenie trzustki, jako
czynnika ryzyka rozwoju raka trzustki, bylo doniesienie z 2003, w ktérym Andea i wsp.
porownali czgsto$¢ wystegpowania zmian wewnatrzprzewodowych o charakterze PanIN w
miazszu trzustek bez zmian zapalnych, z czgstoscia tego typu zmian w przewlektym zapaleniu
trzustki. Zmiany o charakterze PanIN stwierdzono w 68% zapalnie zmienionych trzustek i
zaledwie w 28% trzustek bez zmian zapalnych. A zatem, w jaki sposéb przewlekte zapalenie

wplywa na wzrost ryzyka rozwoju raka trzustki?
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Konkretne patomechanizmy nie sa jeszcze w petni poznane. Jedna z hipotez jest aktywacja
jadrowego czynnika transkrypcji NFkB, do ktorej moze dochodzi¢ w wyniku dziatania
réznorodnych cytokin, z istotna rola TNFa wydzielanego przez rézne typy komorek nacieku
zapalnego, migdzy innymi przez makrofagi (Hayden 2004). Innym istotnym mediatorem
odpowiedzialnym za karcynogenez¢ w trzustce moze by¢é COX-2 (cyklooksygenaza-2),
odpowiedzialna za syntezg prostaglandyn 1 eikozanoidow, ktorej wzrost aktywnosci
stwierdzono w wielu nowotworach pochodzenia nabtonkowego, a takze w przewleklym
zapaleniu trzustki, zmianach o charakterze PanIN oraz w wigkszosci rakow przewodowych
trzustki (Tucker 1999, Schlosser 2002, Albazaz 2005). Niezaleznie od konkretnych
patomechanizméw mozna stwierdzi¢, ze przewlekle =zapalenie, poprzez promowanie
miejscowego wydzielania cytokin, czynnikéw wzrostu i wolnych rodnikow, doprowadza do
szeregu zmian w mikrosrodowisku chorego narzadu, ktore sprzyjaja akceleracji nabywania
mutacji niezbednych do powstania komorki o fenotypie raka. Jest to sytuacja podobna do tej,
ktéra stwierdzono w relacji przewleklego zapalenia blony $luzowej zotadka i raka zotadka,
lub przewleklego zapalenia watroby i raka watrobowokomorkowego (Li 2007).

Wobec powyzszych faktow nie dziwi duze zainteresowanie jakim cieszy si¢ w
ostatnich latach podscielisko nowotworowe. W badaniach nad istota choroby nowotworowe;j
przez dlugi czas nie doceniano faktu, ze mas¢ guza nowotworowego niekiedy w bardzo
duzym odsetku stanowi wiasnie podscielisko, ktore wydaje si¢ rézni¢ od podscieliska
wytwarzanego w  przebiegu przewlektego zapalenia. Pojgcie  mikrosrodowiska
(microenvironment) zdefiniowane jako populacja nienowotworowych komorek i ich zrgbu w
guzie nowotworowym, na stale zagoscito w pracach naukowych (Unger 2003, Kumar 2005).
Obecnie uwaza sig, ze nienowotworowe elementy podscieliska wptywaja na podtrzymanie
rozrostu komoérek nowotworowych, na zdolno$¢ do tworzenia przerzutow, na nasilenie

angiogenezy, a takze potencjalnie same moga stac si¢ celem farmakoterapii (Li 2007).
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W toku badan nad mikro$rodowiskiem, szczegdlne zainteresowanie wzbudza rola
makrofagéw w guzach nowotworowych (tumor assosiated macrophages, TAM) oraz komorek
tucznych (mast cells, MC).

Wyniki prac badawczych na temat korelacji czasu przezycia chorych na raka, z
intensywnos$cia nacieku makrofagdéw, sa zréznicowane w zaleznosci od badanego narzadu.
Przewazaja doniesienia o gorszym rokowaniu w guzach zawierajacych duzo makrofagow. W
czgéci prac stwierdzono dodatnia korelacj¢ pomigdzy nasileniem angiogenezy, a ilo$cia
makrofagéw np. w raku sutka, prostaty, endometrium, pgcherza moczowego (Leek 2002,
Lissbrant 2000, Ohno 2004) lub pomigdzy ilo$cia makrofagéw, a iloScia weztow chtonnych
zajetych przez przerzuty raka (rak sutka, pecherza moczowego) (Tsutsui 2005, Hanada 2000).
W toku badan wysunigto hipoteze, ze populacja makrofagéw w guzie nowotworowym nie jest
jednorodna, a czg$¢ z nich moze ulega¢ nieprawidlowej stymulacji, przeksztatcajac sig¢ z
komorek prezentujacych antygen i pobudzajacych uktad immunologiczny do walki z rakiem,
w komorki wydzielajace czynniki zwigkszajace rozplem komoérek nowotworowych oraz
pobudzajacych angiogenezg w guzie nowotworowym (Mantovani 2002)

Rownie zrdéznicowane wyniki otrzymano badajac wplyw komorek tucznych na
biologiczna aktywnos$¢ guza nowotworowego. W czgsci doniesien podkresla si¢ dodatnia
korelacje pomiedzy gesto$cia nacieku mastocytow (mast cell density, MCD),a ggstoScia
naczyniowa (microvessel density, MVD) (Tuna 2006). Z kolei sprzeczne rezultaty pochodza z
badan nad wplywem mastocytow na ztosliwos$¢ biologiczna raka zotadka; w 1999 Yano i
wsp. stwierdzili zwigkszenie ggstosci naczyniowej w guzach bogatych w komorki tuczne oraz
gorsze rokowanie u takich pacjentow, a w 2005 Liu 1 wsp. odnotowali zmniejszona progresj¢
raka zotadka w guzach bogatych w mastocyty, zlokalizowanych gléwnie we froncie nacieku
nowotworowego. Jezeli chodzi o pordwnawcza analizg¢ dystrybucji i roli komoérek tucznych w

raku trzustki 1 przewleklym zapaleniu trzustki, to istnieja pojedyncze doniesienia na ten temat.
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Zarowno w raku trzustki jak i przewleklym zapaleniu trzustki stwierdzono zdecydowanie
wigksza ilos¢ komorek tucznych w stosunku do grupy kontrolnej. Jednoczesnie podkresla si¢
zwiazek ilosci komorek tucznych w podscielisku raka trzustki z nasileniem angiogenezy oraz
iloscia przerzutow w regionalnych weztach chtonnych (Esposito 2004, 2002).

Kolejnym tematem budzacym kontrowersje w odniesieniu do podscieliska
nowotworowego jest dystrybucja komorek ASMA+ (alfa smooth muscle actin) oraz CD34+.
Istnieje szereg doniesien postulujacych ,,zanikanie” komorek CD34+ w podscielisku zmian
ztosliwych oraz nasilenie ekspresji komorek ASMA+, czyli komoérek o charakterze
miofibroblasta. Do tej pory wigkszo$¢ doniesien koncentrowata si¢ na ocenie podscieliska
zmian w gruczole piersiowym (Chauhan 2003, Yazhou 2004, Kuroda 2005) i w raku jelita
grubego (Nakayama 2000, Kuroda 20005). W przypadku trzustki udowodnienie tego typu
dystrybucji komorek w podscielisku nowotworowym mogloby mie¢ szczegdlne znaczenie,
jako dodatkowe narzedzie w histopatologicznej diagnostyce roéznicowej przewleklego
zapalenia i raka przewodowego trzustki, zwlaszcza przy ocenie materiatu z oligobiopsji. Jak
do tej pory w $wiatowym piSmiennictwie mozna znalez¢ jedynie dwie prace na temat
dystrybucji komoérek CD34+ w pods$cielisku zmian patologicznych trzustki. W 2002 Barth i
wsp. porownal pod tym katem grupg 12 rakéw przewodowych, 8 przewleklych zapalen
trzustki 1 7 nowotworéw endokrynnych, a Kuroda i wsp. (2004) objat badaniami bardzo
zrdznicowana grupg¢ zmian patologicznych obejmujaca guzy trzustki pochodzenia
endokrynnego, raki przewodowe, torbielakogruczolaki oraz kilka przypadkéw ostrych i
przewlektych zapalen o roznej etiologii (razem 43 przypadki). W obu tych pracach wyniki
wskazywaly na roznice w dystrybucji komérek CD34+ w zmianach zlosliwych i tagodnych,
ale badane grupy byly stosunkowo nieliczne. W przypadku trzustki, dodatkowa wartoscia
wynikajaca z oceny dystrybucji komérek ASMA+ w réznych zmianach patologicznych, jest

odniesienie do aktywno$ci komoérek gwiazdzistych (stellate cells), dzigki ktérym trzustka
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posiada tak niezwykta zdolno$¢ do tworzenia podscieliska. Do tej pory pojawily si¢ tylko
pojedyncze doniesienia poréwnujace roznice w dystrybucji aktywowanych komorek
gwiazdzistych w podscielisku zmian nowotworowych i zapalnych trzustki (Omary 2007).
Pomimo duzej liczby doniesien na temat natury podscieliska nowotworowego, jak do
tej pory ukazato si¢ stosunkowo niewiele prac poréwnujacych je do podscieliska w zmianach
zapalnych. Uchwycenie tych rdznic, moze by¢ pomocne w zrozumieniu patomechanizmow
tworzenia 1 funkcjonowania podscieliska w zmianach o rdznej etiologii, a takze moze da¢
podstawy do sformutowania nowych wyktadnikow morfologicznych, ktére moga staé sig
dodatkowym narzgedziem w diagnostyce roznicowej zmian zapalnych i nowotworowych.
Badania nad podscieliskiem moga da¢ takze odpowiedz, w jaki sposob ksztaltowana jest
ztosliwos¢ biologiczna nowotworu oraz wyznaczy¢ nowe kierunki w poszukiwaniu punktow

uchwytu dla nowych lekow przeciwnowotworowych.
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CELE PRACY

1. Porownawcza ocena morfologiczna podscieliska w przewlektym zapaleniu i1 raku
trzustki z uwzglednieniem:
a. dystrybucji komorek CD34+ oraz ASMA+
b. ilosci makrofagéw i komorek tucznych
c. gestosci naczyniowej mikrokrazenia
2. Ustalenie warto$ci  diagnostycznej czgSci  powyzszych — parametrow w
histopatologicznej diagnostyce roznicowej raka trzustki i1 przewleklego zapalenia

trzustki.
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MATERIAL I METODY

Material i opis badanej grupy

Badania przeprowadzono wykorzystujac material archiwalny Katedry 1 Zaktadu
Patomorfologii AMG z lat 1998-2005 obejmujacy raki trzustki i przewlekte zapalenia
trzustki. Tylko jeden przypadek raka pochodzil z okresu wczesniejszego (1989). Do badan
zakwalifikowano pierwotne, gruczotowe raki trzustki wywodzace si¢ z przewodow
trzustkowych (adenocarcinoma ductale pancreatis). Z ~ badanej grupy wylaczono
gruczolakoraki torbielowate typu ,jajnikowego”, nowotwory wywodzace si¢ z Wwysp
trzustkowych, nowotwory pochodzenia mezenchymalnego oraz stosunkowo nieliczne
przypadki przerzutow innych nowotworéw do miazszu trzustki.

Przypadki przewleklego zapalenia trzustki takze pochodzity z materiatu
pooperacyjnego pacjentéw, u ktorych w przebiegu procesu zapalnego doszio do powstania
wyraznej zmiany guzowatej. Z badanej grupy wytaczono przypadki ostrego zapalenia z
rozlegla martwica lub zmianami ropnymi, a takze przypadki pochodzace z obszarow
graniczacych z pseudotorbielami.

Grupg kontrolng stanowity fragmenty miazszu trzustek o prawidlowej budowie
makro- i mikroskopowej, pochodzace ze zwlok o0s6b zmarlych z innych przyczyn, nie
obciazonych wywiadem alkoholowym, ktére za zycia nie prezentowaly jakichkolwiek
dolegliwosci sugerujacych chorobg trzustki. Dodatkowym kryterium pozwalajacym na
wlaczenie wycinka do grupy kontrolnej bylo dobre zachowanie materialu bez zmian

autolitycznych.
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W celu wykonania analizy pordwnawczej uzyskany material podzielono na trzy
grupy:
I grupa — pierwotne gruczolakoraki przewodowe trzustki
II grupa — przewlekle zapalenia trzustki
IIT grupa — trzustki o prawidlowej budowie histologicznej (grupa kontrolna).

Zabiegi operacyjne przeprowadzono w I i II Klinice Chirurgii Ogélnej Akademii
Medycznej w Gdansku.

W grupie raka trzustki znalazty si¢ 62 przypadki, w tym 38 megzczyzn (61%) oraz 24
kobiety (39%) w wieku od 43 do 91 lat (Srednia wieku 63,95 mediana 64).
43 preparaty pochodzity z resekcji metoda Whipple’a, 11 przypadkow z resekcji
oszczedzajacych odzwiernik, w 6 przypadkach dokonano catkowitej pankreatektomii, a 2
preparaty pochodzity z resekcji dystalnych czgsci trzustki.
Stadium zaawansowania choroby nowotworowej (pTNM) oceniano w oparciu o skalg¢ TNM
(Sobin & Wittekind, 6th edition, 2002), wykorzystujac dane z zachowanych raportow
histopatologicznych materiatu pooperacyjnego. Zaawansowanie choroby nowotworowej w
badanej grupie przedstawiato si¢ nastgpujaco:
- cecha pT: pTl1- 2 przypadki (3%), pT2— 21 przypadkéow (33%), pT3- 36 przypadkow
(58%), pTx- 3 przypadki (4%)
- cecha pN: pNO- 29 przypadkow (46%), pN1- 30 przypadkow (48%), pNx — 3 przypadki
(4%)
- cecha M: w oparciu o raporty histopatologiczne znaleziono tylko 3 przypadki z
udokumentowanymi w nich przerzutami odlegtymi (4%).

W grupie przewlektego zapalenia trzustki znalazty si¢ 43 przypadki, w tym 32
mezezyzn (74%) oraz 11 kobiet (26%) w wieku od 19 do 81 lat (srednia wieku 48,76 mediana

47). W 16 przypadkach dokonano resekcji metoda Whipple’a, w 17 przypadkach preparaty
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pochodzity z zabiegéw oszczedzajacych odzwiernik, w 10 przypadkach usunig¢to same
fragmenty miazszu trzustki.
Dokonano przegladu preparatéw histopatologicznych barwionych hematoksyling i
eozyna (H-E), wybierajac wycinki spetniajace nastepujace kryteria:
a. wycinek ukazujacy reprezentatywny obraz histopatologiczny dla danego rozpoznania
b. wycinek pozbawiony nasilonych zmian martwiczych, aktywnego, ropnego wysigku
zapalnego, zawierajacy dobrze zachowany, nie skoagulowany materiat tkankowy
c. wycinek zawierajacy wystarczajaca do oceny ilos¢ podscieliska.
d. w przypadku grupy kontrolnej selekcjonowano wycinki zawierajace zdrowy miazsz
trzustki bez cech autolizy.
Do wyselekcjonowanych preparatow dopasowano odpowiednie bloki parafinowe zawierajace
materiat tkankowy opracowany wedlug rutynowej procedury (utrwalenie w 4% formalinie
maksymalnie przez 72 godziny, pobranie reprezentatywnych wycinkdéw, nastgpnie ich
odwodnienie poprzez przeprowadzenie przez odpowiednie stgzenia alkoholu etylowego i
ksylenu i zatopienie w parafinie niskotopliwej). Z blokéw parafinowych krojono skrawki

grubo$ci 4 pm do wykonania barwien specjalnych.
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Barwienia specjalne i metody ich oceny

Wykonano nastgpujace odczyny immunohistochemiczne oraz histochemiczne:

1. Barwienie metoda Giemsy (wg. rutynowej procedury)

2. Przeciwciala przeciw aktynie migsni gladkich (alpha smooth muscle actin, ASMA)
(klon 1A4, Dako Cytomation)

3. Przeciwciata przeciw antygenowi CD34 (klon B1-C5, Dako Cytomation)

4. Przeciwciala przeciw antygenowi CD31 (klon JC70A, Dako Cytomation)

5. Przeciwciala przeciw wspolnemu antygenowi leukocytéw (leucocyte common
antygen, LCA) (klon 2B11+PD7/26, Dako Cytomation)

6. Przeciwciala przeciw antygenowi CD68 (klon KP1, Dako Cytomation)

Antygeny odkrywano podgrzewajac skrawki w temperaturze 95°C przez 20 minut w
buforze cytrynianowym. Obecno$¢ komplekséw antygen-przeciwcialo uwidaczniano przy
uzyciu biotynylowanych przeciwcial wtoérnych oraz kompleksu streptawidyna-peroksydaza
(system LSAB, K675, DAKO). Jako chromogenu uzyto diaminobenzydyny (DAB). Kontrolg
negatywna wykonano stosujac powyzsza procedurg, nakladajac w miejsce przeciwciat
pierwotnych roztwdr surowicy mysiej od nieimmunizowanego zwierzgcia. Szczegdtowy opis

procedury wykonywanych odczyndéw znajduje si¢ w Dodatku.
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W preparatach barwionych hematoksyling i eozyna (H-E) dokonano poétilosciowej
oceny nasilenia stromatogenezy oceniajac, jaki obszar w preparacie zajmuje podscielisko, wg
nastepujacych kryteriow:

0 — brak nasilonej stromatogenezy (norma)
1+ — mate nasilenie (ponizej 25% pola powierzchni badanego skrawka)
2+— $rednie nasilenie (25% - 50% pola powierzchni badanego skrawka)
3+ — duze nasilenie (powyzej 50% pola powierzchni badanego skrawka)
Na tym etapie nie analizowano jeszcze, czy podscielisko jest mniej lub bardziej zwtokniate,
ani nie oceniano czy jest bogato- lub ubogokomadrkowe. Dodatkowo przy ocenie podscieliska
zmian zapalnych oceniono nasilenie wioknienia okoto- i §rodzrazikowego (interacinar
fibrosis, intraacinar fibrosis) takze wedtug skali trojstopniowe;:
1 — mate nasilenie
2 — §rednie nasilenie
3 — duze nasilenie
A zatem przyktadowy zapis tabelaryczny wldknienia w przewleklym zapaleniu trzustki:
nasilenie witdknienia 3, inter 3, intra 2 oznacza: duze nasilenie stromatogenezy (powyzej 50%
pola powierzchni badanego skrawka), z duzym nasileniem witoknienia migdzyzrazikowego i
$rednio wyrazonym wtoknieniem $rodzrazikowym. Z kolei zapis: widknienie 3, inter 2, intra
2 oznacza: duze nasilenie wtoknienia (powyzej 50% objgtosci pola powierzchni badanego
skrawka), ale jest rozlozone rdéwnomiernie pomigdzy obszary migdzyzrazikowe i
srodzrazikowe (tab. na str. 73)

Ponadto zanotowano sktonno$¢ do wioknienia i1 szkliwienia podscieliska w
centralnych czg$ciach obszaréw o wzmozonej stromatogenezie, odnotowujac ja jako:
0 — brak obszardéw nasilonego bliznowacenia i szkliwienia

1 — sa obszary nasilonego bliznowacenia i szkliwienia
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Kolejnym etapem byla ocena ekspresji komorek ASMA+ w podscielisku. Takze w
tym wypadku dokonano oceny pétilosciowej, modyfikujac metode oceny opisana przez
Kurod¢ w odniesieniu do podscieliska gruczotlu piersiowego w 2005. W oryginalnej pracy
dokonywano oceny wg. nastepujacych kryteriow: (-) brak ekspresji, (+/-) pojedyncze
komorki, (+) reakcja ogniskowa, (++) reakcja S$rednionasilona, wieloogniskowa, (+++)
reakcja silna, rozlana.

Modyfikujac powyzsza skalg w celu oceny zmian w trzustce, takze wzigto pod uwagg ilo$¢
komorek podscieliska wykazujacych pozytywna reakcjg, a ponadto specyficzna dla trzustki
dystrybucje. W ten sposdb powstata ponizsza skala:

0 — bak reakcji

1+ — reakcja stabo/$rednio zaznaczona ogniskowo (w przypadku zmian zapalnych gltéwnie
okoto- i §rodzrazikowo)

2+ — reakcja wyraznie zaznaczona ogniskowo ( w przypadku zmian zapalnych gtéwnie okoto
1 srodzrazikowo)

3+ —reakcja $rednio zaznaczona, rozlana

4+ — reakcja wyraznie zaznaczona, rozlana.

Dodatkowo za wewnetrzng kontrolg poprawnosci wykonania odczynu
immunohistochemicznego, postuzyla reakcja z warstwa mig$niowa duzych naczyn i struktur
przewodowych w trzustce.

Powyzsza skalg zastosowano takze w celu oceny dystrybucji komorek CD34+ w
podscielisku. Pod uwage brano tylko reakcje z komoérkami podscieliska o wrzecionowatych
ksztattach (Barth 2002). Z regulty odroznienie komorek podscieliskowych CD34+ od komorek
pochodzenia endotelialnego nie sprawiato trudnosci, ale w czgsci przypadkdow watpliwos$ci
rozwiewalo barwienie z CD31 (jezeli reakcja z CD31 takze wypadata dodatnio w spornym

obszarze, interpretowano komorki jako pochodzenia endotelialnego, jezeli reakcja z CD31
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wypadata ujemnie, komorki interpretowano jako komorki podscieliskowe CD34+). Przy
wykonywaniu reakcji z CD34 wewngtrzna kontrole poprawnosci wykonanego odczynu
stanowity $rodbtonki naczyn.

Kolejnym odczynem interpretowanym potilosciowo byla reakcja z LCA.
Zdecydowano si¢ na poliloSciowa oceng intensywnosci limfatycznokomorkowego nacieku
zapalnego, z uwagi na jego chaotyczne rozmieszczenie, zwlaszcza w grupie rakow, z
czestym tworzeniem odczynowych skupien i grudek chtonnych. Oceny dokonano na
podstawie ponizszej skali:
1+ — nieliczne limfocyty, rozproszone
2+— umiarkowane nacieki zapalne, rozlane
3+ — umiarkowane nacieki zapalne, rozlane z tworzeniem skupien i grudek
4+ — obfite, nasilone, rozlane nacieki zapalne

Pozostate trzy odczyny byly oceniane metoda ilosciowa. Do oznaczenia naczyn
mikrokrazenia uzyto przeciwcial przeciw antygenowi CD31. Zrezygnowano z uzycia
przeciwcial przeciw antygenowi CD34 do oznaczania naczyn mikrokrazenia, z uwagi na
liczne komorki podscieliskowe wykazujace dodatnia ekspresj¢ tego markera w zmianach
zapalnych, co moze utrudnia¢ liczenie struktur naczyniowych.

Wybdr fragmentu do badan odbywat si¢ w nastgpujacy sposob:
a. pod matym powigkszeniem (40x, 100x) lokalizowano w obrgbie guza
nowotworowego lub zapalnego obszary o najwigkszej ekspresji CD31
b. wedlug wlasnej, subiektywnej oceny typowano fragment o najwigkszej liczbie naczyn
w polu widzenia (Weidner 1991)

c. przy powigkszeniu 200x zliczano naczynia w pigciu polach widzenia
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d. liczono tylko te struktury naczyniowe, ktore posiadaly wyrazne $wiatto uchwytne pod
powigkszeniem 200x, pomijajac wybarwione komoérki podscieliska pozbawione
$wiatla lub te, ktore tworzyty trudne do oceny zaggszczenia komodrkowe.

Wyniki pomiaréw z pigciu kolejnych po6l widzenia umieszczano w tabeli, wyciagajac $rednia
arytmetyczna, jako wynik reprezentatywny dla danego przypadku.

Zblizona  procedurg zastosowano w odniesieniu do odczynu
immunohistochemicznego z antygenem CD68 (na obecno$¢ makrofagéw) oraz preparatow
barwionych klasyczna metoda Giemsy (na obecno$¢ komorek tucznych). Takze w tych
preparatach wyszukiwano ogniska zaggszczen nacieku zapalnego (,,hot spots”), unikajac
typowych zaggszczen komorek wysigku zapalnego wystgpujacych wokotnaczyniowo
(Esposito 2004), a nastgpnie liczono komodrki w pigciu subiektywnie wybranych polach
widzenia, ale pod powigkszeniem x400. Uzyskane wyniki umieszczano w tabelach,

wyciagajac $rednig arytmetyczna jako wynik reprezentatywny dla danego przypadku.

Analiza statystyczna

Zgodnos¢ z rozkladem normalnym weryfikowano testem Smirnowa-Kofmogorowa.
Roéznice w rozktadach nasilenia stromatogenezy, ilosci komorek ASMA+, CD34+ i LCA+ w
badanych grupach weryfikowano testem chi kwadrat.
Roéznice pomigdzy $rednimi warto§ciami ggstosci naczyniowej, liczby makrofagdéw i komorek
tucznych w badanych grupach potwierdzano za pomoca analizy wariancji i testow post-hoc
Tukeya.
Réznice pomigdzy rozkladem liczby komoérek tucznych w badanych grupach sprawdzano za

ponoca testu Kruskala-Wallisa.
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Korelacje pomigdzy ggstoscia naczyn mikrokrazenia, a liczba makrofagdbw i1 komorek
tucznych w podscielisku, weryfikowano za pomoca wspotczynnika korelacji liniowej
Pearsona.

Obliczenia wykonano za pomoca programu Statistica 5,0 (StatSoft Inc.; Tulsa USA).
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WYNIKI

1. Badania histopatologiczne w barwieniu hematoksyling i eozyna (H-E).

Oceniajac nasilenie stromatogenezy w badanych grupach, stwierdzono znacznie
wigksza ilo$¢ podscieliska zarowno w rakach, jak i guzach o etiologii zapalnej w poréwnaniu
z grupa kontrolna zdrowych trzustek. W grupie zapalen w 39 przypadkach (90,7%) nasilenie
stromatogenezy oceniono na 3+ (podscielisko zajmuje ponad 50% powierzchni badanego
skrawka) lub 2+ (podscielisko zajmuje 25-50% powierzchni badanego skrawka),
odpowiednio: 26 przypadkéw z nasileniem stromatogenezy 3+ (60,47%) oraz 13 przypadkow
z nasileniem stromatogenezy 2+ (30,23%). Ponadto w 4 przypadkach zapalen oceniono
nasilenie stromatogenezy na 1+ (9,3%).

W grupie rakow w 55 przypadkach (88,71%) nasilenie stromatogenezy oceniono na 3+ lub
2+, odpowiednio: 23 przypadki z nasileniem stromatogenezy 3+ (37,10%) oraz 32 przypadki
z nasileniem stromatogenezy 2+ (51,61%). W dalszych 7 przypadkach (11,29%) oceniono
nasilenie stromatogenezy na 1+.

W grupie kontrolnej tylko w 2 przypadkach oceniono nasilenie stromatogenezy na 1+
(ponizej 25% objgtosci badanego skrawka), co stanowi 10% grupy, a w 18 przypadkach
oceniono ilo$¢ podscieliska jako odpowiadajaca normie dla trzustki (90%). Nalezy jednak
zaznaczy¢, ze dwa przypadki z grupy kontrolnej, w ktérych nasilenie stromatogenezy
oceniono na 1+, oscylowato ono zdecydowanie blizej 1% powierzchni badanego skrawka niz
25%.

Stwierdzono znamienne statystycznie réznice w nasileniu stromatogenezy w grupie
rakow 1 zapalen trzustki w pordwnaniu z grupa kontrolna (rdznice w rozkladzie znamienne

statystycznie; p<0,001 - test chi kwadrat)
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Nie stwierdzono znamiennej statystycznie roéznicy w nasileniu stromatogenezy pomigdzy

grupa rakow, a zapalen trzustki (p= 0,12; test chi kwadrat)

Zestawienie powyzszych danych przedstawia sumarycznie ponizsza tabela:

Tab.1 Nasilenie stromatogenezy (ilos¢ podscieliska)
0 1+ 2+ 3+ 4+

Raki - 7 (11,29%) 32 (51,61% |23 (37,1%) 55 (88,71%)
Zapalenia - 4 (9,3%) 13 (30,23%) |26 (60,47%) |39 (90,7%)
Grupa 18 (90%) 2 (10%) - - -
kontrolna

&

T

i

7

Dodatkowym parametrem ocenianym w rutynowym barwieniu H-E byla obecno$¢
obszarow szkliwienia i bliznowacenia (silnie skolagenizowana tkanka taczna) w centralnych
czeSciach obszarow z nasilona stromatogeneza. W grupie rakow znaleziono 7 przypadkow z
powyzsza cecha podscieliska w obrazie barwionym H+E (11%), a w 55 przypadkach takiej
cechy nie stwierdzono (89%). W grupie zapalen az w 31 przypadkach (72%) zaobserwowano

obszary szkliwienia i1 bliznowacenia podscieliska, a 12 przypadkach (28%) takiej tendencji
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nie zaobserwowano (roznice w rozkladzie badanej cechy sa znamienne statystycznie;

p<0,001; test chi kwadrat).

Tab.2
Tendencja do wldknienia i Brak tendencji do widknienia
szkliwienia (1) 1 szkliwienia (0)

Raki 7 (11,29%) 55 (88,7%)

Zapalenia 31 (72% 12 (28%)

2. Barwienia specjalne
A. Roéznice w dystrybucji komorek CD34+ oraz ASMA+ w podScielisku raka i
zapalenia trzustki.

W 51 przypadkach raka (82,26%) nie stwierdzono ekspresji CD34 w komorkach
podscieliska (ekspresja oceniona na 0). W 5 przypadkach raka (8,06%) oceniono ekspresj¢
CD34 na 1+ (reakcja stabo/$rednio zaznaczona ogniskowo), w 3 przypadkach (4,84%) na 2+
(reakcja wyraznie zaznaczona ogniskowo) i w kolejnych 3 przypadkach (4,84%) na 3+
(reakcja $rednio zaznaczona, rozlana). W zadnym z przypadkéw raka nie stwierdzono
wyraznej, rozlanej ekspresji CD34 w komorkach podscieliska.

W grupie zapalen trzustki w 20 przypadkach (46,51%) stwierdzono wyrazna,
rozlana ekspresj¢ CD34 (oceniona na 4+), w 14 przypadkach (32,56%), stwierdzono reakcj¢
$rednio zaznaczona, rozlana (oceniong na 3+), w 7 przypadkach (16,28%) nasilenie ekspresji
CD34 oceniono na 2+, a w 2 przypadkach (4,65%) ekspresj¢ z CD34 oceniono na 1+. W
zadnym z przypadkow przewlektego zapalenia trzustki nie stwierdzono calkowitego braku
ekspresji CD34 w komorkach podscieliska.

W grupie kontrolnej w 5 przypadkach (25%) nie stwierdzono ekspresji CD34 w
komorkach podscieliska, a w 15 przypadkach (75%) stwierdzono staba ekspresje CD34

oceniong na 1+.
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statystycznie (wartos¢ p< 0,001 w tescie chi kwadrat).

Roéznice w rozkladzie komérek CD34+ w poszczegodlnych grupach sa znamienne

Tab3. Dystrybucja komodrek CD34+ w podscielisku

0 1+ 2+ 3+ 4+
Raki 51 (82,26%) 5 (8,06%) 3 (4,84%) 3 (4,84%) -
Zapalenia - 2 (4,65%) 7 (16,28%) 14 (32,56% | 20 (46,51%)
Grupa 0 0
kontrolna > (25%) 15 (75%) i i i

00 BWZAN,

W grupie rakéow ekspresj¢ ASMA w komorkach podscieliska oceniono na 4+

(wyrazna, rozlana ekspresja) w 44 przypadkach (70,97%), w kolejnych 17 przypadkach

(27,42%) na 3+ ($rednio zaznaczona, rozlana ekspresja) i w 1 przypadku (1,61%) oceniono na

2+ (reakcja wyraznie zaznaczona, ogniskowo). Nie stwierdzono przypadkow raka, w ktorych

reakcja komorek podscieliska z ASMA bytaby oznaczona na 0 lub 1+.
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W grupie przewleklych zapalen trzustki ekspresj¢ ASMA w komorkach podscieliska
oceniono na 4+ w 2 przypadkach (4,65%), na 3+ w 18 przypadkach (41,86%), na 2+ w 14
przypadkach (32,56%), ana 1+ w 9 przypadkach (20,93%).

W grupie kontrolnej nie stwierdzono ekspresji komorek ASMA+ w podscielisku w 1
przypadku (5%), a staba, ogniskowa ekspresje stwierdzono w 19 przypadkach (95%).

Roéznice w rozkladzie komorek ASMA+ w poszczegodlnych grupach sa znamienne

statystycznie (wartos¢ p< 0,001 w tescie chi kwadrat).

Tab.4 Dystrybucja komorek ASMA+ w podscielisku
0 1+ 2+ 3+ 4+
Raki - - 1 (1,61%) 17 (27,42%) |44 (70,97%)
Zapalenia - 9 (20,93%) 14 (32,56%) |18 (41,86%) |2 (4,65%)
Grupa 1 (5%) 19 (95%) - - -
kontrolna

3RO BUZIN
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Dodatkowo zbadano korelacje pomigdzy nasileniem stromatogenezy (ocenianej

potilosciowo w barwieniu hematoksyling 1 eozyna), a ekspresja komérek ASMA+ w

podscielisku w obrebie trzech badanych grup. Wyniki przedstawia ponizsza tabela:

Tab S. Nasilenie stromatogenezy (ilos¢ podscieliska)

0 1+ 2+ 3+
ASMA 0 1 (0,8%) - - -
ASMA 1+ 17 (13,6%) 4 (3,2%) 4 (3,2%) 3 (2,4%)
ASMA 2+ - 1 (0,8%) 4 (3,2%) 10 (8%)
ASMA 3+ - 2 (1,6%) 12 (9,6%) 21 (16,8%)
ASMA 4+ - 6 (4,8%) 25 (20%) 15 (12%)

e ez

Réznice w rozktadach ocenianego parametru w badanych grupach sa znamienne statystycznie

(p<0,001w tescie chi kwadrat) 1 wskazuja na dodatnia korelacj¢ pomigdzy nasileniem

stromatogenezy, a ilo§cia komorek ASMA+ w podscielisku zmienionych chorobowo trzustek.
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B. Roznice w unaczynieniu podscieliska w badanych grupach (jako markera uzyto

przeciwciala przeciw antygenowi CD31).

Stwierdzono nastepujace wartosci $redniej ggsto$ci naczyniowej mikrokrazenia:
Srednia arytmetyczna ilo$é naczyn w podscielisku raka: 56,67 naczyn/pole widzenia
(odchylenie standardowe: 16,69). Srednia arytmetyczna ilo§¢ naczyn w podscielisku
zmienionej zapalnie trzustki: 45,4 naczyn/pole widzenia (odchylenie standardowe: 16,42)
Srednia arytmetyczna ilo§¢ naczyn w podscielisku grupy kontrolnej: 43,37/pole widzenia

(odchylenie standardowe 6,35)

Tab.6
Srednia arytmetyczna Odchylenie standardowe
unaczynienia
(Ilo$¢ naczyn/pole widzenia)
Raki 56,67 16,69
Zapalenia 454 16,42
Grupa kontrolna 43,37 6,35
85
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Stwierdzono wigksza ggsto$¢ naczyniowa w podscielisku raka trzustki w poréwnaniu z
podscieliskiem przewleklego zapalenia trzustki oraz wigksza gesto$¢ naczyniowa w
podscielisku raka trzustki w porownaniu z podscieliskiem zdrowej trzustki (wartosci p
odpowiednio: p<0,001 i p=0,002, analiza wariancji i testy post-hoc Tukeya)

Réznica w gestosci naczyniowej podscieliska przewleklego zapalenia trzustki i
grupy kontrolnej nie jest znamienna statystycznie. (p=0,87, analiza wariancji i testy post-hoc
Tukeya.)

C. Roznice w dystrybucji makrofagow w podscielisku przewleklego zapalenia i raka
trzustki (jako markera uzyto przeciwciala przeciw antygenowi CD68).

Stwierdzono znamienng statystycznie roéznicg w S$redniej iloSci makrofagdéw
pomiedzy badanymi grupami. Srednia arytmetyczna ilo$é makrofagéw w podscielisku raka:
65,54/pole widzenia (odchylenie standardowe: 14,87). Srednia arytmetyczna ilo$é
makrofagbw w podscielisku przewlektego zapalenia: 34,13/pole widzenia (odchylenie
standardowe: 18,16). Srednia arytmetyczna ilo§¢ makrofagéw w podscielisku prawidlowej

trzustki: 24,27 (odchylenie standardowe: 8,78).

Tab.7
Srednia arytmetyczna ilosci | Odchylenie standardowe
makrofagéw
(Ilo$¢ makrofagéw/pole
widzenia)
Raki 65,54 14,87
Zapalenia 34,13 18,16
Grupa kontrolna 24,27 8,78
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Roéznice w $redniej ilosci makrofagéw pomigdzy podscieliskiem raka i przewlektego
zapalenia trzustki oraz pomigdzy podscieliskiem raka i prawidlowej trzustki sa znamienne
statystycznie przy wartosciach p<0,001 (analiza wariancji i testy post-hoc Tukeya). Natomiast
dla réznic w iloSci makrofagbw w podscielisku przewleklego zapalenia trzustki i

prawidtowego miazszu trzustki warto§¢ p=0,046 (analiza wariancji i testy post-hoc Tukeya.)

D. Roéznice w dystrybucji komorek tucznych w podscielisku przewleklego zapalenia

i raka trzustki (komorki tuczne wybarwiono rutynowa metodg Giemsy).
Stwierdzono ro6znicg w $redniej ilosci komorek tucznych pomigdzy badanymi
grupami. Srednia arytmetyczna ilo$¢ komorek tucznych w podscielisku raka trzustki:
10,94/pole widzenia (odchylenie standardowe: 5,29). Srednia arytmetyczna ilos¢ komoérek

tucznych w podscielisku przewleklego zapalenia: 9,91/pole widzenia (odchylenie
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standardowe: 5,77). Srednia arytmetyczna ilosci komoérek tucznych w podscielisku

prawidlowe;j trzustki: 1,85 (odchylenie standardowe: 3,6).

Tab.8
Srednia arytmetyczna ilosci | Odchylenie standardowe
komorek tucznych
(Ilo$¢ komorek tucznych/pole
widzenia
Raki 10,94 5,29
Zapalenia 9,91 5,77
Grupa kontrolna 1,85 3,6

20

16

12

liczha komorek tucznych/pole widzenia
oo

T +0dch. std.
+Btad std.

zapalenia kontrola

O Srednia

Stwierdzono wigksza ilo$¢ komorek tucznych w podscielisku rakéw i1 zmienionych zapalnie

trzustek w pordwnaniu do grupy kontrolnej (p<0,001, test Kruskala-Wallisa)
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Dodatkowo zbadano korelacje pomiedzy:
- gestoscia naczyniowa w badanych grupach, a ilo$cia makrofagow
- gesto$cia naczyniowa w badanych grupach, a iloscia komorek tucznych.
Zadna z wyzej wymienionych zaleznosci nie jest znamienna statystycznie: p>0,05

(wspotczynnik korelacji liniowej Pearsona)

E. Roznice w dystrybucji nacieku limfatycznokomorkowego w podscielisku
przewleklego zapalenia i raka trzustki (jako markera uzyto przeciwciala
przeciwko antygenowi LCA):

Nacieki limfatycznokomorkowe byty tatwo dostrzegalne zar6wno w grupie zapalen jak i
rakow trzustek. W grupie rakow trzustek nacieki limfatycznokomoérkowe lokalizowaty sig
glownie na froncie nacieku nowotworowego, a w czgéci przypadkdw tworzyty
bogatokomorkowe pasma nacieku zapalnego. Zestawienie dystrybucji limfocytow w

poszczegolnych grupach przedstawia ponizsza tabela:

Tab.9 Dystrybucja komorek LCA+ w podscielisku

0 1+ 2+ 3+ 4+
Raki - 2 (3,23%) 29 (46,77% |29 (46,77%) |2 (3,23%)
Zapalenia - 4 (9,3%) 14 (32,56%) |21 (48,84%) |4 (9,3%)
Grupa 4 (20%) 14 (70%) 2 (10%) - -
kontrolna

Stwierdzona jedynie zwigkszona ilos¢ komoérek LCA+ w podscielisku raka i zapalenia
trzustki w poréwnaniu z grupa kontrolna (p<0,001, test chi kwadrat). Rdznica w dystrybucji
komorek LCA+ pomiedzy podscieliskiem raka i1 zmienionej zapalnie trzustki nie jest

znamienna statystycznie (p=0,33 (test chi kwadrat).
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DYSKUSJA

W ostatnich latach pojawito si¢ wiele doniesien na temat natury podscieliska w

guzach nowotworowych. W toku badan dostrzezono, ze podscielisko nie jest jedynie biernym
spoiwem dla komoérek nowotworowych, ale bierze aktywny udziat w ksztattowaniu cech
biologicznych nowotworu ztosliwego, z jego zdolnoscia do inwazyjnego wzrostu i dawania
przerzutéw odleglych. Nie mniej istotna rol¢ odgrywa podscielisko w przebiegu zmian
zapalnych. Takze tutaj skomplikowany uktad wzajemnych oddziatywan moze zaowocowaé
powstaniem zmian guzowatych, ktére w praktyce klinicznej bywaja trudne do odréznienia od
nowotworu. W obrebie trzustki zdolno$¢ do tworzenia duzej ilosci zrgbu w przebiegu
r6znych zmian chorobowych jest szczeg6lnie wyrazna. Nie mozna nie docenia¢ faktu, ze
mas¢ guza nowotworowego w tym narzadzie moga w wigkszosci tworzy¢ komorki
podscieliska, a wigc same w sobie nie bedace komérkami nowotworowymi.
Trzustka jest narzadem stosunkowo trudno dostepnym, a wigkszo$¢ materiatu biologicznego,
jaki udaje si¢ z niej pozyska¢ do badan, pochodzi z okaleczajacych zabiegdéw operacyjnych.
Niemniej jednak, z powodu niebywalej zdolnos$ci do stromatogenezy, zarowno w przebiegu
zmian zapalnych, jak i nowotworowych, jest narzadem wyjatkowo dobrze nadajacym si¢ do
badan poréwnawczych podscieliska w zmianach o réznej etiologii.

Celem niniejszej pracy byta morfologiczna analiza poréwnawcza podscieliska raka
trzustki 1 przewleklego zapalenia trzustki. Konstruujac jej zatozenia konieczne bylo
uswiadomienie sobie, jakie elementy podscieliska nalezy ze soba poréwna¢. Niezaleznie od
etiologii procesu chorobowego strukturg podscieliska mozna podzieli¢ na kilka tworzacych je

czesci:
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a. Elementy pochodzenia mezenchymalnego.
Do tej kategorii nalezy zaliczy¢ przede wszystkim komorki o charakterze fibroblasta,
odpowiedzialne za produkcje macierzy pozakomoérkowej bogatej we wiokna kolagenowe
(extracellular matrix ECM). W toku badan okazalo si¢, ze nie jest to jednorodna grupa
komorek. Czg$¢ z nich ma fenotyp miofibroblasta (ASMA+), inne nabywaja lub traca
ekspresj¢ antygenu CD34, a ich funkcja nie jest do konca poznana (Kuroda 2004, 2005, Barth
2002). W odniesieniu do trzustki istotnym elementem podscieliska nalezacym do tej kategorii,
sa komorki gwiazdziste (pancreatic stellate cells, PSC), ktére po zaktywowaniu, nabieraja
cech fenotypowych miofibroblastow i sa gléwnie odpowiedzialne za wldknienie zrgbu
(Omary 2007).

b. Komorki zapalne.
Rola komorek zapalnych jako Zrodta cytokin, jest niezwykle istotna w tworzeniu podscieliska.
Istnieja przestanki, ze biora one udzial w tworzeniu mikrosrodowiska wplywajac na
angiogenezg¢, na aktywnos¢ komorek fibroblastycznych, na nasilenie aktywnosci
proliferacyjnej oraz na apoptozg przez co moga ksztaltowaé ztosliwos¢ biologiczna
nowotworu (Li 2007). Do tej kategorii komoérek zaliczymy makrofagi, komodrki tuczne,
limfocyty, neutrofile, eozynofile, komorki dendrytyczne.

c. Loze naczyniowe (mikrokrazenie)
Do tej kategorii zaliczymy komoérki pochodzenia endotelialnego, ich prekursory oraz pericyty.
Wszystkie razem tworza podstawe do tworzenia toza naczyniowego (Armulik 2005).

d. Zrab pozakomorkowy (extracellular matrix, ECM)
Skomplikowana sie¢ wzajemnie powiazanych struktur biatkowych, zawierajaca widkna
kolagenowe, proteoglikany, czasteczki kwasu hialuronowego, integryny, glikoproteiny

adhezyjne oraz system bialek enzymatycznych (Kumar 2005).
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Uwzgledniajac powyzsze elementy sktadowe tworzace podscielisko, dokonano
wyboru takich elementow strukturalnych, ktéore mozna scharakteryzowaé przy pomocy
badania histopatologicznego. Analizujac dostgpne piSmiennictwo wybrano te parametry
morfologiczne, ktore moga r6zni¢ si¢ w podscielisku nowotworowym i zapalnym:

1. Analiza r6znic w dystrybucji komérek ASMA+ oraz CD34+ w podscielisku raka
trzustki 1 przewleklego zapalenia trzustki.

W wyniku przeprowadzonych badan stwierdzono znaczne réznice w dystrybucji
komoérek CD34+ i ASMA+ w badanych grupach. W podscielisku raka, w zdecydowane;j
wigkszosci przebadanych przypadkéw, nie stwierdzono zadnej ekspresji komorek
podscieliskowych o fenotypie CD34+ (ekspresja 0) przy jednoczesnej bardzo wyraznej
ekspresji komorek ASMA (4+), a wigc o fenotypie miofibroblasta. W 51 przypadkach raka
(80%), fenotyp komorek podscieliska zostal oznaczony jako: CD34: 0 ,ASMA: 4+ lub 3+. Z
kolei w podscielisku przewleklego zapalenia, w 41 przypadkach (95%) ekspresje CD34 w
komorkach podscieliska oceniono na 4+ i 3+ ( w zdecydowanej wigkszosci przypadkow) lub
2+(w 7 przypadkach). W kolejnych dwoch przypadkach okreslono ta ekspresj¢ na 1+ i nie
stwierdzono ani jednego przypadku przewleklego zapalenia, w ktérym ekspresja CD34 w
komorkach podscieliska zostataby oceniona jako zerowa. Dodatkowo ekspresja komorek
ASMA+ w podscielisku przewlektego zapalenia byla wyrazona prawie tak samo wyraznie,
jak w podscielisku raka. Powyzsze dane wskazuja, Zze z praktycznego punktu widzenia brak
ekspresji CD34 w komorkach podscieliska przy jednoczesnej, wyraznej ekspresji ASMA,
silnie przemawia za histopatologicznym rozpoznaniem raka trzustki. Z kolei immunofenotyp
komorek podscieliska wykazujacy wyrazna ekspresj¢ CD34 z dobrze lub $rednio wyrazona
ekspresja ASMA przemawia przeciwko rozpoznaniu raka. Powyzsze dane maja szczegdlne
znaczenie w diagnostyce roznicowej dobrze zrdéznicowanych rakdéw przewodowych i

przewleklego zapalenia trzustki zwlaszcza w sytuacji, gdy histopatolog ma do dyspozycji
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jedynie niewielka ilo$¢ materialu biopsyjnego. Podobne wyniki opisuje Barth i wsp. (2002) w
odniesieniu do serii trzustek przebadanych pod tym samym katem (12 przypadkéw raka
gruczotowego, 8 przypadkéow przewleklego =zapalenia i 7 przypadkow nowotworu
endokrynnego wywodzacego si¢ z wysp trzustkowych). Co ciekawsze brak ekspresji CD34 w
komorkach podscieliska stwierdzono wtedy rowniez we wszystkich siedmiu przypadkach
guzow pochodzenia endokrynnego. Jest to interesujace spostrzezenie, bo moze wskazywac, ze
utrata tej ekspresji moze by¢ zwiazana z parakrynnym efektem dzialania komorek
nowotworowych réznego typu. Jeszcze bardziej zréznicowana grupg zmian patologicznych
trzustki przebadat Kuroda i wsp. w 2004. Oprocz przypadkow raka gruczotowego i
przewleklego zapalenia objal badaniami takze guzy pochodzenia endokrynnego, oraz
gruczolaki surowicze i $luzowe (razem 43 przypadki). Takze w jego doniesieniu ostateczna
konkluzja bylo stwierdzenie, ze wyrazna obecno$¢ komorek CD34+ w podscielisku zmiany
patologicznej silnie przemawia za etiologia zapalna, a nie nowotworowa. Nawet w wigkszo$ci
$cian gruczolakotorbielakow  (9/11) nie stwierdzono ekspresji komorek CD34+. W
dostgpnym piSmiennictwie mozna znalez¢ szereg doniesien na temat ekspresji komorek
CD34+ w podscielisku zmian patologicznych w roéznych narzadach, ktére sumarycznie

przedstawia ponizsza tabela.

Autor/rok Narzad Hos¢ Obecno$¢ komorek Obecnos¢ komorek
przypadkéw | CD34+ w podScielisku ASMA+ w
podscielisku
Shimasaki N | Pecherz 18 (-) w podscielisku raka (+) w podscielisku
2006 MOCZOWY raka
Kuroda 2005 | Gruczot 64 (-) w podscielisku (+/-) w zmianach
piersiowy inwazyjnego raka tagodnych i
ztosliwych
Cimpean 2005 | Gruczot 112 (-) w podscielisku (+) w podscielisku
piersiowy inwazyjnego raka inwazyjnego raka
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Kuroda 2005 | Jelito 26 (-) w podscielisku raka (+) w podscielisku
grube (+/-) w podscielisku zmian
rakowiakow nowotworowych
jelita grubego
Barth 2004 Jama ustna |39 (-) w podscielisku rakow (+) w podscielisku
(-) czasami w podscielisku | rakow
zmian zapalnych
Yazhou 2004 | Gruczot 91 (-) w podscielisku zmian (+) w podscielisku
piersiowy ztosliwych zmian ztosliwych
Chauhan 2003 | Gruczot 135 (-) w podscielisku rakow | (+) w podscielisku
piersiowy (-) czasami w podscielisku | rakow 1 réznie w
blizny gwiazdzistej i zmianach tagodnych
odczynowego wtoknienia
Barth 2002 Gruczot 58 (-) w podscielisku raka (+) w podscielisku
piersiowy (+) w podscielisku zmian | zmian zto§liwych 1
tagodnych czg$ci zmian
tagodnych
Nakayama Jelito 41 (-) w podscielisku raka
2000 grube
Humphreys skora (-) w podscielisku raka
2000 podstawnokomoérkowego
Illueca 1998 (+) w podscielisku
Swanson 1998 trichoepithelioma
Kirchmann
1994

Z powyzszego zestawienia wynika wyraznie, ze brak ekspresji CD34 w komorkach
podscieliska byto niemal reguta we wszystkich przebadanych seriach inwazyjnych
nowotworow, niezaleznie od zajetego narzadu. Obecno$¢ komoérek ASMA+ byta réznie
nasilona, z tendencja do wzmozonej ekspresji w zmianach ztosliwych.

Rola komorek podscieliska CD34+ jest najprawdopodobniej ztozona. Glikoproteina CD34
jest markerem komorek pochodzenia endotelialnego oraz wystepuje w komodrkach szpiku
kostnego (Kumar 2005). Podscieliskowe komorki CD34+ zostaty zidentyfikowane w wielu
prawidtowych narzadach m.in.: w gruczole piersiowym, tarczycy, jajowodzie, $liniance
podzuchwowej, jelicie grubym, trzustce, oponach mézgowych, migdatkach podniebiennych,
szyjce macicy (Yamazaki 1995, 1996a-b, 1997, Nakayama 2000, Cummings 2001, Papadas

2001, Barth 2002). Komérki dendrytyczne CD34+ wystepuja takze w obrgbie zdrowej skory



http://www.pdfonline.com/easypdf/?gad=CLjUiqcCEgjbNejkqKEugRjG27j-AyCw_-AP

(Narvaez 1996). Obecnie dominuje teoria, ze podscieliskowe komorki CD34+ petnia
podwojna funkcje: komodrek prezentujacych antygen oraz komorek produkujacych wiokna
kolagenowe (typu I i III), przez co biora udziat w odnowie podscieliska (Bucala 1994,
Chesney 1997). Ich rola w utrzymaniu integralno$ci podscieliska i powstrzymaniu migracji
komoérek nowotworowych moze by¢ zatem niebagatelna. Dodatkowo, jako komorki
prezentujace antygen, moga takze bra¢ udzial w swoistej odpowiedzi immunologicznej na
obecno$¢ antygenow nowotworowych. W zwiazku z tym, wyjasnienie w jaki sposob
komorki inwazyjnego nowotworu wplywaja na obecnos¢ komorek CD34+ doprowadzajac do
ich ,,zaniku”, jest niezwykle istotne dla zrozumienia patomechanizmu tworzenia
nowotworowego podscieliska. W 2001 roku Katsenelson i wsp. udowodnili, ze komorki
nowotworow endokrynnych pluc sa w stanie nasila¢ apoptoz¢ komodrek dendrytycznych
CD34+ w bezposrednim sasiedztwie guza oraz hamowaé rdéznicowanie szpikowych
prekursoréw do dojrzatych komoérek dendrytycznych. Powyzszy patomechanizm moze by¢
potencjalnym wyjasnieniem wynikéw badan niniejszej pracy, ale udowodnienie czy na
pewno obowiazuje on takze w odniesieniu do raka gruczotowego, wymaga dalszych badan.

Odrgbnym zagadnieniem pozostaje interpretacja wynikow ekspresji komérek ASMA+ w
podscielisku raka i zapalenia trzustki. W obu grupach stwierdzono znaczny wzrost ekspresji
tych komorek w podscielisku, w poréwnaniu z grupa kontrolna. Natomiast rdznice w ilo$ci
komoérek ASMA+ w podscielisku raka w poréwnaniu z podscieliskiem przewlektego
zapalenia nie sg duze, z tendencja do nieco bardziej wzmozonej ekspresji w podscielisku raka.
Na uwage zastuguje jednak fakt, ze dystrybucja komoérek w obu badanych grupach wykazuje
pewne roznice nawet w obrebie przypadkow o nasilonej ekspresji. Okazato si¢ bowiem, ze w
grupie przewleklego zapalenia, w ktorej znacznie czgéciej niz w raku dochodzito do
nasilonego bliznowacenia i1 szkliwienia pods$cieliska w centralnych czg$ciach obszarow

bogatych w podscielisko, ekspresja komorek ASMA+ jest mniejsza. Natomiast w raku
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trzustki, w przypadkach o nasilonej ekspresji ASMA w komorkach podscieliska, odczyn jest
rozlany, réwnomiernie nasilony w obregbie catego podscieliska. Powyzsza obserwacja
znajduje odzwierciedlenie w zestawieniu wynikow - w grupie przewlektego zapalenia az w 14
przypadkach nasilenie ASMA oceniono na 2+: reakcja wyraznie zaznaczona ogniskowo ( w
przypadku zmian zapalnych gltéwnie okolo i $rédzrazikowo), w pordwnaniu z jednym
przypadkiem w grupie raka. O takim samym typie dystrybucji komorek ASMA+ w
podscielisku zmian zapalnych trzustki wspomina w swoim artykule wcze$niej cytowany
Kuroda (2004).

Powyzsze wyniki wskazuja, ze zarbwno w raku trzustki, jak i w zapaleniu trzustki w procesie
stromatogenezy podstawowa rolg¢ odgrywaja komorki o charakterze miofibroblasta. Obecnie
szeroko akceptowana jest teza, ze komodrki o fenotypie miofibroblasta sa gltéwnie efektem
patologicznego pobudzenia trzustkowych komodrek gwiazdzistych (pancreatic stellate cells,
PSC) (Omary 2007). W wyniku pobudzenia komoérek gwiazdzistych, ktére w warunkach
zdrowia sa zlokalizowane w sasiedztwie zrazikow trzustkowych oraz okotoprzewodowo i
okotonaczyniowo (Watari 1982, Ikejiri 1990, Apte 1998, Bachem 1998), dochodzi do zmiany
ich fenotypu z komorek zaangazowanych gtownie w metabolizm witaminy A (podobnie jak
watrobowe komorki gwiazdziste, HSC), w komorki zdolne do produkcji widkien
kolagenowych oraz obdarzone zdolno$cia do migracji i posiadajace wtasciwosci kurczliwe,
czyli w komorki o fenotypie miofibroblasta. W odroznieniu od komorek gwiazdzistych w
stanie spoczynku ich pobudzone odpowiedniczki wykazuja silna reakcj¢ z ASMA (alfa
smooth muscle actin). Jest to jedyny marker immunohistochemiczny, ktéry moze zréznicowaé
aktywowane komorki gwiazdziste od pozostajacych w spoczynku. Pozostale znane markery
immunohistochemiczne komorek gwiazdzistych takie jak wimentyna, desmina, GFAP (glial
fibrillary acid protein) czy nestyna, moga wypada¢ dodatnio niezaleznie od stanu

metabolicznego tych komorek. Dodatkowo, pobudzone komorki gwiazdziste nabieraja
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zdolno$ci do produkcji wspomnianych wczesniej wtokien kolagenowych (Apte 2004, Haber
1999).

Zgodnie z obecna wiedza, patomechanizm pobudzenia komoérek gwiazdzistych jest taki sam
w przypadku zmian nowotworowych, jak 1 zapalnych. Gléwnymi mediatorami
odpowiedzialnymi za to dzialanie sa PDGF (platelet derived growth factor), TGFp
(transforming growth factor [) i angiotensyna II (Menke 2002, Jaster 2004, Apte 2004).
Wykazano jednoczes$nie, ze aktywowane komorki gwiazdziste gromadza si¢ gldwnie w
regionach bogatych w komorki nacieku zapalnego z ogniskami martwicy, a wigc w regionach
bogatych w cytokiny, czynniki wzrostu i wolne rodniki (Apte 2003, Bentrem 2003, Kléppel
2004). Powyzsze dane moga by¢ wyjasnieniem morfologicznej dystrybucji komorek ASMA+
w podscielisku przewleklego zapalenia (ze zmniejszona ekspresja w centralnych czg$ciach
obszarow nasilonego widknienia), gdzie najprawdopodobniej aktywno$¢ procesu zapalnego
ulega wygaszeniu, tak jak ma to miejsce w centralnych czgs$ciach obszaré6w bliznowacenia np.
W procesie gojenia rany w skorze, czy gojenia si¢ ogniska zawatu niedokrwiennego w obrebie
migénia serca. Z kolei zwigkszona ekspresja komorek ASMA+, jaka zaobserwowano w
podscielisku raka trzustki, ma najprawdopodobniej zwiazek z ciaglym, parakrynnym
pobudzaniem komoérek gwiazdzistych przez komorki raka. W tym momencie dochodzimy do
koncepcji ,,rany, ktora si¢ nigdy nie goi”, wysunigtej przez Dvoraka w 1986, w ktorej autor
porownuje podscielisko nowotworowe do wciaz aktywowanej tkanki ziarninowej. W $wietle
danych uzyskanych dzigki rozwojowi biologii molekularnej, koncepcja ta wydaje si¢ nabieraé
nowego znaczenia.

Istnieje szereg doniesien, gltownie z badan eksperymentalnych przeprowadzonych na
zwierzetach, ze aktywowane komorki gwiazdziste oraz komorki raka trzustki, nasilaja
wzajemnie swoj indeks proliferacyjny (Koninger 2004, Yoshida 2004, Bachem 2005).

Niestety prawie nie ma doniesien na ten temat opartych na badaniu ludzkich narzadéw.
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Jedyna tego typu praca jest doniesienie Watanabe z 2003, w ktérym stwierdza gorsze
rokowanie u pacjentdw cierpiacych na raka trzustki, u ktorych stwierdzono wyzszy indeks
proliferacyjny fibroblastow podscieliska. Z drugiej strony, istnieja doniesienia oparte takze na
pracach eksperymentalnych, ze podscielisko raka trzustki ma wplyw na wzrost guza
nowotworowego poprzez hamowanie apoptozy komorek raka, dzigki bezposredniemu

oddzialywaniu biatek ECM (Vaquero 2003, Edderkaoui 2005).

2. Analiza réznic w dystrybucji makrofagow, komorek tucznych, limfocytow oraz
gestosci naczyn mikrokrazenia (MVD) w podscielisku raka trzustki i przewlektego
zapalenia trzustki.

Elementy nacieku zapalnego sa istotna czg$cia podscieliska, niezaleznie od etiologii
procesu chorobowego. Od wielu lat znana jest kluczowa rola makrofagéw w przewlekltym
procesie zapalnym. Makrofagi pobudzane przez immunizowane komorki T (gltéwnie dzigki
dzialaniu IFNy) wydzielaja szereg substancji, ktore z jednej strony moga powodowac
uszkodzenie tkanki (metabolity nadtlenkowe, proteazy, czynniki chemotaktyczne neutrofili,
czynniki krzepnigcia, tlenek azotu), a z drugiej wptywaja na wldknienie i angiogenezg¢ dzigki
wydzielaniu licznych czynnikéw wzrostu (PDGF, FGF, TGFB) (Kumar 2005).
Nieodwracalnym efektem ich dzialania jest zatem udzial w tworzeniu wldknistego zrgbu,
ktory jest glownym wyktadnikiem morfologicznym przewleklego zapalenia. Majac na
uwadze powyzsze mechanizmy, mozemy spodziewac sig, ze takze w przypadku przewlektego
zapalenia trzustki, udziat makrofagéw w procesie formowania podscieliska jest niebagatelny.
Na podstawie dostgpnego pismiennictwa mozna stwierdzié, ze takze w tworzeniu podscieliska
nowotworowego makrofagi odgrywaja réwnie istotna rol¢ (tabela w dalszej czgs$ci Dyskusji).

Istnieja jednak rozbieznosci opinii co do ich wptywu na ztosliwo$¢ biologiczna nowotworu.
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W niniejszej pracy, stwierdzono znamienne statystycznie réznice w dystrybucji makrofagow
w podscielisku raka trzustki i zapalenia trzustki w poroéwnaniu z prawidtowym narzadem.
Ponadto ilo§¢ makrofagow w podscielisku raka jest wyraznie wigksza niz w podscielisku
przewlektego zapalenia ($rednia ilo§¢ makrofagow w podscielisku raka: 68,54/pole widzenia,
a w przewlektym zapaleniu: 34,13/pole widzenia). Jak do tej pory pojawity sig nieliczne prace
porownujace udziat komoérek zapalnych w tworzeniu podscieliska w raku i zapaleniu trzustki.
W doniesieniach tych takze zwraca uwagg wigksza ilo$¢ komorek jednojadrowych (w tym
makrofagéw) w przypadku raka, w poréwnaniu z przewlektym zapaleniem (Esposito 2004,
Jaskiewicz 2003, Emmrich 1998). Pojawia si¢ zatem pytanie, czy makrofagi obecne w tak
duzej ilosci w podscielisku raka petnia taka sama funkcjg, jak w przewlektym zapaleniu i czy
sa pobudzane na drodze takich samych patomechanizméow.

W toku badan pojawit si¢ termin okreslajacy makrofagi w mikrosrodowisku guza
nowotworowego jako TAM (tumor-associated macrophages) z uwagi na postulowana zmiang
ich aktywnosci biologicznej. W licznych badaniach stwierdzono zalezno$¢ pomigdzy ilo$cia
makrofagéw, a czasem przezycia chorych na rézne nowotwory. W wigkszosci doniesien
stwierdzono gorsze rokowanie u pacjentow ze zwigkszona ilo§cia makrofagéw w podscielisku
guza, ale sa takze prace, w ktérych stwierdzono odwrotna zalezno$¢. W wielu pracach
zwrdcono takze uwagg na korelacj¢ pomigdzy ilo$cia makrofagdw, a nasileniem angiogenezy
wskazujaca, ze proangiogenne dzialania makrofagdw moze przyczynia¢ si¢ do zwigkszenia
zto§liwosci biologicznej nowotworu. Istnieja takze doniesienia, w ktorych wykazano
korelacje pomigdzy iloscia makrofagéw w podscielisku, a czgstoscia wystgpowania
przerzutow w regionalnych weztach chtonnych. Przeglad pi$miennictwa na temat roli
makrofagéw w ksztaltowaniu aktywnosci biologicznej nowotworu przedstawia ponizsza

tabela.
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Autor/rok Narzad lub typ | Korelacja liczby |Korelacja liczby | Korelacja liczby

nowotworu makrofagdéw z makrofagdéw z makrofagdéw z
rokowaniem nasileniem iloscia
angiogenezy przerzutow
weztowych

Tsutsui 2005 Gruczot gorsze jest jest
piersiowy

Leek 2002 Gruczot gorsze jest BD
piersiowy

Lissbrant 2000 | prostata gorsze jest BD

Ohno 2004 endometrium gorsze jest BD

Hanada 2000 Pecherz gorsze jest jest
MOCZOWYy

Jadus 1996 przelyk gorsze BD jest

Farinha 2005 Chtoniak gorsze BD BD
grudkowy

Ohno 2003 zoladek lepsze BD BD

Funada 2003 Jelito grube lepsze BD BD

Piras 2005 Czerniak lepsze BD BD
ztosliwy skory

Khorana 2003 Jelito grube Brak korelacji BD BD

Johnson 2000 Pluco Brak korelacji BD BD

Davidson 1999 |Szyjka macicy | Brak korelacji BD BD

BD — brak danych

Powyzsze dane moga sugerowac, ze makrofagi zaangazowane w ksztattowanie podscieliska

nowotworowego zatracaja pierwotne wiasciwosci komorek prezentujacych antygen i

stymulujacych proliferacj¢ komorek T 1 NK, a zatem pobudzajacych uktad immunologiczny

do walki z rakiem, przeksztalcajac si¢ w komorki zaangazowane gtownie w stymulowanie

angiogenezy 1 pobudzanie proliferacji komorek guza, a wigc spetniajacych doktadnie

odwrotne funkcje. Wysunigto wobec tego hipotezg, ze makrofagi w obrebie guza

nowotworowego moga ulega¢ alternatywnej aktywacji, przeksztalcajac si¢ w komorki

podtrzymujace rozplem komorek raka (alternatively activated/M2 macrophages). Teoria ta

znalazta potwierdzenie w pracach eksperymentalnych, w ktorych stwierdzono tego typu

aktywacj¢ makrofagoéw poddanych dziataniu cytokin nowotworowych takich jak IL-4 i IL-10

(Mantovani 2002, 2006).
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Obecnie postuluje si¢ udzial alternatywnie stymulowanych makrofagéw w zwigkszeniu
inwazyjno$ci nowotworu poprzez produkcje enzyméw proteolitycznych w sasiedztwie bton
podstawnych (Domagata 1992), pobudzanie aktywno$ci metaloproteinaz (Tang 2004), czy
wydzielanie EGF (epidermal growth factor) odpowiedzialnego za pobudzenie gendéw
zaangazowanych w zwigkszenie inwazyjnos$ci komoérek raka i zwigkszajacych ich indeks
proliferacyjny (Goswami 2005). Stymulujacy wplyw makrofagobw na aktywnos¢
proliferacyjna komorek nowotworowych stwierdzono migdzy innymi w badaniach nad rakiem
gruczotu piersiowego (Tsutsui 2005) i rakiem nerki (Hamada 2002). Powyzsze dane znajduja
takze potwierdzenie w badaniach eksperymentalnych na zwierzgtach (Polverini 1987,
Sieweke 1990).
Makrofagi moga mie¢ duza sklonno$¢ do nasilania angiogenezy w podscielisku
nowotworowym. Przeglad doniesien na temat korelacji nasilenia angiogenezy z ilo$cia
makrofagéw wskazuje, Ze nie jest to zbiezno$¢ przypadkowa (tabela str.41). Obecnie wysuwa
si¢ tezg, ze makrofagi kooperuja z komorkami nowotworowymi w obszarach niedokrwienia,
wydzielajac szereg proangiogennych cytokin, ktore przenikaja do sasiadujacych komorek
pochodzenia endotelialnego stymulujac ich proliferacje (Lewis 1995, Sunderkotter 1991).
Wyniki badania ggsto$ci naczyniowej w niniejszej pracy wskazuja, ze ggstos$é
naczyniowa w pods$cielisku raka trzustki jest wigksza niz w grupie kontrolnej (56,67/pole
widzenia w podscielisku raka vs. 43,37/pole widzenia w pods$cielisku grupy kontrolnej). Nie
stwierdzono jednak statystycznie znamiennej korelacji pomigdzy ggstos$cia naczyniowa, a
iloscia makrofagow ani w podscielisku raka trzustki, ani przewleklego zapalenia. W §wietle
powyzszych rozwazan na temat roli makrofagéw w podscielisku nowotworowym brak takich
korelacji wymaga wyjasnienia. Wydaje sig, ze gldwnym problemem w ocenie mikrokrazenia
jest wybdr metody liczenia naczyn i brak wystandaryzowanych metod liczenia. W doniesieniu

Esposito z 2004 na temat angiogenezy w raku trzustki $rednia warto$¢ ilo$ci naczyn
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mikrokrazenia wynosita 101,06/pole widzenia (powigkszenie 200x jak w niniejszej pracy).
Tylko w pojedynczych badaniach nad ggsto$cia naczyniowa w podscielisku nowotworowym
stwierdzono $rednie warto$ci ponizej 100/pole widzenia i prace te pochodza gléwnie z
wczesnych lat dziewigédziesiatych (Macchiarini 1992, 1994, Inoue 1997). Wydaje si¢ zatem,
ze $rednia warto$¢ gestosci naczyniowej w podscielisku raka i zapalenia trzustki podana w
niniejszej pracy moze by¢ zanizona i nie odzwierciedla¢ w petni potencjatu proliferacyjnego
toza naczyniowego. Taki wniosek nasuwa si¢ takze po przeanalizowaniu réznicy wartosci
$redniej gestosci naczyniowej pomiedzy podscieliskiem przewleklego zapalenia, a grupa
kontrolna (45,4 vs. 43,37), ktora jest bardzo mata. Wptyw na potencjalne zanizenie wartosci
gestosci mikrokrazenia mogto mie¢ kilka czynnikow:

- wybor metody liczenia naczyn — liczono naczynia posiadajace wyrazne $wiatlo w
powigkszeniu 200x, a zatem dobrze uksztalttowane, pomijajac zaggszczenia komorek
pochodzenia endotelialnego pozbawione $wiatla i nie zliczajac naczyn, ktorych $wiatto ulegto
zapadnigciu (taka sklonno$¢ moga mie¢ nowo utworzone struktury naczyniowe
mikrokrazenia, w przeciwienstwie do dobrze uformowanych, bardziej dojrzatych naczyn
(Lewis 2006))

- wybor przeciwciala do liczenia struktur naczyniowych — zdecydowano si¢ na CD31, aby nie
pomyli¢ struktur naczyniowych w podscielisku przewleklego zapalenia z komorkami
podscieliska CD34+. W wigkszosci aktualnych doniesien na temat mikrokrazenia jest
stosowane przeciwciato przeciw CD34, ktore jest uwazane za bardziej czuty i stabilny marker
struktur naczyniowych.

Mata réznica w $redniej ilo$ci naczyn mikrokrazenia pomig¢dzy grupa kontrolna, a zapaleniem
trzustki wynika najpewniej z dwoch przyczyn:

- stwierdzonej powyzej tendencji do zapadania si¢ nowo utworzonych naczyn w podscielisku

zapalnym, ktorych nie zliczano,
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- fizjologicznie bogatego unaczynienia miazszu prawidlowej trzustki.

Opisywanie mikrokrazenia tylko na podstawie oceny ggstosci naczyniowej, a co za tym idzie
poszukiwanie korelacji z innymi elementami podscieliska uzywajac jedynie wartosci w ten
sposob uzyskanych, wydaje si¢ niewystarczajace. By¢ moze nalezatoby najpierw ustali¢, jaka
jest dojrzato$¢ loza naczyniowego np. za pomoca zliczenia naczyn otoczonych warstwa
pericytow (Yonenaga 2005), a wszelkie korelacje wykonywac przy uwzglednieniu dojrzatosci
naczyn mkrokrazenia.

Skupiajac si¢ na roli makrofagdw w ksztattowaniu podscieliska raka i zapalenia
trzustki, do tej pory nie wspomniano o roli komoérek tucznych. W rzeczywistosci komorki
nacieku zapalnego sa od siebie uzaleznione i wchodza w $ciste relacje z podscieliskiem, ktore
wspottworza (Zimnoch 2002) Uwaza sig, ze komorki tuczne (mast cells, mastocyty) takze
moga by¢  odpowiedzialne za wytwarzanie czynikdéw proangiogennych, a ich rola w
nasilaniu biologicznej ztosliwosci nowotwordéw zostata opisana migdzy innymi w odniesieniu
do czerniaka zlosliwego (Ribatti 2003), raka niedrobnokomoérkowego pluc (Chen 2003,
Takanami 2000 - w tej pracy stwierdzono takze korelacje pomigdzy gegstoscia komorek
tucznych w guzie, a ilo$cig przerzutow weztowych), raka przetyku (Elpek 2002), raka trzonu i
szyjki macicy (Benitez-Bribiesca 2001). Ponadto w pracach do$wiadczalnych wykazano
wplyw proteaz obecnych takze w komorkach tucznych trzustki (tryptazy i chymazy), na
nasilenie angiogenezy (Taipale 1995, Muramatsu 2000). Wyniki niniejszej pracy wskazuja na
znaczny udzial mastocytéw w tworzeniu podscieliska przewleklego zapalenia i raka trzustki.
W poréwnaniu z grupa kontrolna réznice w ilosci komodrek tucznych sa statystycznie
znamienne, ale r6znica w ilo$ci mastocytow w podscielisku raka w poréwnaniu z zapaleniem
jest juz niewielka i znajduje si¢ na granicy znamiennosci statystycznej. Jak wspomniano, nie
stwierdzono takze korelacji pomigdzy ilo$cia komoérek tucznych, a gestoscia mikrokrazenia,

by¢ moze z powoddéw zwigzanych z wyborem metodyki zliczania struktur naczyniowych. Co
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za tym idzie, na podstawie przeprowadzonych badan nie mozna wyciaga¢ jednoznacznych
wnioskow co do wplywu mastocytow na tworzenie mikrosrodowiska w guzie
nowotworowym.

Analizujac sktad nacieku zapalnego ztozonego z komorek jednojadrowych w podscielisku
raka i zapalenia trzustki, nalezy takze ustosunkowaé si¢ do wystepujacych tam w bardzo
duzych ilosciach limfocytéw. W rzeczywistosci ilos¢ limfocytow zdecydowanie przewyzsza
ilo§¢ makrofagdw i komorek tucznych, gtoéwnie dzigki tworzeniu miejscami skupien i grudek
chtonnych. W niniejszej pracy nie stwierdzono znamiennych statystycznie rdznic w
catkowitej ilosci limfocytéw pomigdzy podscieliskiem zapalenia i raka trzustki. Natomiast w
porownaniu z grupa kontrolna ilo$¢ ta jest zdecydowanie wigksza. W patogenezie
przewleklego zapalenia trzustki, czg$¢ przypadkow nadal jest okreslana mianem zapalen
idiopatycznych. Obecnie postuluje si¢ autoimmunologiczny mechanizm rozwoju czgsci z nich
(Jaskiewicz 2003). W odniesieniu do takiej mozliwos$ci, istotna wydaje si¢ ocena skladu
nacieku limfatycznokomoérkowego z podziatem na konkretne subpopulacje, w przypadkach
zapalen trzustki o réznej etiologii. Samo zwigkszenie ilosci limfocytow w podscielisku raka
trzustki i1 zapalenia trzustki moze by¢ interpretowane co najwyzej jako wyraz nieswoistej
reakcji zapalne;j.

Podsumowujac powyzsza dyskusje, nalezy stwierdzi¢, ze tworzenie podscieliska w
przewleklym zapaleniu i raku trzustki wykorzystuje wiele wspdlnych patomechanizméow
takich jak uwolnienie cytokin w odpowiedzi na uszkodzenie tkanek, zwigkszona aktywnos$¢
komoérek zapalnych, pobudzenie trzustkowych komorek gwiazdzistych, nasilenie
angiogenezy. Z drugiej strony wiele podobienstw migdzy tymi procesami moze by¢ tylko
powierzchowne, a mikrosrodowisko powstale w tych chorobach moze petni¢ odmienne

funkcje. Uchwycenie réznic w funkcjonowaniu podscieliska nowotworowego i zapalnego
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moze w przysztosci doprowadzi¢ do znacznego postgpu we wczesnej diagnostyce raka

trzustki oraz przyczynic si¢ do powstania nowych, bardziej wydajnych strategii leczniczych.
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WNIOSKI

1. Stwierdzono znaczne roznice w dystrybucji komoérek CD34+ oraz ASMA+ w
podscielisku raka trzustki i przewlektego zapalenia trzustki:

1.1 W wigkszo$ci przypadkoéw raka trzustki w komodrkach podscieliska
dominuje immunofenotyp: CD34 (-), ASMA (+, odczyn wyraznie
zaznaczony)

1.2 W wigkszosci przypadkow przewlektego zapalenia trzustki w komorkach
podscieliska dominuje immunofenotyp: CD34 (+, odczyn wyraznie
zaznaczony), ASMA (+, odczyn wyraznie lub $rednio zaznaczony)

2. Stwierdzone powyzej réznice w dystrybucji komoérek CD34+ i ASMA+ w
podscielisku raka trzustki i przewlektego zapalenia trzustki moga stuzy¢ jako
dodatkowy wyktadnik morfologiczny w histopatologicznej diagnostyce roznicowe;j
pomigdzy tymi chorobami.

3. Stwierdzono réznice w ilosci makrofagdéw i komorek tucznych w podscielisku raka
trzustki 1 przewlektego zapalenia trzustki:

3.1 Tlo$¢ makrofagéw w podscielisku raka trzustki jest wyraznie wigksza niz
w podscielisku przewlektego zapalenia trzustki

3.2 Tlo$¢ komorek tucznych w podscielisku raka trzustki jest nieznacznie
wigksza niz w podscielisku przewlektego zapalenia trzustki

3.3 Tlo$§¢ makrofagdw i komorek tucznych zaréwno w podscielisku raka
trzustki jak 1 przewlektego zapalenia trzustki jest wyraznie wigksza niz w

podscielisku grupy kontrolnej zdrowych trzustek
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4. Stwierdzono wigksza gesto$§¢ naczyniowa mikrokrazenia w podscielisku raka
trzustki w pordwnaniu z ggsto$cia naczyniowa mikrokrazenia w podscielisku
przewlektego zapalenia trzustki.

5. Nie stwierdzono korelacji pomigdzy ilo$cia makrofagdw lub komorek tucznych, a

gestoscia naczyniowa mikrokrazenia w podscielisku badanych grup.
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STRESZCZENIE

Tworzenie podscieliska jest istotnym elementem wzrostu guza nowotworowego oraz
odgrywa podstawowa rolg w procesie przewlektego zapalenia. Trzustka z racji wyjatkowej
zdolnosci do tworzenia podscieliska zard6wno w przebiegu zmian zapalnych, jak i
nowotworowych, jest narzadem doskonale nadajacym si¢ do badan poréwnawczych
podscieliska w zmianach o roznej etiologii. Rak trzustki jest nowotworem obarczonym
wysoka $miertelno$cia, nie poddajacym si¢ w wigkszosci wypadkéw standardowym
strategiom leczniczym, dajacym czgsto pierwsze objawy w okresie znacznego zaawansowania
choroby nowotworowej. Zrozumienie réznic funkcjonalnych i strukturalnych pomigdzy
podscieliskiem nowotworowym, a zapalnym moze da¢ szans¢ na wytyczenie nowych drog w
postgpowaniu diagnostyczno-leczniczym tych choréb.

Celem pracy byla morfologiczna ocena poréwnawcza podscieliska w przewlektym
zapaleniu 1 raku trzustki, pod katem dystrybucji komoérek CD34+ i ASMA+ oraz ilo$ci
makrofagdéw, komorek tucznych i gegstosci mikrokrazenia. Ponadto dokonano oceny warto$ci
diagnostycznej czg$ci powyzszych parametrow w histopatologicznej diagnostyce réznicowej
tych schorzen.

Do badan zakwalifikowano 62 przypadki pierwotnego raka gruczolowego trzustki (38
mezezyzn 1 24 kobiety) oraz 43 przypadki przewlektego zapalenia trzustki (32 mezczyzn i 11
kobiet) operowanych w latach 1998-2005 w I i II Klinice Chirurgii Ogélnej AMG. Grupe
kontrolng stanowito 20 fragmentéw miazszu trzustek pobranych ze zwlok oséb zmartych z
innych przyczyn. Odczyny immunohistochemiczne i histochemiczne wykonano na materiale
tkankowym opracowanym w Katedrze 1 Zakladzie Patomorfologii AMG. Komorki
podscieliska wyznakowano przeciwciatami monoklinalnymi przeciw CD34 oraz ASMA,

naczynia mikrokrazenia wyznakowano przeciwcialem przeciw CD31, makrofagi
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wyznakowano przeciwciatem przeciw CD68, limfocyty przeciwcialem przeciw LCA, a
komorki tuczne wyznakowano rutynowa metoda Giemsy.

Stwierdzono znaczne rdéznice w dystrybucji komoérek CD34+ i ASMA+ w
podscielisku raka i przewlektego zapalenia trzustki: W 51 przypadkach raka (80%), fenotyp
komorek podscieliska zostal oznaczony jako: CD34: 0 ,ASMA: 4+ lub 3+. Z kolei w
podscielisku przewlektego zapalenia w 41 przypadkach (95%) ekspresje CD34 w komorkach
podscieliska oceniono na 4+ lub 3+, przy rownoczesnej wyraznej ekspresji komorek
podscieliskowych ASMA+. Powyzsze rdznice moga stuzy¢ jako dodatkowy wyktadnik
morfologiczny w histopatologicznej diagnostyce roéznicowej przewleklego zapalenia i1 raka
trzustki.

Ponadto stwierdzono znacznie wigksza ilos¢ makrofagéw w podscielisku raka trzustki
w poréwnaniu z podscieliskiem przewleklego zapalenia trzustki (65,54/PW vs. 34,13/PW)
oraz niewielki wzrost iloSci komodrek tucznych w podscielisku raka (10,94/DPW vs.
9,9/DPW). Gestos¢ mikrokrazenia w pods$cielisku raka trzustki jest wigksza od gestosci
mikrokrazenia w podscielisku przewlektego zapalenia trzustki (56,67/PW vs. 46,4/PW. Nie
stwierdzono statystycznie znamiennej korelacji pomigdzy ilo$cia makrofagow lub komorek

tucznych, a gestoscia mikrokrazenia w zadnej z badanych grup.
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ABSTRACT

Comparative morphologic assessment of the stroma in pancreatic ductal
adenocarcinoma and chronic pancreatitis.

The formation of the stroma is crucial for the growth of the the neoplastic tumor and in
the chronic inflammatory process. The pancreas has enormous ability to stroma formation in
the course of both aforementioned processes giving the unique opportunity for comparative
studies. Pancreatic adenocarcinoma (PDA) is the neoplasm with a dismal prognosis, usually
resistant to classic therapeutic strategies. The understanding of structural and functional
differences between neoplastic and inflammatory stroma, may one day lead to discoveries of
new diagnostic and therapeutic procedures of these fatal diseases.

The purpose of this study was comparative morphologic analysis of the stroma in CP
and PDA, considering the distribution of CD34+ and ASMA+ stromal cells, macrophages,
mast cells and microvascular density (MVD). Furthermore, the diagnostic significance of
above mentioned differences was assessed from the histopathologic point of view.

62 cases of PDA (38 male and 24 female) and 43 cases of CP (32 male and 11 female)
were qualified. All patients underwent surgical procedures in the General Surgery
Departments, Medical University of Gdansk in the years 1998-2005. Additionally 20 samples
of the pancreatic parenchyma taken during autopsies from the patient without pancreatic
illness, formed the control group. Histochemical and immunohistochemical staining were
performed on the material from the Department of Pathology, Medical University of Gdansk
archives. The following monoclonal antibodies were used in the study: anti-CD34 and anti-
ASMA to stain stromal cells, anti-CD31 to highlight the microcirculation , anti-CD68 to stain
macrophages and anti-LCA to stain lymphocytes. Mast cells were highlighted with the routine

Giemsa method.
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There were clear differences in the distribution of CD34+ stromal cells and ASMA+
stromal cells in the CP and PDA groups: immmunofenotype of 51 cases of PDA (80%) was:
CD34(-), ASMA (3+ or 4+). On the other hand, the stromal cells in 41 cases of CP (95%)
were: CD34(3+ or 4+) and ASMA (3+or 4+). The above mentioned differences can serve as
the additional tool in the histopathologic differential diagnosis between CP and PDA.

There were much more macrophages in the stroma of PDA in comparison with CP
(65,54/HPF vs. 34,23/HPF) and only little more mast cells in the stroma of PDA (10,94/HPF
vs. 9,9/HPF). Microvasular density (MVD) was higher in he stroma of PDA in comparison
with CP (56,67/HPF vs. 46,4/HPF). We found no statistical correlation between MVD and the

quantity of macrophages or mast cells in the studied groups.
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1. Szczegdtowe zestawienie wynikow badan histopatologicznych chorych na raka trzustki.

tendencja
numer nasilenie do

Ip |grupa| bad. wiek | pleé¢ | stromatogenezy | szkliwienia | grading

1 | raki 587984 69| m 2 0 2 X
2 | raki 718742 67| m 2 0 2 3 0]x
3 | raki 721552 68 | m 2 0 1 3 1]x
4 | raki 724072 49 |k 1 0 2 3 1]x
5| raki 727303 74|m 1 0 1 2 1[x
6 | raki 727915 43| m 1 0 3 3 1[x
7 | raki 739132 63| m 2 0 1 2 0]x
8 | raki 740221 71|m 3 1 1 3 0]x
9 | raki 750227 54| m 3 0 1 2 0]x
10 | raki 750583 50| m 2 0 2 3 0]x
11 | raki 752214 63| m 2 0 2 2 0]x
12 | raki 757782 63 | k 3 0 1 2 0]x
13 | raki 761333 51|m 3 0 1 3 1]x
14 | raki 763743 53 |k 2 0 2 2 1]x
15 | raki 764869 85 |k 2 0 1 1 0]x
16 | raki 769013 60| m 3 0 1 3 0]x
17 | raki 769579 62| m 3 0 1 2 1]x
18 | raki 770650 70| m 3 1 2 2 1]x
19 | raki 775613 62| m 3 1 2 3 1]x
20 | raki 775983 56 | k 3 0 1 3 1[x
21 | raki 776495 72 |k 3 0 2 3 1
22 | raki 781026 61|k 2 0 1 3 0]x
23 | raki 784354 57 |m 2 0 2 3 0]x
24 | raki 786202 68| m 2 0 3 3 0]x
25 | raki 786623 60 | k 3 0 1 3 1[x
26 | raki 787537 61|m 2 0 2 3 0]x
27 | raki 813933 62| m 2 0 2 3 1]x
28 | raki 815955 50| m 1 0 3 3 1
29 | raki 816471 71m 2 0 2 3 0]x
30 | raki 816785 56 | m 2 0 2 3 1[x
31 | raki 818857 53|m 2 0 2 3 1
32 | raki 820229 69 | k 2 0 1 2 0]x
33 | raki 823024 65 | k 3 1 1 3 1]x
34 | raki 824355 68 | k 3 0 1 2 0]x
35 | raki 825085 70| m 1 0 3 2 1[x
36 | raki 825191 76| m 2 0 2 X
37 | raki 825493 44 | m 2 0 2 3 0]x
38 | raki 832592 91k 3 1 1 3 0]x
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tendencja
numer nasilenie do

Ip |grupa| bad. wiek | pleé | stromatogenezy | szkliwienia | grading

39 | raki 834084 76 |k 3 0 1 2 0]x
40 | raki 837358 56 |m 2 0 2 3 0]x
41 | raki 837450 53 | k 2 0 2 2 0|x
42 | raki 841490 70 | k 2 0 2 2 1]x
43 | raki 843016 72| m 3 0 1 3 1]x
44 | raki 844620 64 |m 3 1 1 3 0]x
45 | raki 847435 64 |m 2 0 2 3 0]x
46 | raki 849465 56 | m 3 0 2 2 0|x
47 | raki 850587 70 | k 2 0 2 3 1]x
48 | raki 853136 74|m 3 0 1 2 0]x
49 | raki 853399 75|m 2 0 2 3 1]x
50 | raki 856824 61|m 3 0 1 2 1]x
51 | raki 859392 71|m 2 0 1 3 0|x
52 | raki 861626 65| m 2 0 2 X
53 | raki 862503 76 |k 3 0 2 3 1]x
54 | raki 865977 64 |m 1 0 3 3 1]x
55 | raki 870548 70 | k 2 0 2 2 0|x
56 | raki 871790 62 | k 2 0 2 3 1]x
57 | raki 894829 50 | k 1 0 3 2 1]x
58 | raki 895473 49 | k 3 1 1 1 0]x
59 | raki 902053 52 |k 2 0 3 2 0]x
60 | raki 916187 70 | k 2 0 2 2 1]x
61 | raki 919193 80 | k 3 0 1 3 1]x
62 | raki 919893 78| m 2 0 2 3 1]x
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immunohistochemicznych

2.Szczegotowe  zestawienie ~ wynikéw  badan
histochemicznych chorych na raka trzustki
numer CD31
Ip | grupa bad. 1 2 3 4 5| $rednia
1 | raki 587984 57 38 41 48 33 43,4
2 | raki 718742 43 37 33 22 28 32,6
3 | raki 721552 52 56 32 48 37 45,0
4 | raki 724072 41 32 38 35 43 37,8
5| raki 727303 37 31 35 29 40 34,4
6 | raki 727915 105 99 112 107 96 103,8
7 | raki 739132 31 35 33 29 37 33,0
8 | raki 740221 58 64 47 53 49 54,2
9| raki 750227 67 66 47 52 53 57,0
10 | raki 750583 57 46 72 55 61 58,2
11 | raki 752214 63 81 64 68 72 69,6
12 | raki 757782 55 43 59 63 58 55,6
13 | raki 761333 54 46 50 53 49 50,4
14 | raki 763743 64 42 56 40 47 49,8
15 | raki 764869 30 32 36 43 38 35,8
16 | raki 769013 34 31 27 38 31 32,2
17 | raki 769579 42 48 68 52 47 51,4
18 | raki 770650 28 31 35 27 33 30,8
19 | raki 775613 53 47 39 40 50 45,8
20 | raki 775983 48 47 41 48 43 454
21 | raki 776495 62 71 66 73 68 68,0
22 | raki 781026 41 38 46 37 35 39,4
23 | raki 784354 54 56 62 48 40 52,0
24 | raki 786202 50 62 43 60 57 54,4
25 | raki 786623 67 59 54 62 58 60,0
26 | raki 787537 46 35 41 47 33 40,4
27 | raki 813933 51 52 41 44 56 48,8
28 | raki 815955 50 55 43 52 49 49,8
29 | raki 816471 49 65 54 51 62 56,2
30 | raki 816785 67 50 77 73 61 65,6
31| raki 818857 48 33 37 31 42 38,2
32 | raki 820229 64 69 73 71 67 68,8
33 | raki 823024 57 85 102 96 106 89,2
34 | raki 824355 61 65 59 57 50 58,4
35 | raki 825085 62 65 60 58 63 61,6
36 | raki 825191 51 67 64 56 49 57,4
37 | raki 825493 74 69 78 63 70 70,8
38 | raki 832592 70 77 62 67 71 69,4
39 | raki 834084 56 76 54 65 63 62,8
40 | raki 837358 46 45 53 57 41 48,4
41 | raki 837450 66 72 67 62 59 65,2
42 | raki 841490 47 39 34 47 43 42,0

i
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Nr.

Ip | grupa | badania 1 2 3 4 5 srednia
43 | raki 843016 49 59 46 57 52 52,6
44 | raki 844620 53 54 46 49 51 50,6
45 | raki 847435 48 45 53 46 42 46,8
46 | raki 849465 59 78 57 58 66 63,6
47 | raki 850587 53 49 43 61 57 52,6
48 | raki 853136 44 68 73 63 69 63,4
49 | raki 853399 | 128 99 92| 103| 112 106,8
50 | raki 856824 73 67 78 63 71 70,4
51 | raki 859392 47 51 56 49 47 50,0
52 | raki 861626 46 57 53 39 58 50,6
53 | raki 862503 59 39 51 53 45 49,4
54 | raki 865977 52 47 41 65 61 53,2
55 | raki 870548 | 102 77 98| 106 83 93,2
56 | raki 871790 91 71 101 80 84 85,4
57 | raki 894829 88| 111 76 89 92 91,2
58 | raki 895473 68 73 68 75 71 71,0
59 | raki 902053 58 55 53 49 59 54,8
60 | raki 916187 52 50 35 46 38 44,2
61 | raki 919193 66 69 70 61 65 66,2
62 | raki 919893 59 72 67 65 62 65,0
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CD68

numer
Ip | grupa bad. 1 2 3 4 5| $rednia

1| raki 587984 30 59 44 57 26 43,2
2 | raki 718742 32 54 99 59 46 58,0
3 | raki 721552 34 26 72 29 36 39,4
4 | raki 724072 46 75 82 96 65 72,8
5 | raki 727303 42 64 56 46 57 53,0
6 | raki 727915 90 98 80 88 77 86,6
7 | raki 739132 34 48 35 32 26 35,0
8 | raki 740221 86| 106 46 76| 130 88,8
9 | raki 750227 55 41 39 42 47 44,8
10 | raki 750583 42 56 51 32 37 43,6
11 | raki 752214 58 64 40 45 43 50,0
12 | raki 757782 86 72 76 74 70 75,6
13 | raki 761333 62 58 54 49 58 56,2
14 | raki 763743 59 54 44 51 73 56,2
15 | raki 764869 68 66 64 84 59 68,2
16 | raki 769013 94 76 42 54 82 69,6
17 | raki 769579 71 52 39 36 62 52,0
18 | raki 770650 67 78 43 40 42 54,0
19 | raki 775613 74 46 73 67 96 71,2
20 | raki 775983 82 64 74 63 59 68,4
21 | raki 776495 63| 130 94| 112 62 92,2
22 | raki 781026 68 59 44 53 50 54,8
23 | raki 784354 60 64 58 72 53 61,4
24 | raki 786202 95 86 51 67 66 73,0
25 | raki 786623 97 76 49 37 75 66,8
26 | raki 787537 | 102 77 49 37 75 68,0
27 | raki 813933 42 53 56 38 62 50,2
28 | raki 815955 39 58 61 38 44 48,0
29 | raki 816471 52 96 93 54 67 72,4
30 | raki 816785 48 77 68 72 70 67,0
31 | raki 818857 57 70 33 49 57 53,2
32 | raki 820229 27 60 81 44 66 55,6
33 | raki 823024 80 89| 112 92 90 92,6
34 | raki 824355 58 65 56 64 53 59,2
35 | raki 825085 75 67 70 61 82 71,0
36 | raki 825191 69 66 54 57 64 62,0
37 | raki 825493 64| 117 69 78 82 82,0
38 | raki 832592 76 92 70 71 87 79,2
39 | raki 834084 77 65 43 65 59 61,8
40 | raki 837358 77 23 29 38 46 42,6
41 | raki 837450 94 77 66 84 72 78,6
42 | raki 841490 75 89 72 70 84 78,0
43 | raki 843016 46 49 53 58 41 49,4
44 | raki 844620 75 53 80 53 79 68,0
45 | raki 847435 70 85| 116 96 93 92,0
46 | raki 849465 76 97 59 71 87 78,0
47 | raki 850587 70 75 49 70 61 65,0
48 | raki 853136 95 60 44 61 72 66,4
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Nr.

Ip | grupa | badania 1 2 3 4 5 srednia
49 | raki 853399 55 42 57 50 51 51,0
50 | raki 856824 63| 112 56 82 76 77,8
51 | raki 859392 71 109 90 78| 106 90,8
52 | raki 861626 67 72 51 78 58 65,2
53 | raki 862503 70 75 63 62 74 68,8
54 | raki 865977 42 64 67 64 50 57,4
55 | raki 870548 63 62 78 61 74 67,6
56 | raki 871790 55 49 33 51 40 45,6
57 | raki 894829 73 83| 107 102 69 86,8
58 | raki 895473 67 72 73 62 81 71,0
59 | raki 902053 87 94 91 81 101 90,8
60 | raki 916187 | 106 85 79 81 97 89,6
61 | raki 919193 53 65 47 54 58 55,4
62 | raki 919893 47| 106 68 81 52 70,8
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Giemsa

numer
Ip | grupa bad. 1 2 3 4 5| $rednia

1| raki 587984 3 8 12 7 9 7,8
2 | raki 718742 5 3 3 4 6 4,2
3| raki 721552 9 12 11 14 9 11,0
4 | raki 724072 16 12 9 11 3 10,2
5 | raki 727303 12 16 1 8 10 9,4
6 | raki 727915 10 9 8 14 8 9,8
7 | raki 739132 7 3 9 4 8 6,2
8 | raki 740221 14 13 9 12 13 12,2
9 | raki 750227 5 12 11 10 8 9,2
10 | raki 750583 5 3 12 9 5 6,8
11 | raki 752214 5 4 12 7 7 7,0
12| raki 757782 21 16 19 23 14 18,6
13 | raki 761333 13 11 18 12 9 12,6
14 | raki 763743 12 16 14 13 8 12,6
15 | raki 764869 27 18 23 22 15 21,0
16 | raki 769013 5 5 6 9 3 5,6
17 | raki 769579 16 17 13 9 14 13,8
18 | raki 770650 11 17 15 17 13 14,6
19 | raki 775613 24 32 19 32 14 24,2
20 | raki 775983 17 11 11 10 15 12,8
21 | raki 776495 6 3 23 12 9 10,6
22 | raki 781026 9 6 5 7 3 6,0
23 | raki 784354 3 6 6 5 4 4,8
24 | raki 786202 3 4 9 7 5 5,6
25 | raki 786623 12 11 11 13 12 11,8
26 | raki 787537 5 10 11 10 3 7,8
27 | raki 813933 15 7 12 13 8 11,0
28 | raki 815955 11 14 12 13 15 13,0
29 | raki 816471 11 7 9 9 8 8,8
30 | raki 816785 10 22 8 14 15 13,8
31 | raki 818857 9 25 8 10 13 13,0
32 | raki 820229 12 13 5 7 14 10,2
33 | raki 823024 6 3 11 9 2 6,2
34 | raki 824355 5 27 3 13 20 13,6
35 | raki 825085 4 14 13 9 12 10,4
36 | raki 825191 23 8 17 12 18 15,6
37 | raki 825493 10 8 7 9 12 9,2
38 | raki 832592 16 15| 24 16 21 18,4
39 | raki 834084 12 10 10 11 7 10,0
40 | raki 837358 10 11 8 9 7 9,0
41 | raki 837450 6 7 12 10 10 9,0
42 | raki 841490 10 13 9 7 9 9,6
43 | raki 843016 8 10 9 9 6 8,4
44 | raki 844620 10 8 9 7 12 9,2
45 | raki 847435 13 5 12 11 3 8,8
46 | raki 849465 8 13 16 14 5 11,2
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Nr.

Lp | grupa| badania 1 2 3 4 5 srednia
47 | raki 850587 2 6 5 3 8 4,8
48 | raki 853136 12 25| 21 23 14 19,0
49 | raki 853399 16 13 18 7 8 12,4
50 | raki 856824 14 17 5 9 11 11,2
51 | raki 859392 4 5 4 3 2 3,6
52 | raki 861626 12 8 14 12 7 10,6
53 | raki 862503 12 11 12 13 11 11,8
54 | raki 865977 10 17 12 5 3 9,4
55 | raki 870548 2 3 5 1 3,0
56 | raki 871790 13 7 12 11 9 10,4
57 | raki 894829 6 5 5 4 3 4,6
58 | raki 895473 4 1 3 3 2 2,6
59 | raki 902053 39 37 34 32 28 34,0
60 | raki 916187 30 10 14 22 14 18,0
61 | raki 919193 14 16 13 15 11 13,8
62 | raki 919893 17 18 14 11 14 14,8
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ASMA

Ip | grupa | numer bad. | CD34 stroma stroma LCA
1| raki 587984 0 4 3
2 | raki 718742 1 4 3
3 | raki 721552 0 4 2
4 | raki 724072 0 4 1
5| raki 727303 0 3 2
6 | raki 727915 0 4 3
7 | raki 739132 1 3 3
8 | raki 740221 0 4 2
9 | raki 750227 0 4 2
10 | raki 750583 0 4 3
11 | raki 752214 0 4 2
12 | raki 757782 0 4 3
13 | raki 761333 0 3 3
14 | raki 763743 0 4 3
15 | raki 764869 0 4 3
16 | raki 769013 3 4 2
17 | raki 769579 3 3 2
18 | raki 770650 2 3 2
19 | raki 775613 3 3 3
20 | raki 775983 0 4 2
21 | raki 776495 0 4 3
22 | raki 781026 0 4 2
23 | raki 784354 2 4 3
24 | raki 786202 0 3 2
25 | raki 786623 0 4 2
26 | raki 787537 0 4 3
27 | raki 813933 0 4 2
28 | raki 815955 0 4 2
29 | raki 816471 1 4 3
30 | raki 816785 0 4 3
31 | raki 818857 1 4 3
32| raki 820229 0 4 3
33 | raki 823024 0 4 3
34 | raki 824355 1 3 2
35 | raki 825085 0 3 3
36 | raki 825191 0 3 3
37 | raki 825493 2 4 3
38 | raki 832592 0 4 3
39 | raki 834084 0 2 2
40 | raki 837358 0 3 2
41 | raki 837450 0 4 4
42 | raki 841490 0 4 3
43 | raki 843016 0 4 2
44 | raki 844620 0 4 2
45 | raki 847435 0 4 2
46 | raki 849465 0 4 2
47 | raki 850587 0 3 2
48 | raki 853136 0 3 2



http://www.pdfonline.com/easypdf/?gad=CLjUiqcCEgjbNejkqKEugRjG27j-AyCw_-AP

Ip | grupa | nr. badania CD34 ASMA LCA
49 | raki 853399 0 3 4
50 | raki 856824 0 3 3
51 | raki 859392 0 4 2
52 | raki 861626 0 4 2
53 | raki 862503 0 4 2
54 | raki 865977 0 4 2
55 | raki 870548 0 4 1
56 | raki 871790 0 4 2
57 | raki 894829 0 4 3
58 | raki 895473 0 3 2
59 | raki 902053 0 3 3
60 | raki 916187 0 4 3
61 | raki 919193 0 4 3
62 | raki 919893 0 4 3
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3. Szczegoétowe zestawienie badan histopatologicznych chorych na przewlekle zapalenia
trzustki.
tendencja
nasilenie typ widknienia do

Ip | grupa | numer bad. wiek ptec stromatogenezy | inter intra szkliwienia
1| zapal 718693 49| m 3 3 2 1
2 | zapal 720601 50|m 3 3 2 1
3 | zapal 726530 45| m 3 3 1 1
4 | zapal 728259 44 | m 1 1 0 0
5| zapal 739249 45| m 3 3 3 1
6 | zapal 746960 69 | k 1 1 1 0
7 | zapal 747683 34| m 2 2 1 1
8 | zapal 749794 29 m 3 3 1 1
9 | zapal 750232 41| m 2 2 1 0
10 | zapal 751211 44 | m 2 2 1 0
11 | zapal 756393 35|m 2 2 1 1
12 | zapal 758545 39| m 3 3 1 1
13 | zapal 758921 47 |m 2 2 1 1
14 | zapal 761320 51|m 3 3 1 1
15 | zapal 763890 43| m 3 3 1 1
16 | zapal 775853 47 |m 2 2 1 0
17 | zapal 781531 19| m 3 3 2 1
18 | zapal 782739 38| m 2 2 2 0
19 | zapal 784759 45| m 1 1 0 0
20 | zapal 790622 57|m 3 3 2 1
21| zapal 791722 59 | k 2 2 1 0
22 | zapal 792401 48| m 2 2 1 0
23 | zapal 796976 47 | k 3 3 2 1
24 | zapal 802066 49| m 3 3 1 1
25 | zapal 803441 65 | k 3 3 2 1
26 | zapal 815282 33|m 3 3 2 1
27 | zapal 815562 40 |k 2 2 1 1
28 | zapal 817226 51|m 2 2 1 1
29 | zapal 818306 50| m 2 2 1 0
30 | zapal 820158 39|m 3 3 1 1
31| zapal 821517 64 | m 1 1 0 0
32 | zapal 824927 77| m 3 3 3 1
33 | zapal 830328 52| m 3 3 1 1
34 | zapal 832323 42| m 3 3 2 1
35 | zapal 833091 52|m 3 3 2 1
36 | zapal 841338 511k 3 3 2 1
37 | zapal 862034 81 |k 3 3 3 1
38 | zapal 867050 35k 3 3 1 1
39 | zapal 873345 70 | k 3 3 3 1
40 | zapal 878145 60| m 2 2 1 0
41 | zapal 916347 52k 3 3 2 1
42 | zapal 944853 711k 3 3 1 1
43 | zapal 947872 38| m 3 3 2 1
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4. Szczegotowe  zestawienie  wynikow  badan  immunohistochemicznych 1
histochemicznych chorych na przewlekte zapalenie trzustki.
CD31
Ip | grupa | numer bad. 1 2 3 4 5 $rednia
1| zapal 718693 46 29 50 30 38 38,6
2| zapal 720601 51 42 53 49 44 47,8
3 | zapal 726530 27 46 47 31 42 38,6
4 | zapal 728259 41 25 33 38 51 37,6
5 | zapal 739249 16 11 25 33 38 24,6
6 | zapal 746960 27 24 26 23 31 26,2
7| zapal 747683 29 26 33 38 24 30,0
8 | zapal 749794 98 46 30 32 41 49,4
9 | zapal 750232 49 61 37 54 43 48,8
10 | zapal 751211 29 21 24 17 23 22,8
11 | zapal 756393 28 27 32 25 27 27,8
12| zapal 758545 48 36 28 33 30 35,0
13| zapal 758921 23 25 18 31 28 25,0
14 | zapal 761320 19 23 28 26 31 254
15 | zapal 763890 27 32 44 35 38 35,2
16 | zapal 775853 41 48 37 48 35 41,8
17| zapal 781531 44 31 54 28 34 38,2
18 | zapal 782739 30 54 37 43 48 42,4
19 | zapal 784759 25 33 21 28 30 27,4
20 | zapal 790622 86 45 41 57 43 54,4
21 | zapal 791722 36 55 65 48 51 51,0
22 | zapal 792401 105 76 82 63 53 75,8
23 | zapal 796976 28 30 33 27 31 29,8
24 | zapal 802066 22 26 25 31 24 25,6
25| zapal 803441 50 32 58 55 48 48,6
26 | zapal 815282 63 50 69 60 61 60,6
27 | zapal 815562 74 71 58 67 63 66,6
28 | zapal 817226 69 76 54 72 66 67,4
29 | zapal 818306 64 56 41 49 57 53,4
30 | zapal 820158 48 41 38 51 46 44,8
31| zapal 821517 102 84 96 78 97 91,4
32 | zapal 824927 31 63 50 44 52 48,0
33 | zapal 830328 58 66 54 52 62 58,4
34 | zapal 832323 78 76 69 72 61 71,2
35 | zapal 833091 37 46 55 48 43 45,8
36 | zapal 841338 46 64 45 52 57 52,8
37 | zapal 862034 32 28 36 41 25 32,4
38 | zapal 867050 77 58 62 45 62 60,8
39 | zapal 873345 36 29 32 38 33 33,6
40 | zapal 878145 22 25 32 27 31 27,4
41 | zapal 916347 77 64 72 75 69 71,4
42 | zapal 944853 39 75 55 62 58 57,8
43 | zapal 947872 52 71 60 58 63 60,8
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CD68

Ip | grupa | numer bad. 1 2 3 4 5| $rednia
1| zapal 718693 43 36 59 44 53 47,0
2 | zapal 720601 13 46 45 41 38 36,6
3| zapal 726530 37 25 39 31 32 32,8
4 | zapal 728259 26 23 18 25 20 22,4
5| zapal 739249 32 18 30 30 24 26,8
6 | zapal 746960 24 25 44 38 25 31,2
7 | zapal 747683 105 98 55 78 82 83,6
8 | zapal 749794 19 17 22 21 16 19,0
9 | zapal 750232 83 91 102 105 87 93,6
10 | zapal 751211 16 21 18 24 19 19,6
11 | zapal 756393 73 32 52 46 63 53,2
12| zapal 758545 12 19 28 27 17 20,6
13| zapal 758921 48 40 26 33 28 35,0
14 | zapal 761320 28 25 24 31 20 25,6
15 | zapal 763890 21 32 18 25 28 24,8
16 | zapal 775853 25 21 26 27 32 26,2
17 | zapal 781531 43 49 37 44 53 45,2
18 | zapal 782739 14 44 18 37 52 33,0
19 | zapal 784759 26 25 17 28 31 254
20 | zapal 790622 37 49 58 43 36 44,6
21 | zapal 791722 4 6 3 9 7 5,8
22 | zapal 792401 75 70 58 68 52 64,6
23 | zapal 796976 13 5 12 16 10 11,2
24 | zapal 802066 25 24 16 19 26 22,0
25 | zapal 803441 8 11 3 9 5 7,2
26 | zapal 815282 48 45 38 43 37 42,2
27 | zapal 815562 14 43 28 34 29 29,6
28 | zapal 817226 21 15 24 20 27 21,4
29 | zapal 818306 44 12 21 37 26 28,0
30 | zapal 820158 61 74 66 59 72 66,4
31| zapal 821517 29 32 22 37 20 28,0
32 | zapal 824927 42 60 37 58 43 48,0
33 | zapal 830328 41 9 27 19 31 254
34 | zapal 832323 26 8 2 17 14 13,4
35 | zapal 833091 23 25 33 27 33 28,2
36 | zapal 841338 22 23 33 27 31 27,2
37 | zapal 862034 47 40 46 45 61 47,8
38 | zapal 867050 59 49 58 48 52 53,2
39 | zapal 873345 35 23 27 33 25 28,6
40 | zapal 878145 39 28 21 25 27 28,0
41 | zapal 916347 29 18 24 31 30 26,4
42 | zapal 944853 39 29 47 35 37 37,4
43 | zapal 947872 31 33 29 42 23 31,6
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Giemsa

Ip | grupa | numer bad. 1 2 3 4 5| $rednia
1| zapal 718693 10 10 7 8 11 9,2
2 | zapal 720601 8 9 10 10 9 9,2
3| zapal 726530 12 11 14 12 13 12,4
4 | zapal 728259 4 5 8 7 6 6,0
5| zapal 739249 21 14 18 15 20 17,6
6 | zapal 746960 10 9 6 7 7 7,8
7 | zapal 747683 21 12 10 15 13 14,2
8 | zapal 749794 14 21 22 21 16 18,8
9 | zapal 750232 9 9 9 8 12 9,4
10 | zapal 751211 4 3 5 4 1 3,4
11 | zapal 756393 3 10 9 2 7 6,2
12| zapal 758545 14 9 10 10 11 10,8
13| zapal 758921 14 14 10 8 9 11,0
14 | zapal 761320 6 6 9 7 3 6,2
15 | zapal 763890 25 33 25 24 32 27,8
16 | zapal 775853 14 15 13 17 12 14,2
17 | zapal 781531 13 16 8 10 11 11,6
18 | zapal 782739 9 8 8 7 9 8,2
19 | zapal 784759 3 2 4 8 3 4,0
20 | zapal 790622 1 1 1 2 0 1,0
21| zapal 791722 16 14 28 17 23 19,6
22 | zapal 792401 6 6 4 7 2 5,0
23 | zapal 796976 5 5 4 4 3 4,2
24 | zapal 802066 11 7 6 9 7 8,0
25 | zapal 803441 1 2 5 3 4 3,0
26 | zapal 815282 15 31 32 28 21 254
27 | zapal 815562 8 7 7 7 6 7,0
28 | zapal 817226 5 7 6 8 2 5,6
29 | zapal 818306 10 13 22 7 14 13,2
30 | zapal 820158 10 8 5 7 9 7,8
31| zapal 821517 16 13 16 12 18 15,0
32 | zapal 824927 4 8 7 9 3 6,2
33 | zapal 830328 16 13 9 11 12 12,2
34 | zapal 832323 9 8 17 13 10 11,4
35 | zapal 833091 9 6 3 5 8 6,2
36 | zapal 841338 18 10 12 14 13 13,4
37 | zapal 862034 11 18 12 16 14 14,2
38 | zapal 867050 5 4 7 8 2 5,2
39 | zapal 873345 18 13 12 11 10 12,8
40 | zapal 878145 9 7 4 1 12 6,6
41 | zapal 916347 6 4 7 5 3 5,0
42 | zapal 944853 6 2 3 4 7 4,4
43 | zapal 947872 7 3 8 8 4 6,0
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ASMA

Ip | grupa | numer bad. | CD34 stroma stroma LCA
1| zapal 718693 4 2 3
2 | zapal 720601 4 2 3
3 | zapal 726530 4 4 2
4 | zapal 728259 4 1 1
5| zapal 739249 4 3 1
6 | zapal 746960 2 4 2
7 | zapal 747683 4 1 3
8 | zapal 749794 4 3 3
9| zapal 750232 2 3 4
10 | zapal 751211 2 3 1
11| zapal 756393 4 1 3
12 | zapal 758545 3 3 3
13 | zapal 758921 3 3 2
14 | zapal 761320 4 1 2
15 | zapal 763890 1 2 4
16 | zapal 775853 4 3 3
17 | zapal 781531 1 3 4
18 | zapal 782739 4 2 3
19| zapal 784759 4 2 2
20 | zapal 790622 4 1 3
21 | zapal 791722 3 1 2
22 | zapal 792401 3 2 4
23 | zapal 796976 3 3 3
24 | zapal 802066 2 3 3
25| zapal 803441 2 3 2
26 | zapal 815282 4 3 3
27 | zapal 815562 3 1 2
28 | zapal 817226 4 2 3
29 | zapal 818306 4 2 2
30 | zapal 820158 3 2 3
31| zapal 821517 3 1 1
32 | zapal 824927 3 2 2
33 | zapal 830328 4 2 3
34 | zapal 832323 3 3 3
35 | zapal 833091 4 2 3
36 | zapal 841338 4 2 3
37 | zapal 862034 3 2 3
38 | zapal 867050 2 3 2
39 | zapal 873345 4 3 2
40 | zapal 878145 3 3 3
41 | zapal 916347 3 3 2
42 | zapal 944853 3 1 2
43 | zapal 947872 2 3 3
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5. Szczegdlowe  zestawienie  wynikow  badan  immunohistochemicznych
histochemicznych grupy kontrolne;j trzustek.
CD31
Ip | grupa | numer bad. 1 2 3 4 5| $rednia
1| kontr. 45705 34 42 40 35 38 37,8
2 | kontr. 45698 48 53 47 46 42 47,2
3 | kontr. 45813 39 33 28 35 37 34,4
4 | kontr. 45593 37 29 33 31 36 33,2
5 | kontr. V 48 51 51 52 39 48,2
6 | kontr. 45692 35 26 38 31 29 31,8
7 | kontr. 45669 37 48 43 39 41 41,6
8 | kontr. 45663 59 43 61 52 48 52,6
9 | kontr. 45819 41 37 33 37 32 36,0
10 | kontr. 45715 53 44 52 48 49 49,2
11 | kontr. 45652 39 35 48 37 39 39,6
12 | kontr. 45592 51 49 43 41 51 47,0
13 | kontr. 45650 52 48 49 47 45 48,2
14 | kontr. 45808 51 45 57 56 42 40,0
15 | kontr. 45836 52 48 41 49 51 48,2
16 | kontr. 45685 42 51 49 45 56 44,8
17 | kontr. 45611 58 51 47 41 43 48,0
18 | kontr. | 33 39 41 52 46 42,2
19 | kontr. 45552 53 58 51 56 47 53,0
20 | kontr. 45649 42 32 51 43 54 44,4
CD68
Ip | grupa | numer bad. 1 2 3 4 5| $rednia
1 | kontr. 45705 41 34 23 33 36 33,4
2 | kontr. 45698 7 9 10 8 9 8,6
3 | kontr. 45813 13 10 8 9 11 10,2
4 | kontr. 45593 22 28 26 24 27 254
5 | kontr. V 28 25 22 29 31 27,0
6 | kontr. 45692 16 22 28 26 19 22,2
7 | kontr. 45669 16 18 22 27 28 22,2
8 | kontr. 45663 25 21 20 18 27 22,2
9 | kontr. 45819 24 15 26 19 23 21,4
10 | kontr. 45715 36 24 26 24 31 28,2
11 | kontr. 45652 28 24 32 24 29 27,4
12 | kontr. 45592 44 38 37 35 33 37,4
13 | kontr. 45650 31 29 26 22 25 26,6
14 | kontr. 45808 24 31 33 36 20 28,8
15 | kontr. 45836 38 41 43 35 39 39,2
16 | kontr. 45685 22 24 18 21 25 22,0
17 | kontr. 45611 10 9 11 13 7 10,0
18 | kontr. | 26 22 28 22 18 23,2
19 | kontr. 45552 14 10 12 18 15 13,8
20 | kontr. 45649 49 31 38 34 29 36,2
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Giemsa

Ip | grupa | numer bad. 1 2 3 4 5| $rednia
1| kontr. 45705 1 1 2 2 1 1,4
2 | kontr. 45698 3 0 1 2 1 1,4
3| kontr. 45813 0 1 0 1 2 0,8
4 | kontr. 45593 0 0 0 1 0 0,2
5 | kontr. V 1 1 0 2 0 0,8
6 | kontr. 45692 1 0 0 1 0 0,4
7 | kontr. 45669 3 3 1 1 2 2,0
8 | kontr. 45663 6 6 4 5 2 4.6
9 | kontr. 45819 1 1 0 1 1 0,8
10 | kontr. 45715 3 1 2 2 1 1,8
11| kontr. 45652 0 0 2 0 1 0,6
12 | kontr. 45592 0 0 1 1 1 0,6
13| kontr. 45650 0 0 2 1 1 0,8
14 | kontr. 45808 1 0 0 0 1 0,4
15 | kontr. 45836 0 0 0 2 0 0,4
16 | kontr. 45685 1 1 0 0 2 0,8
17 | kontr. 45611 1 3 1 0 1 1,2
18 | kontr. | 0 0 1 1 2 0,8
19 | kontr. 45552 22 10 14 17 20 16,6
20 | kontr. 45649 0 0 0 2 1 0,6
CD34 ASMA nasilenie
Ip | grupa | numer bad. stroma stroma LCA stromatogenezy
1| kontr. 45705 1 1 2 1
2 | kontr. 45698 1 1 1 0
3 | kontr. 45813 0 1 0 0
4 | kontr. 45593 0 0 0 0
5| kontr. V 1 1 1 0
6 | kontr. 45692 1 1 1 0
7 | kontr. 45669 0 1 0 0
8 | kontr. 45663 1 1 1 0
9 | kontr. 45819 0 1 1 0
10 | kontr. 45715 0 1 1 0
11 | kontr. 45652 1 1 1 0
12 | kontr. 45592 1 1 1 0
13 | kontr. 45650 1 1 1 0
14 | kontr. 45808 1 1 1 0
15 | kontr. 45836 1 1 1 0
16 | kontr. 45685 1 1 0 0
17 | kontr. 45611 1 1 1 0
18 | kontr. | 1 1 1 0
19 | kontr. 45552 1 1 2 1
20 | kontr. 45649 1 1 1 0
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Metodyka wykonywania odczynéow immunohistochemicznych (przeciwciala: B1-CS5,

JC70A, KP1, 2B11 + PD7/26, 1A4, Dako Cytomation)

9.

10.

11

12.

. Przygotowanie skrawkow: odparafinowanie, uwodnienie.

Odslanianie antygendw przez podgrzewanie w temperaturze 95°C przez 20 minut w
10 mM buforze cytrynianowym , pH 6,0.

Trzykrotne plukanie w wodzie destylowanej przez 2 minuty.

Inkubacja w 0,3% roztworze wody utlenionej z metanolem przez 30 minut w
temperaturze 20°C (blokada endogennej peroksydazy).

Ptukanie w roztworze soli zbuforowanej (PBS).

Inkubacja w 20% roztworze surowicy $§winskiej (Dako- X0901).

Usunigcie surowicy §winskiej bez ptukania.

Natozenie przeciwciata pierwotnego (rozcienczenia: B1-C5 — 1:25, JC70A — 1:50,
KP1 - 1:50, 2B11+PD7/26 — 1:50, 1A4 — 1:200). Inkubacja w temperaturze 4°C przez
20 godzin.

Ptukanie w roztworze PBS.

Natozenie przeciwcial wtoérnych  (anty-mysie 1 anty-krolicze biotynylowane
przeciwciala w roztworze buforu PBS, Dako K675). Inkubacja przez 30 minut w

temperaturze 20°C.

. Plukanie w roztworze PBS.

Inkubacja w roztworze streptawidyny sprz¢zonej z peroksydaza chrzanowa w

roztworze buforu PBS w temperaturze 20°C przez 30 minut.



http://www.pdfonline.com/easypdf/?gad=CLjUiqcCEgjbNejkqKEugRjG27j-AyCw_-AP

13. Naniesienie chromogenu: 10mg% roztwdr diaminobenzydyny w buforze Tris-HCI
(100 ml) 30% roztworze wody utlenionej (75ul). Inkubacja w temperaturze 20°C przez
10 minut.

14. Ptukanie w wodzie destylowanej przez 5 minut.

15. Barwienie hematoksyling Harrisa przez 5-8 sekund.

16. Plukanie w wodzie destylowanej przez 5 minut.

17. Kilkukrotne zanurzanie w 37mM roztworze wody amoniakalne;j.

18. Plukanie w wodzie destylowanej przez 4 minuty.

19. Odwodnienie, przeswietlenie, pokrycie preparatu balsamem kanadyjskim, zamknigcie
szkietkiem nakrywkowym.

Kontrola negatywna: post¢gpowanie jak powyzej z naloZeniem roztworu surowicy mysiej

uzyskanej od nieimmunizowanego zwierzgeia (X0910, Dako), rozcienczonej w stosunku

1:25 w 4% roztworze surowicy wolowej w buforze PBS w miejsce przeciwciata

pierwotnego.
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Fot.1. Podscielisko przewleklego zapalenia trzustki. Zwraca uwage obecno$¢ silnie

skolagenizowanej tkanki tacznej w centralnej czgsci obszaru z nasilong stromatogeneza

(H+E, x100)

Fot.2. Podscielisko przewleklego zapalenia trzustki. W poréwnaniu z podscieliskiem raka

zrab jest ubogokomoérkowy (H+E, x200)
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Fot.3. Podscielisko raka przewodowego trzustki, bogatokomérkowe bez obszarow

wyraznej kolagenizacji zrebu (H+E, x200).

Fot.4. Inny przypadek raka trzustki z bogatokomérkowym podscieliskiem i miernie

zaznaczong kolagenizacja zr¢bu (H+E, x200).
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Fot.5. Brak komodrek CD34+ w podscielisku raka trzustki. Wewngtrzna kontrole

poprawnosci odczynu stanowia wybarwione naczynia mikrokrazenia (CD34, x200).

Fot.6. Kolejny przypadek raka trzustki bez ekspresji komérek CD34+ w podscielisku

(CD34, x200).
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Fot. 7. Wyrazna ekspresja komorek CD34+ w podscielisku przewlektego zapalenia trzustki

(CD34, x100).

Fot. 8. Pogranicze nacieku raka trzustki i otaczajacego miazszu trzustki z wyraznie

zaznaczona réznica ekspresji komorek CD34+ w podscielisku (CD34, x40).
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Fot. 9. Wyrazna, rozlana ekspresja komorek ASMA+ w podscielisku raka przewodowego

trzustki. (ASMA, x100).

Fot.10. Kolejny przypadek raka trzustki z wyrazna, rozlana ekspresja komorek ASMA+ w

podscielisku (ASMA, x200).
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Fot.11. Ekspresja komoérek ASMA+ w podscielisku przewleklego zapalenia trzustki w wielu
przypadkach byta mniej nasilona niz w podscielisku raka trzustki z tendencja do ,,zanikania”

w centralnych czgsciach obszar6w nasilonej stromatogenezy (ASMA, x100)

Fot.12. Przypadek przewlektego zapalenia trzustki z wyrazna ekspresja komorek ASMA+ w
podscielisku. Takze tutaj widoczna zmniejszona ekspresja w centralnej czgsci obszaru
bogatego w podscielisko (gorna czg$¢ fotografii) (ASMA, x100)
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Fot.13. Pole o duzej ggstos$ci naczyniowej — rak przewodowy trzustki (CD31, x200).

Fot.14. Pole o duzej gestosci naczyniowej — przewlekte zapalenie trzustki (CD31, x200).
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Fot.15. Makrofagi w podscielisku raka trzustki (CD68, x400).

Fot.16. Makrofagi w podscielisku przewlektego zapalenia trzustki (CD68, x400).
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Fot.17. Komorki tuczne w podscielisku raka trzustki (barwienie metoda Giemsy, x400).

Fot.18. Komorki tuczne w podscielisku przewleklego zapalenia trzustki (barwienie metoda

Giemsy, x400).
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Fot.19. Front nacieku raka przewodowego trzustki otoczony obfitym naciekiem

limfatycznokomorkowym (LCA, x40).

Fot.20. Dystrybucja limfocytow w podscielisku przewleklego zapalenia trzustki (LCA, x100).
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