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INDEKS SKROTOW

ASCO — Amerykanskie Towarzystwo Onkologii Klinicznej (ang.
American Society of Clinical Oncology)

BAC — biopsja aspiracyjna cienkoigtowa

BCL-2 — biatko blokujgc apoptoze, translokacje w genie kodujgcym je
wykryto w duzej liczbie przypadkow biataczek limfoidalnych
z komorek B (ang. B-cell lymphoma)

BRCA2 — gen kodujgcy biatko BRCA2 (ang. breast cancer type 2
susceptibility protein)

CA 19-9 — determinanta weglowodanowa CA 19-9(ang. carcinoma
antygen CA 19-9)

CD 56 — antygen roznicowania komorkowego 56 (ang. cluster of
differentiation 56)

CDKN2A — cyclin-dependent kinase inhibitor 2A

CEA — antygen rakowo-ptodowy (ang. carcinoembryonic antigen)

DAB — diaminobenzydyna (ang. 3,3’-diaminobenzidine)

DNA — kwas deoksyrybonukleinowy (ang. deoxyribonucleic acid)

DPC4 — ang. deletion target in pancreatic carcinoma 4

EGTM — Europejska Grupa do spraw Markerow Nowotworowych (ang.
European Group on Tumor Markers)

ERBB2 — gen kodujgcy biatko ErbB-2, wystepujgce takZze pod nazwg
HER2 (ang. Human Epidermal Growth Factor Receptor 2)

EUS — ultrasonografia endoskopowa

EUS/FNAB - biopsja aspiracyjna cienkoiglowa wykonana przy pomocy

ultrasonografii endoskopowej

FNAB — biopsja aspiracyjna cienkoigtowa (ang. fine needle aspiration
biopsy)
GICA — antygen towarzyszgcy nowotworom uktadu pokarmowego

(ang. gastrointestinal carcinoma-associated antygen)

H+E — hematosylina+eozyna



ICC
IHC
KRAS

LSAB

MCSF
MGG

MLH1
NET

NSE
ozT
p53

PAM4
PCR

PGP 9.5
TAA

TBS
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TSA
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Immunocytochemia

Immunohistochemia

gen kodujgcy biatko KRAS (ang. Kirsten ras sarkoma 2 viral
oncogene homolog)

znakowanie streptawidyng — biotyng (ang. labeled
streptavidin-biotin)

czynnik stymulujgcy kolonie makrofagow

May Grinwald Giemsa

human mutL homolog 1

guzy neuroendokrynne (ang. neoro-endocrine tumors)

swoista enolaza neuronowa
ostre zapalenie trzustki
biatko p53

peptidyl-glycine alpha-amidating monooxygenase 4
reakcja tancuchowa polimerazy (ang. Polymerase chain

reaction)

Protein Gene Product 9.5
antygeny zwigzane z nowotworem (ang. tumor associated

antigens)

wodny roztwor soli fizjologicznej (0,9% NaCl) buforowanej
Trisem, pH 7,6 (ang. tris-saline Buffet)

gen kodujgcy biatko p53

swoiste antygeny nowotworowe (ang. tumor specific
antigens)

— Ultrasonografia



1. WSTEP

Rak trzustki to nowotwor, ktérego czestos¢ wystepowania pozostaje bez
zmian od ponad 50 lat. Zaréwno u kobiet jak i mezczyzn stanowi on czwartg
najczestszg przyczyne $mierci w Stanach Zjednoczonych po raku pluc,
gruczotu krokowego i piersi oraz jelita grubego. Obecnie w USA stwierdza sie
u obu pici okoto 22 tysiecy nowych zachorowan rocznie. Sposrod tej liczby
zaledwie mniej niz 5% pacjentbw moze spodziewac sie 5-letniego przezycia,
gdyz rak trzustki jest chorobg podstepng, ktéra ujawnia sie dopiero w stadium
zaawansowanym, kiedy znajduje sie juz poza mozliwoscig leczenia (6, 34, 80,
94). W dostepnym pismiennictwie mozna przeczytaé, iz niewiele jest czynnikow
predysponujgcych do zachorowania na ten nowotwér. Do tej nielicznej grupy
bez watpienia nalezy nikotynizm. U palaczy tytoniu ryzyko wystgpienia raka
trzustki jest kilkakrotnie wyzsze niz u osob niepalgcych (7, 32, 65, 89, 91).
Istotnym czynnikiem jest rowniez alkoholizm. U okoto 10% uzaleznionych tym
natogiem rozwija sie przewlekie zapalenie trzustki, mogace doprowadzi¢ do
rozwoju nowotworu tego narzadu (25, 39, 55, 61, 64, 90). Prawdopodobienstwo
wystgpienia raka trzustki wzrasta 40-krotnie u 0s6b z wrodzonym zapaleniem
tego narzagdu. Nie bez znaczenia pozostaje takze wiek pacjentéw. Liczne
publikacje donoszg o zdiagnozowaniu nowotworu trzustki zarbwno u o0séb
miodych, w s$rednim wieku jak i starszych, jednakze najwyzszy odsetek
zachorowan odnotowuje sie u pacjentow pomiedzy 60 a 80 rokiem zycia (18,
47,73, 94)

Na podstawie licznych badan udowodniono takze, iz rakowi trzustki
towarzyszg liczne mutacje w genach. Do najczesciej spotykanych nalezy
mutacja genu KRAS, rownie czesto, w 90% przypadkow, wystepuje mutacja
genu supresorowego nowotworu CDKN2A (7, 15, 21, 35, 42, 57). 50%
zachorowan towarzyszy mutacja genu TP53 (7, 15, 21, 35, 42, 75),
w identycznej liczbie przypadkéw odnotowuje sie utrate genu supresorowego
nowotworu DPC4 (21, 35, 42, 78, 81, 107), jak rowniez amplifikacje genu
ERBB2 (40, 44, 78, 81, 86, 107). Rzadzie] stwierdza sie mutacje genow
zaangazowanych w naprawe DNA, takich jak BRCA2 oraz MLH1 (26, 35, 47,
67, 81).



Trzustka w 85% - 90% stanowi gruczot wydzielania zewnetrznego
o budowie pecherzykowej, produkujgcy sok trzustkowy zawierajgcy enzymy
trawienne. 10% - 15% tego narzadu to gruczot dokrewny, wydzielajgcy miedzy
innymi insuline i glukagon. Utworzony jest on z licznych, drobnych skupisk
komoérek, zwanych wyspami Langerhansa. Trzustka dorostego cztowieka wazy
przecietnie od 70 — 100g. Pod wzgledem budowy anatomicznej skfada sie ona
z trzech czesci: glowy, trzonu i ogona. Pomiedzy gtowg a trzonem trzustki
znajduje sie przewezenie zwane cie$nig. Glowa trzustki objeta jest petlg
dwunastnicy. Powierzchnia tylna trzonu przylega do sciany tylnej zotgdka. Ogon
trzustki opiera sie o sledzione. Trzustka ma budowe zrazikowa.
W przeciwienstwie do innych gruczotbw nie ma wyraznej torebki
lgcznotkankowej. Na przedniej i dolnej powierzchni jest ona pokryta otrzewnag,
jednakze caly narzad lezy pozaotrzewnowo. Pomiedzy zrazikami ilos¢ tkanki
lacznej jest niewielka, natomiast na powierzchni trzustki pod otrzewng, jak
I pomiedzy zrazikami wystepujg zazwyczaj spore skupienia tkanki ttuszczowej.
Trzustka posiada dwa przewody odprowadzajgce wydzieline trzustki, zwang
sokiem trzustkowym, do dwunastnicy. Sg to przewod trzustkowy oraz przewdd
trzustkowy dodatkowy. Oba przewody czesto uchodzg obok siebie w obrebie
brodawki wiekszej dwunastnicy na dnie banki watrobowo-trzustkowej.
W obrebie migzszu trzustki przewody otoczone sg zbitg tkankg taczna,
tworzgcg ,szkielet narzgdu” (66, 84).

Rak trzustki w okoto 60% - 70% przypadkdéw zlokalizowany jest w gtowie
trzustki, w 5% - 10% wywodzi sie z trzonu trzustki, natomiast w 10% - 15%
Zz ogona. 20% nowotworOw tego narzgdu jest rozprzestrzenionych, obejmujgc
caly gruczot. Prawie wszystkie zdiagnozowane zmiany sg gruczolakorakami
wywodzgcymi sie z nabtonka przewoddéw. Niektére mogg wydziela¢ sluz, wiele
cechuje sie obfitym, widknistym zrebem. We wczesnych stadiach nowotwor
nacieka otoczenie, a w konsekwencji rozprzestrzenia sie na przylegte struktury.
W przypadku rakéw zlokalizowanych w gtowie trzustki dochodzi do zajecia
okolic brodawki tego narzgdu a w konsekwencji do zamkniecia wyptywu zotci.
U potowy pacjentéw z rakiem gtowy trzustki nastepstwem zamknigcia przewodu
z0fciowego wspolnego jest znaczne rozdecie rozwidlenia uktadu przewodow
drzewa Zzoiciowego. Raki trzonu i ogona trzustki nie kolidujg z przewodami

zbkciowymi i stgd przez pewien czas pozostajg nieme. Mogg niekiedy osiggac
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znaczne rozmiary i do czasu zdiagnozowania moze nastgpic ich duzy rozsiew.
W przebiegu raka trzustki najczesciej wystepujg przerzuty do weziow
chtonnych, okolicy wneki watroby oraz otrzewnej, rzadziej do skéry. W obrazie
mikroskopowym nie wystepujg réznice pomiedzy rakami gtowy trzustki a rakami
zlokalizowanymi w trzonie oraz ogonie trzustki. Wiekszo$¢ rozrasta sie tworzac
mniej lub bardziej wyksztalcone struktury gruczotowe. Dodatkowo
zaobserwowa¢ mozna wydzieline $luzowg Ilub nie$luzowg. W wielu
przypadkach gruczoly sg atypowe, nieregularne i male, wyscielone
anaplastycznymi, szesciennymi lub cylindrycznymi komérkami nabtonkowymi.
Stwierdzi¢ mozna rowniez przypadki wzrastajgce w postaci catkowicie
niezréznicowanych struktur. Rak trzustki pozostaje zwykle niemy, dopdki naciek
nie obejmuje tkanek miekkich i widkien nerwowych, kiedy to pojawia sie bél.
Nowotwoér jest juz wtedy w duzym stopniu zaawansowania i pozostaje poza
mozliwoscig leczenia. Do zmian chorobowych mogacych pojawi¢ sie w trakcie
wzrastania guza nalezy zoéttaczka mechaniczna zwigzana przewaznie z rakiem
glowy trzustki. Jest ona jednak rzadko odpowiednio wczesnie wigzana
z toczgcym sie procesem nowotworowym. Drugim symptomem raka trzustki sg
spontanicznie pojawiajgce sie zmiany zakrzepowo — zatorowe. Zmiany te
powigzane sg szczegoblnie z guzem trzonu i ogona trzustki, nie sg one jednak
specyficzne dla raka tego narzgdu (34, 88, 94).

Ze wzgledu na postepowy charakter raka trzustki od diuzszego czasu trwajg
poszukiwania biochemicznych testow stwierdzajgcych jego obecnosé. Mimo
usilnych staran w dalszym ciggu brak jest specyficznego markera
potwierdzajgcego jednoznacznie wystepowanie raka trzustki (26, 71, 76, 87, 95,
99).

Obecna diagnostyka bazuje na wynikach badan obrazowych,
biochemicznych, histopatologicznych oraz cytologicznych. Wykorzystuje takie
techniki jak spiralna tomografia komputerowa, pozytronowa tomografia
emisyjna, rezonans magnetyczny i ultrasonografia endoskopowa. Powszechnie
stosowane sg metody oznaczenia markerow nowotworowych, m.in. CA 19-9
oraz CEA we krwi pacjentow, a takze pobieranie materialu do badan
cytodiagnostycznych za pomocg biopsji aspiracyjnej cienkoigtowej (20, 48, 56,
72, 85, 99).



Punkcja za pomocg narzedzia podobnego do wspoiczesnej igly
aspiracyjnej zostata po raz pierwszy wykonana w celach terapeutycznych
prawdopodobnie okoto roku 1000. Ponowne doniesienia o uzyciu biopsji
aspiracyjnej pochodzg z pierwszej potowy XIX wieku (19). Swodj poczatek
zawdziecza ona metodom cytodiagnostycznym, ktore dzielimy w zaleznosci od
pochodzenia komorek z powierzchni zmiany lub z jej gtebi, uwzgledniajgc
dodatkowo sposOb pobierania materialu do badania, na cytodiagnostyke
zluszczeniowg, odbitkowg i aspiracyjng. W cytodiagnostyce aspiracyjnej
podstawe oceny morfologicznej stanowig komorki zaaspirowane z glebi guza
lub z narzadu (98). Pierwszym doniesieniem XX wieku dotyczgcym
zastosowania biopsji aspiracyjnej w diagnostyce byla praca Greiga i Graya
Z roku 1904 (28, 98). Wymienieni autorzy postuzyli sie nig poszukujgc czynnika
etiologicznego w Spigczce afrykanskiej. Materiat do oceny uzyskiwali
z powiekszonych weztéw chtonnych. Wedtug Martina i Ellisa o mozliwosciach
stosowania biopsji aspiracyjnej w diagnostyce zmian nowotworowych
w weztach chtonnych wspomniat w 1914 roku Ward (19, 59) . W 1921 roku
Guthrie opisat zastosowanie biopsji aspiracyjnej w ocenie powiekszonych
wezidbw chionnych (19). Do rutynowej diagnostyki nowotwordéw biopsja
aspiracyjna zostata wprowadzona w drugiej potowie lat dwudziestych XX wieku
przez Martina i Ellisa (59). W swoich publikacjach przedstawili oni technike
uzyskiwania materiatu i wykonywania rozmazéw, a takze szczegétowo omowili
wady i zalety metody. Szczegllnie podkreslano mozliwosci szybkiego
i pewnego  ustalenia  rozpoznania  morfologicznego w  warunkach
ambulatoryjnych. Na uwage zastuguje fakt, iz wprowadzona przez Martina
i Ellisa w latach dwudziestych ubiegtego stulecia metoda pobierania materiatu
zguzébw za pomocg hakiucia iglg i aspiracji jest w ogolnych zalozeniach
stosowana do chwili obecnej. Réznicy ulegta grubos¢ igiet, te stosowane
obecnie sg znacznie ciensze od swoich pierwowzorow (19, 59, 98). Do lat
piecdziesigtych XX wieku BAC nie znalazta szczegdlnego zastosowania
w onkologii. Swiadczg o tym nielicznie ukazujgce sie publikacie. W latach
piecdziesigtych i szes$¢dziesigtych XX wieku nastgpit ponowny wzrost
zainteresowania cytologig aspiracyjng. Istotny wpltyw na jej rozwoj miato
zastosowanie przez Franzena i wsp. bardzo cienkich igiet oraz strzykawek ze

specjalnym uchwytem do przezodbytniczej biopsji gruczotu krokowego (23).
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Metoda ta oraz ogolny postep w cytodiagnostyce przyczynity sie do szerokiego
wprowadzenia BAC do onkologii, szczegdlnie do oceny cytologicznej guzéw
sutka oraz zmian nowotworowych weztow chlonnych. Nastepnie metode tg
z powodzeniem zaczeto stosowa¢ w diagnostyce guzow ptuc (36, 62, 98).
Wspoiczesnie cytodiagnostyke aspiracyjng stosuje sie w ocenie zmian wielu
narzgddw i tkanek.

Do zaaspirowania materiatu komérkowego uzywa sie obecnie bardzo
cienkich igiet o srednicy ponizej 1mm, stgd metode pobierania materialu do
badania cytologicznego okresla sie mianem biopsji aspiracyjnej cienkoigtowej
(BAC). Nakiucie cienkg iglg jest niemal bezbolesne, stgd spos6b pobierania
materiatu jest okreslany jako atraumatyczny. W czasie wykonywania BAC do
Swiatta igly dostaje sie kropla ptynu, bedgca zawiesing komorek. Z tego ptynu
wykonuje sie rozmazy cytologiczne. BAC pozwala na uzyskiwanie materiatu do
oceny morfologicznej takze z gleboko potozonych guzédw bez koniecznosci
wykonywania zabiegu operacyjnego. Moze by¢ ona wykonywana w warunkach
ambulatoryjnych. W razie potrzeby wynik badania mozna uzyska¢ w 10 — 15min
po punkcji. Analiza rozmazu pozwala zwykle na odroznienie guzow ziosliwych
od tagodnych, czesto umozliwia dokfadne okreslenie typu histologicznego
nowotworu lub tez stopnia jego zroznicowania. Uzywajgc cienkich igiet
wyeliminowano powiktania jakie czasem mialy miejsce po punkcji z uzyciem
grubszych igiet. Umozliwito to z kolei rozszerzenie zakresu zastosowania tej
metody. Wskazaniem do BAC moze by¢ obecnie nieomal kazda zmiana
chorobowa stwierdzana badaniem palpacyjnym, radiologicznym,
scyntygraficznym, czy tez innym, niezaleznie od jej umiejscowienia (59, 98).

Na przestrzeni ostatnich lat zaczeto z powodzeniem stosowac biopsje
aspiracyjng cienkoigtowg w diagnostyce guzow trzustki. Materiat pobrany w ten
spos6b pozwala na szybkie uzyskanie diagnozy, dlatego tez metoda ta znalazia
rowniez zastosowanie w badaniu srodoperacyjnym tego narzadu (3, 16, 17, 48,
54, 100).

Inng metodg stosowang w diagnostyce zmian patologicznych jest
oznaczanie markeréw nowotworowych. Sg to wieloczgsteczkowe substancje
obecne we krwi, moczu lub w wycinkach tkanek pobranych od pacjenta, ktorych
obecnos$¢ lub podwyzszone stezenie wskazuje na toczgcy sie proces

nowotworowy. Markery nowotworowe odzwierciedlajg trzy zjawiska zachodzace
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w nowotworze: proliferacje komérek nowotworowych, réznicowanie komorek
nowotworowych oraz ich obumieranie. Markery nowotworowe mogg miec
charakter antygenow, biatek, enzyméw, hormondéw, mutacji genow lub
substancji zwigzanych z powierzchnig komérek nowotworowych. Antygeny
nowotworowe mogg by¢ wykorzystane do wykrywania i diagnozowania
nowotworéw za pomocg skierowanych przeciw nim przeciwcial. Mogg one
wystepowacé nie tylko na komorkach okreslonego nowotworu bgdz grupy
nowotworow, ale tez na komérkach nienowotworowych. Mogg to by¢é swoiste
unikatowe antygeny nowotworowe (TSA) Iub antygeny wystepujace
w niewielkich ilosciach w niektorych komérkach prawidiowych, tzw. antygeny
zwigzane z nowotworem (TAA) (13, 43).

Antygeny sg to wielkoczgsteczkowe zwigzki, ktore wprowadzone do
ustroju powodujg reakcje immunologiczng oraz majg zdolnos¢ wigzania sie ze
swoistym przeciwciatem. Przeciwciata to wysoce specyficzne biatka nalezgce
do klasy immunoglobulin, ktére produkowane sg w odpowiedzi na specyficzne
antygeny. Majg one zdolnos¢ swoistego wigzania sie z okreslong determinantg
antygenowa. Przeciwciatlo jest czasteczkg o ksztalcie litery Y, w ktorej oba
ramiona Y sg odcinkami wigzgcymi antygen. W efekcie powstaje kompleks
antygen — przeciwciato. Ogonek Y odpowiada za aktywacje biatlek dopetniacza
I pobudzenie fagocytow. Czgsteczka przeciwciatla zbudowana jest z czterech
lancuchéw  polipeptydowych: pary identycznych ‘tancuchow  ciezkich
potgczonych z parg identycznych tancuchow lekkich. Kazdy fancuch lekki
zbudowany jest z okoto 214 aminokwasow, a kazdy tancuch ciezki z ponad 400
aminokwasoéw. tancuchy polipeptydowe sg potgczone, a mostki dwusiarczkowe
I wigzania niekowalencyjne utrzymujg stabilnosc¢ ich konfiguracji. Kazdy tancuch
zawiera segment staty i segment zmienny. W segmencie stalym, inaczej
zwanym segmentem lub regionem C, sekwencja aminokwasOw jest stala
i charakterystyczna dla kazdej z pieciu klas immunoglobulin. Sekwencja
aminokwaséw w regionie V jest zmienna. Segment V jest fragmentem
czgsteczki przeciwciata determinujgcym swoiste wigzanie antygenu (8, 12).
W zaleznosci od struktury wyréznia sie 5 klas immunoglobulin: 1gG, IgM, IgA,
IgD, IgE. Kazda z nich charakteryzuje sie specyficzng sekwencjg aminokwasow

w segmencie statym ciezkiego tancucha polipeptydowego, ktory jednoczesnie
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warunkuje rodzaj funkcji spetnianych przez poszczegélne klasy immunoglobulin
(8, 12).

Ryc. 1: Budowa immunoglobulin.

miejsce wigzania tancuch miejsce wigzania
antygenu \ Niezki ’A/ antygenu
s V94 eV ‘\/
tancuch segment
lekki ‘ zmienny V

miejsce wigzania
dopetniacza segment staty C

We wspoéitczesnej diagnostyce nowotworow trzustki stosuje sie miedzy
innymi oznaczanie we krwi pacjenta stezenia antygendéw CA 19-9 oraz CEA,
bedagcych markerami nowotworowymi. Przedmiotem moich badan stat sie
antygen CA 19-9 wystepujgcy takze pod nazwg GICA (gastrointestinal
carcinoma-associated antygen). Stanowi on sialowang pochodng antygenu typu
Levis’a, jest najprawdopodobniej produktem genu odpowiedzialnego za synteze
tej substancji grupowej. CA 19-9 to glikoproteina o wysokiej masie
czgsteczkowej, bedgca potgczeniem mucyny z determinantg weglowodanows.
Wigze sie ona z przeciwciatem monoklonalnym 1116NS 19.9, odkrytym przez
Koprowskiego i wsp. w 1979 roku (6, 69). Antygen ten moze wchodzi¢ w sktad
glikolipidéw btony komérki nowotworowej jako monosialogangliozyd lub moze
by¢ wydzielany do krwi jako glikoproteina o wysokiej masie czgsteczkowej,
ktora nalezy do frakcji mucynowej. Pojawienie sie zwiekszonych ilosci CA 19-9
w komaorce nowotworowej jest prawdopodobnie wynikiem odblokowania syntezy
ztozonych struktur weglowodanowych wywotane] aktywacjg normalnie
nieczynnych transferaz glikozydowych. CA 19-9 jest obecny w komorkach
nabtonkowych trzustki, zotgdka, watroby, pecherzyka Zzoélciowego okreznicy
i pluc. Stezenie tego antygenu wzrasta w nowotworowych i nienowotworowych

zmianach tych tkanek. Antygenu CA 19-9 nie wykryto natomiast w prawidtowe;j
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tkance jelita os6b dorostych ani w $luzéwce otaczajgcej zmiany rakowe. GICA
nie wystepuje u ludzi z grupg krwi Lewisa b (6, 12, 43, 69, 87, 96).

Wynik biopsji aspiracyjnej trzustki w potlgczeniu z technikami
obrazowania oraz wynikami oznaczen biochemicznych we krwi pacjenta
markerow nowotworowych CA 19-9 oraz CEA moze da¢ potwierdzenie lub
zaprzeczenie toczgcego sie procesu nowotworowego (6, 30, 34, 42, 76, 94).
Analiza wynikow powyzszych badan czesto nie pozostaje bez watpliwosci (4,
11), a moment postawienia rozpoznania nowotworu trzustki wigze sie z reguty
ze znacznym stopniem jego zaawansowania (51). W dostepnym pismiennictwie
nie ma jednak informacji na temat zastosowania markera CA 19-9 na materiale
pobranym z trzustki za pomocg BAC =z wykorzystaniem technik
immunocytochemicznych (ICC). Zagadnienie to stato sie przedmiotem moich

dalszych badan.
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2. CEL PRACY

Z przedstawionych we wstepie informacji wynika, Zze czestos¢
zachorowan na raka trzustki nie zmienia sie od ponad pot wieku i utrzymuje na
wysokim poziomie. Jednocze$nie symptomy toczgcego sSie procesu
nowotworowego uwidaczniajg sie dopiero w stadium zaawansowanym choroby.
Uzasadnionym staje sie wiec szukanie metody diagnostycznej, ktéra pozwoli na
wczesne wykrycie powstajgcych zmian patologicznych w tym narzgdzie.

W ostatnich latach wzrasta zainteresowanie zastosowaniem biopsji
aspiracyjnej cienkoigtowej do pobierania i oceny materialu pochodzgcego
z trzustki (100). Réwniez oznaczanie markerow nowotworowych CA 19-9 oraz
CEA we krwi pacjenta jest waznym elementem procesu diagnostycznego.
Badania z wykorzystaniem tych metod niejednokrotnie zostaty opublikowane.
Ws$rod tych doniesieh nie ma jednak informacji na temat oznaczania antygenu
CA 19-9 z wykorzystaniem metod immunocytochemicznych na materiale
pobranym z trzustki w trakcie biopsji aspiracyjnej cienkoigtowej.

Szczegotowymi celami niniejszej rozprawy doktorskiej sa:

1. Ocena przydatnosci badania immunocytochemicznego ekspresji CA 19-9

w rozmazach pobranych w takcie BAC trzustki.

2. Poréwnanie wynikbw badania immunocytochemicznego CA 19-9

z wynikami badania cytologicznego oraz w razie niejednoznacznych

rezultatbw z wynikami badania histologicznego, a takze opisami

zabiegOw operacyjnych.
3. Konfrontacja otrzymanych rezultatéw z efektami prac innych naukowcow

dotyczgcych badanego zagadnienia.
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3. MATERIAL | METODY

3.1. Material

Do badan retrospektywnych uzyto preparatow barwionych metodg H+E
lub MGG, sporzadzonych w trakcie biopsji aspiracyjnej cienkoigtowej trzustki.
Materiat pobierany byt srodoperacyjnie od pacjentow Katedry i Kliniki Chirurgii
Ogodlnej, Endokrynologicznej i Onkologii Gastroenterologicznej Uniwersytetu
Medycznego w Poznaniu w latach 1999 — 2010 (kierownik: prof. dr hab. Michat
Drews). Wiek pacjentéw wynosit od 26 do 81 lat. Catkowita liczba badan
wynosita 197, w tym 80 kobiet i 117 mezczyzn. Na podstawie wynikéw badania
cytologicznego dokonano podziatu materialu na 6 grup (Tabela 1). Do celow
badawczych wybrano tgcznie 156 badan, ktorych wynik jednoznacznie
wskazywat na wystepowanie komorek nowotworowych (55 badan), jak rowniez
grupe z wynikami diagnozujgcymi toczacy sie proces zapalny (30 badan),
wynikami watpliwymi (29 badan) oraz grupe z komorkami prawidtowymi trzustki
(42 badania). Po zakonczeniu etapu badawczego zwigzanego
Z przeprowadzeniem  reakcji  immunocytochemicznej na  preparatach
cytologicznych 42 otrzymane wyniki wymagaty dalszego potwierdzenia. W tym
celu uzyto archiwalnych preparatow histopatologicznych wybarwionych metodg
H+E. Materiat ten pochodzit z trzustki (18 przypadkow), weztdw chionnych
(7przypadkow), pecherzyka zotciowego (3 przypadki), btony Sluzowej zotgdka
(2 przypadki), watroby (1 przypadek), odbytnicy (1 przypadek) i tkanki
ttuszczowej okototrzustkowej (1 przypadek). W pozostatych 9 przypadkach nie
pobrano materiatu do badan histopatologicznych.

W 14 przypadkach w materiale histopatologicznym oznaczono takze marker
nowotworowy CA 19-9

Jako kontrole pozytywng do badan immunocytochemicznych oraz
immunohistochemicznych zastosowano preparaty ze skrawkami guza jelita
grubego.

Na wykonanie badah uzyskano pozytywng opinie Komisji Bioetycznej przy
Uniwersytecie Medycznym im. Karola Marcinkowskiego w Poznaniu.
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3.2. Metody

Preparaty cytologiczne sporzgdzono z materialu pobranego od pacjentow
srodoperacyjnie za pomocg biopsji aspiracyjnej cienkoigtowej. Do tego celu
uzyto zestawu sktadajgcego sie z uchwytu, strzykawki oraz igty o srednicy
ponizej 1mm. Zaaspirowany materiat nastrzyknieto na szkietka podstawowe,
wykonano rozmaz i utrwalono w alkoholu 96%. Nastepnie wybarwiono
hematoksyling i eozyng, poddano ocenie w mikroskopie swietinym firmy Zeiss
oraz wykonano dokumentacje fotograficznag.

W kolejnym etapie preparaty cytologiczne odbarwiono w alkoholu kwasnym
I poddano reakcji immunocytochemicznej wykorzystujgc technike opartg na
metodzie LSAB.

Ryc. 2: Reakcja immunocytochemiczna wykorzystujgca metode LSAB (8).

streptawidyna / biotyna

oK
} 4 <«—— streptawidyna
Al

drugie przeciwciato znakowana peroksydazg

biotynylowane

- pierwsze przedata

VA

<«—— antygen CA19-9

Preparaty zanurzono w alkoholu 96% na okres 2 minut, nastepnie ptukano
w wodzie destylowanej 10 minut i przetozono do TBS na 10 minut. Po uptywie
tego czasu pokryto preparaty 3% roztworem nadtlenku wodoru w celu
zablokowania endogennej peroksydazy i ponownie wyptukano w wodzie
destylowanej. Nastepnie preparaty przeniesiono do komory wilgotnej,
przeptukano TBS-em i osuszono. W Kkolejnym etapie nalozono pierwotne
przeciwciato anty - CA 19-9 w rozcienczeniu 1:100, ustalonym w trakcie prob
poprzedzajgcych doswiadczenie na materiale badanym. Inkubacje prowadzono
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w temperaturze pokojowej przez okres 45 minut. Nastepnie ponownie
przeptukano preparaty TBS-em i osuszono. Nalozono drugie przeciwciato
biotynylowane i inkubowano w temperaturze pokojowej przez 30 minut.
Powtdrzono czynnoéci plukania i osuszania preparatow. Natozono
streptawidyne znakowang peroksydazg, inkubowano w temperaturze pokojowej
przez pét godziny. Ponownie powtdrzono czynnosci ptukania i osuszania. Na
preparaty nakropiono DAB, inkubowano 1 minute, sptukano DAB i przetozono
do ptuczki z TBS-em, nastepnie ptukano wodg destylowang przez okres 10
minut, barwiono hematoksyling Mayera 5 minut i przeptukano wodg
destylowang. Preparaty przeprowadzono przez szereg wzrastajgcych stezen
alkoholi, zamknieto szkietkiem nakrywkowym za pomocg balsamu
kanadyjskiego, poddano ocenie w mikroskopie sSwietinym i wykonano

dokumentacje fotograficzng.

Roéwnoczesnie z materiatem badanym przeprowadzono kontrole dodatnig
z uzyciem materiatlu pobranego z guza jelita grubego. Preparat kontrolny

poddany byt identycznej obrébce immunohistochemicznej jak materiaty badane.

Preparaty histopatologiczne uzyte w celu potwierdzenia wynikow uzyskanych
po przeprowadzeniu reakcji ICC na preparatach cytologicznych sporzgdzone
zostaty z materialu pobranego od pacjentow w trakcie zabiegéw operacyjnych.
Materiat po pobraniu zanurzano w formalinie buforowanej w stosunku 1:10 na
24 godziny, nastepnie ptukano, wykrawano, umieszczano w kasetkach
histopatologicznych i odwadniano poprzez przeprowadzenie przez szereg
wzrastajgcych stezen alkoholi oraz przeprowadzano przez plyny posrednie.
Nastepnie tkanki zatapiano w parafinie i krojono na mikrotomie. Uzyskane w ten
spos6b skrawki o grubosci 4 pum nanoszono na szkietka podstawowe,
odparafinowywano, barwiono hematoksyling oraz eozyng i poddawano ocenie
w mikroskopie swietlnym.

Skrawki przeznaczone do oznaczenia antygenu Ca 19-9 oraz preparat
kontrolny sporzadzony ze skrawkdw guza jelita grubego nanoszono na szkietka
pokryte substancjg antypos$lizgowg i gotowano w celu odkrycia antygenow.
Nastepnie przeprowadzano reakcje immunohistochemiczng analogicznie jak

w przypadku reakcji immunocytochemicznej w preparatach cytologicznych.
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Dokumentacje fotograficzng wykonano wykorzystujgc dwa urzgdzenia.

1. Skaner DotSlide (firmy Olympus). Preparaty byly rejestrowane przy
powiekszeniu od 10x do 40x oraz przy wysokiej rozdzielczosci.
Skanowane preparaty byly zapisywane w standardowym formacie
oprogramowania DotSlide - VSI. Uzyskane cyfrowe preparaty
poddawano dalszej obrobce wykorzystujgc oprogramowanie OIyVIA
(firmy Olympus). Proces ten polegal na wyodrebnieniu z kazdego
wirtualnego preparatu podobrazow pod powiekszeniem od 10-krotnego
do 40-krotnego, zaleznie od potrzeb. Ostatecznie pozwolito to na
uzyskanie powiekszen od 100 do 1600-krotnego. Nastepnie kazdy
podobraz zapisywany byt w formacie JPG.

2. Aparat fotograficzny firmy Olypmus model DP12. Zdjecia wykonywane
byly pod powiekszeniem od 100 do 400 krotnego w zaleznosci od
potrzeb, a nastepnie zapisywane w formacie JPG.
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Zrodio odczynnikow

Przeciwciato mouse anti-CA 19-9, clone 116-NS-19-9 zostato zakupione
w firmie Life Technologies Polska sp. z o0.0.. Zestaw LSAB PLUS/HRP-
RB/MO/GT 1100 oraz szkietka podstawowe SuperFrost® zakupiono w firmie
DAKO POLSKA sp. z 0.0.. Odczynnik Buffers IHC diluent zakupiono w firmie
BIOKOM s.c.. Ksylen, Tris, nawazki HCI oraz balsam kanadyjski zakupiono
w firmie Polskie Odczynniki Chemiczne S.A.. Sodu chlorek cz.d.a. oraz
formaldehyd zakupiono w firmie CHEMED sp. z o0.0.. Hematoksyline wg
Mayera, eozyne wodng oraz parafine zakupiono w firmie Aqua-Med ZPAM-
KOLASA sp.j. Wodoru nadtlenek 30% cz.d.a. zakupiono w firmie CHEMPUR.
Etylowy alkohol 96% oraz 99.,8% zakupiono w firmie Akwawit — Brasco S.A..
Szkietka nakrywkowe zakupiono w firmie Haimen Changlong Instrument Co.,
Ltd.
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4. Wyniki

4.1. Preparaty cytologiczne, archiwalne, wykonane z materiatu pobranego
z trzustki metod g BAC, wybarwione hematoksylin g i eozyn 3.

Analizie poddano 1351 preparatéw wykonanych z materialu pobranego od 197
pacjentow. Na podstawie uzyskanych wynikow badane aspiraty podzielono na

VI grup opisanych ponizej w tabeli.

Tabela 1. Podziat przypadkow ze wzgledu na wynik badania cytologicznego
biopsji aspiracyjnej cienkoigtowe]j materialu pobranego z trzustki. Preparaty

barwione hematoksyling i eozyna.

Numer Wynik badania cytol ogicznego matgrlaiu Liczba
rupy pobranego za pomoc g BAC i wybarwionego przypadkow

9 metod g H+E

Grupa | Wyn|,k badania stwierdzajgcy wystepowanie 55
komorek nowotworowych

Grupa ll Wynik badania stwierdzajgcy proces zapalny 30

Grupa lll | Wynik badania watpliwy 29
Wynik badania stwierdzajgcy wystepowanie

Grupa IV prawidtowych komoérek trzustki 42

Grupa V | Torbiele trzustki 7

Grupa VI | Badania niediagnostyczne 34

Grupe | (55 przypadkéw) stanowity preparaty, w ktérych zaobserwowano
znaczng atypie komérkowg. Dominowat polimorfizm, komorki gruczotowe
przyjmowaty ksztatt okragty, cylindryczny, szescienny, nieregularny, tworzgc
uktady pecherzykowe. Stosunek jgdra do cytoplazmy byt przesuniety na
korzys¢ jadra. Zaobserwowano jgdra komorkowe réznej wielkosci i ksztattu,
w ktérych wyraznie zaznaczona byta chromatyna oraz duze, widoczne jgderka.
Chromatyna rozmieszczona byta nierbwnomiernie, ogniskowo. W ocenianych
preparatach widoczne byly takze komérki dwu- i wielojgdrowe. W cytoplazmie

komodrek nowotworowych wystepowaty wodniczki (fot. 6, 8, 10, 14).
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Do grupy Il (30 przypadkéw) zaliczono preparaty, ktérych obraz jednoznacznie
potwierdzat toczacy sie proces zapalny. Uwage zwracaty licznie wystepujgce
granulocyty obojetnochtonne oraz limfocyty a takze makrofagi. Wsréd
normotypowych komorek gruczotowych trzustki widoczne byly takze komorki
posiadajgce stosunkowo duze jgdra z widocznymi jgderkami, lezgce
pojedynczo lub w grupach (fot. 16, 18, 20, 23).

Preparaty, w ktorych postawienie jednoznacznej diagnozy ze wzgledu na
niewielkg liczbe komoérek atypowych lub jednoczesnie wystepujgce wyktadniki
procesu zapalnego i nowotworowego byto niemozliwe zakwalifikowano do
grupy Il (29 przypadkéw). Analizowany materiat tej grupy zawierat prawidtowe
skupiska komorek gruczotowych trzustki, pojedyncze komorki z cechami atypii,
jak  rowniez komorki gruczotowe bez cech atypii w ukiadach
mikropecherzykowych z duzymi jgderkami. Obserwowano takze komorki
trzustki z powiekszonymi, hiperchromatycznymi jgdrami oraz pojedyncze ptaty
komdrek o wzmozonej aktywnosci mitotycznej. W wiekszosci przypadkow
odnotowywano takze komorki nacieku zapalnego, zwilaszcza granulocyty
obojetnochtonne i limfocyty (fot. 27, 29, 31, 35, 39, 43, 47).

Kolejng, IV grupe (42 przypadki) stanowity preparaty, w ktdrych wystepowaty
prawidtowe ptaty i grupy komorek nabtonka gruczotowego trzustki bez cech
atypii (fot. 51).

Badania, w ktérych zdiagnozowano torbiele trzustki (grupa V, 7 przypadkdow)
oraz ktérych materiat ze wzgledu na autolize lub brak komérek nabtonka
gruczotowego trzustki zakwalifikowano jako niediagnostyczny (grupa VI, 34

przypadki) nie zostaty poddane analizie w dalszym postepowaniu.
Na podstawie uzyskanych wynikow do dalszych badan wybrano po jednym

preparacie z kazdego analizowanego przypadku. O wyborze decydowata ilos¢

oraz jakos¢ materiatu naniesionego na dane szkietko mikroskopowe.
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4.2. Preparaty cytologiczne, odbarwione, w ktérych zostata
przeprowadzona reakcja immunocytochemiczna.

Kontrola pozytywna dla badan ICC oraz IHC.

Kontrole pozytywng stanowito 14 preparatow sporzgdzonych ze skrawkow guza
jelita grubego. W kazdym z nich wynik reakcji immunohistochemicznej, w ktorej

oznaczano antygen CA 19-9 byt pozytywny oraz bardzo wyrazny (fot.1).

Grupa badana.

Reakcji immunocytochemicznej poddano 156 preparatow cytologicznych
zakwalifikowanych w pierwszym etapie badan do grup | — IV.

W grupie pierwszej, w ktorej jednoznacznie zdiagnozowano wystepowanie
komodrek nowotworowych, analizowano 55 preparatow. Otrzymane rezultaty
reakcji antygen przeciwciato uwidacznia schemat 1. Po przeprowadzeniu reakcji
immunocytochemicznej odrzucono jeden preparat z powodu sptyniecia
materiatu. Rezultaty otrzymane w pozostatych 54 materiatach prezentowaty sie
nastepujgco: wynik ujemny uzyskano w 1 preparacie (fot. 2, 3), wynik dodatni
w 53 preparatach. Brak reakcji antygen-przeciwcialo uzyskany w jednym
badaniu potwierdzit rozpoznanie postawione po przeprowadzeniu analizy
preparatbw cytologicznych tego przypadku barwionych metodg H+E.
Stwierdzono w nim wystepowanie w aspiratach z trzustki komorek nowotworu
neuroendokrynnego. W celu potwierdzenia rozpoznania
immunocytochemicznego obejrzano materiat histopatologiczny danego pacjenta
pobrany z watroby, w ktérym takze stwierdzono obecnos¢ nowotworu
neuroendokrynnego (fot. 4). Rozpoznanie to potwierdzono poprzez wykonanie
reakcji immunohistochemicznej polegajgcej na oznaczeniu w badanym
materiale neuroendokrynnego biatka wydzielniczego — chromograniny A (fot. 5).
Pozytywne wyniki reakcji immunohistochemicznej podzielono na 2 podgrupy.
Pierwszg stanowito 49 przypadkow, w ktérych reakcja ICC data silny efekt
dodatni, widoczny co najmniej w pieciu komorkach w postaci brgzowego
wybarwienia bton komorkowych. Rezultat ten nie pozostawiat watpliwosci

i jednoznacznie potwierdzit wystepowanie w materiale badanym komérek
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Schemat 1: Wyniki uzyskane w grupie I.

GRUPA |
55 przypadkéw

Wykonano reakcje
immunohistochemiczng
z oznaczeniem CA 19-9

1 PRZYPADEK 53 PRZYPADKI 1 PRZYPADEK
Brak materiatu po Uzyskano wynik Uzyskano wynik
wykonaniu reakcji IHC dodatni ujemny

Histopatologia

49 PRZYPADKOW 4 PRZYPADKI I
Reakcja silna, widoczna Reakcja staba lub DN S B
W CO najmniej 5 wystepujgca w 1-2 NSOy
komodrkach w preparacie komorkach w preparacie
1 PRZYPADEK 3 PRZYPADKI
Brak materiatu Histopatologia
histopatologicznego
Materiat: trzustka Materiat: trzustka Materiat: odbytnica
Wynik: Adenocarcinoma Wynik: Naciek nowotworowy Wynik: Adenoma
Pancreatis G1 obecny w utkaniu trzustki. Tubulare cum dysplasia

gradus minoris

Wykonano reakcje ) Wykonano reakcje )
immunohistochemiczng immunohistochemiczng
na materiale na materiale
histopatologicznym histopatologicznym

pobranym z trzustki. pobranym z trzustki.
Wynik: dodatni Y, Wynik: dodatni Yy,
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nowotworowych trzustki (fot. 6, 7). Drugg podgrupe stanowity 4 przypadki,
w ktérych koncowy efekt reakcji byt stabo widoczny lub wystepowat w 1 — 2
komorkach. Z posréd tych badan w jednym przypadku nie dysponowano
zadnym materialem porownawczym. Odwotujgc sie jednak do opisu zabiegu
operacyjnego danego pacjenta, w ktérym odnotowano widoczny, duzy,
nieoperacyjny guz gtowy trzustki, mozna przypuszczac, iz staba reakcja
immunocytochemiczna potwierdzata proces nowotworowy (fot. 8, 9). Przypadek
ten nie zostat jednak ostatecznie potwierdzony. Trzy pozostate przypadki
poréwnano z materialem histopatologicznym. Dwa z nich pochodzity z trzustki
i jednoznacznie potwierdzity obecnos¢ nowotworu zaréwno w preparatach
barwionych metodg H+E jak i po wykonaniu reakcji immunohistochemicznej
Zz oznaczeniem antygenu CA 19-9 (fot. 10, 11, 12, 13). Trzeci materiat pobrany
byt  z odbytnicy. Wynik wykonanej w tym materiale reakcji
immunohistochemicznej mimo, iz byt dodatni nie stanowit wartosci
diagnostycznej, poniewaz u wyzej wymienionego pacjenta rozpoznano
nowotwoér tagodny: gruczolaka cewkowego. Roéwniez w tym przypadku
konieczne byto odwotanie sie do zapiséw operacyjnych, w ktérych zanotowano
widoczny guz glowy trzustki naciekajgcy dwunastnice. Analogicznie do
omowionego powyzej przypadku mozna przypuszczac, ze otrzymany rezultat
potwierdzat obecno$¢ zmiany nowotworowej, ostateczne potwierdzenie tego
wyniku byto jednak niemozliwe (fot. 14, 15).

Druga grupe stanowity badania, w ktérych stwierdzono toczacy sie proces
zapalny (schemat 2). Analizowano 30 przypadkdow poddanych reakcji
immunocytochemicznej. W rezultacie uzyskano 26 wynikdw ujemnych
potwierdzajgcych rozpoznanie cytologiczne (fot. 16, 17) oraz trzy wyniki
dodatnie, sugerujgce wystepowanie w badanym materiale komorek
nowotworowych trzustki. W jednym przypadku w trakcie wykonywania badan
materiat sptyngt ze szkietka mikroskopowego. Trzy rezultaty pozytywne
poddano dalszej analizie. W jednym przypadku ze wzgledu na brak materiatu
poréwnawczego odwotano sie do opisu zabiegu operacyjnego. Stwierdzono
w nim nieoperacyjny, lity guz gtowy trzustki. Wynik ten moze potwierdzac
otrzymany rezultat reakcji IHC, jednak nie stanowi ostatecznego rozpoznania
(fot. 18, 19). Dwa pozostate wyniki porownano z wynikami analizy preparatow

histopatologicznych. W pierwszym przypadku dysponowano wynikiem badania
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Schemat 2: Wyniki uzyskane w grupie II.
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srodoperacyjnego  trzustki, ktory jednoznacznie potwierdzal obecnosé
nowotworu (fot. 20, 21, 22). W drugim przypadku materiat histopatologiczny
stanowit wezet chtonny okototrzustkowy. Wynik oceny preparatu barwionego
metodg H+E stwierdzat rozrost grudkowy wezta chtonnego. W analizowanym
materiale przeprowadzono reakcje IHC, za pomocg ktorej oznaczono antygen
CA 19-9. Rezultat reakcji byt dodatni, retrospektywna analiza mikroskopowa
ujawnita ogniska mikroprzerzutow widoczne w utkaniu wezta chionnego.
Przeprowadzony proces diagnostyczny potwierdzit otrzymany wynik reakcji ICC
w materiale cytologicznym (fot. 23, 24, 25, 26).

Kolejng grupe stanowito 29 przypadkow, ktorych wynik badania cytologicznego
byt niejednoznaczny. Po oznaczeniu antygenu CA 19-9 w analizowanym
materiale otrzymano 17 wynikéw dodatnich reakcji ICC (schemat 3a) oraz 12
rezultatébw ujemnych (schemat 3b). W podgrupie pierwszej, w ktérej wynik ICC
byt dodatni dwa z siedemnastu badan ze wzgledu na brak materiatu
porbwnawczego nie byly poddane dalszej diagnostyce. Opis zabiegu
operacyjnego potwierdzit jednak widoczny guz gtowy trzustki w obydwu
przypadkach, co moze sugerowac, iz otrzymany rezultat reakcji ICC byt
prawidtowy (fot. 27, 28). W pozostatych pietnastu badaniach wynik ICC
poréwnano z materiatem histopatologicznym. W 10 przypadkach pochodzit on
ztrzustki, z czego w 8 przypadkach rozpoznanie histopatologiczne
jednoznacznie  potwierdzito wynik reakcji antygen —  przeciwciato
przeprowadzonej na materiale cytologicznym (fot. 29, 30). W dwoch
przypadkach konieczne bytlo oznaczenie antygenu CA 19-9 w materiale
histopatologicznym, ktore takze ostatecznie potwierdzito wynik
immunocytochemiczny otrzymany w materiale cytologicznym (fot. 31, 32, 33,
34). 5 ostatnich wynikbw z podgrupy pierwszej porbwnano z materialem
histopatologicznym spoza  trzustki. Pierwszy materiat pochodzit
z okototrzustkowego wezta chtonnego. Stwierdzono w nim naciek nowotworowy
bedacy prawdopodobnie guzem pierwotnym jelita. W Swietle tej diagnozy
otrzymany wynik dodatni reakcji ICC w materiale cytologicznym moze byc¢
uwazany za falszywie dodatni. Warto jednak rozwazy¢, iz antygen CA 19-9
moze wystepowa¢ na powierzchni komorek nowotworowych catego uktadu
pokarmowego, nie tylko trzustki. W tym aspekcie reakcja dodatnia

zaobserwowana w materiale zaaspirowanym metodg biopsji aspiracyjnej
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Schemat 3a: Wyniki uzyskane w grupie Il
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Schemat 3b: Wyniki uzyskane w grupie Il
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cienkoigtowej ze zmiany wystepujgcej w wezle chtonnym a bedgcej przerzutem
Z guza jelita jest jak najbardziej prawidiowa (fot. 35, 36, 37, 38). Kolejny
materiatl stanowita tkanka tluszczowa pobrana z okolic trzustki, w ktorej
zdiagnozowano martwice balserowskg oraz niewielkie fragmenty tego narzgdu.
Po oznaczeniu w pobranym materiale antygenu CA 19-9 za pomocg reakcji IHC
uzyskano wynik dodatni, ktéry jednoznacznie potwierdzit rezultat uzyskany
w aspiratach z biopsji aspiracyjnej cienkoigtowej (fot. 39, 40, 41, 42). Do
potwierdzenia kolejnego wyniku reakcji ICC w materiale cytologicznym uzyto
materialu pochodzgcego z wezta chtonnego. Wynik histopatologiczny tego
badania stwierdzat brak zmian przerzutowych. Po wykonaniu reakcji IHC
z oznaczeniem antygenu CA 19-9 uzyskano wynik ujemny, potwierdzajgcy
rozpoznanie histopatologiczne. Poniewaz nie dysponowano materialem
pochodzgcym z trzustki uzyskany wynik wykluczyt jedynie zmiany o charakterze
przerzutowym. Odwotano sie wiec do zapisOw operacyjnych, w ktorych
stwierdzono, ze cata trzustka byta powiekszona, a w obrebie gtowy narzgdu
wystepowat naciek obejmujgcy takze dwunastnice. Informacje te sugeruja, ze
wynik reakcji ICC byt prawidiowy, nie mogg one jednak decydowac
0 ostatecznym rozpoznaniu (fot. 43, 44, 45, 46). W czwartym 2z pieciu
przypadkow do porownania wyniku ICC dysponowano jedynie materialem
pobranym z biony Sluzowej Zzolgdka. Materiat ten nie mial wartosci
poréwnawczej. Odwotano sie wiec do zapiséw z przeprowadzonej operacji,
w ktérych odnotowano widoczny guz gtowy trzustki. Zapis ten moze sugerowac,
iz dodatni wynik reakcji antygen — przeciwcialo uzyskany na materiale
cytologicznym byt prawidlowy, nie stanowi on jednak ostatecznego
potwierdzenia otrzymanego rezultatu. Ostatni przypadek z grupy I, w ktorym
po przeprowadzeniu reakcji ICC uzyskano wynik dodatni nie zostat
potwierdzony. Materiat porownawczy jakim dysponowano pochodzit
Z pecherzyka zoétciowego, w ktérym antygen CA 19-9 wystepuje swoiscie i jego
oznaczanie nie stanowi wartosci diagnostycznej. Nie dysponowano réwniez
zapisami z przebiegu operacji.

Podgrupe drugg stanowito 12 preparatow, w ktérych uzyskano ujemny wynik
reakcji ICC w materiale cytologicznym. Z posréd nich w jednym preparacie
stwierdzono bardzo skagpg ilos¢ materiatu. Preparat ten zostat uznany za

niediagnostyczny. W trzech przypadkach nie dysponowano materiatem
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histopatologicznym, ktory umozliwitby potwierdzenie otrzymanych rezultatow,
jednakze opisy zabiegéw stwierdzaty brak obecnosci guza w utkaniu trzustki.
Zapisy te mogg stanowi¢ podstawe do uznania wynikéw otrzymanych po
przeprowadzeniu reakcji ICC w materiale cytologicznym za prawidiowe, nie
stanowig one jednak ostatecznego potwierdzenia tych rezultatow. Pozostate 8
przypadkow poréwnano z materialem histopatologicznym. Cztery oceniane
wycinki pochodzity z trzustki. W trzech ocena preparatow histopatologicznych
barwionych metodg H+E jednoznacznie pozwolita potwierdzi¢ wynik ICC.
W jednym przypadku wynik histopatologiczny stwierdzat obecno$¢ komorek
nowotworowych w badanym materiale. Przeprowadzona reakcja IHC w ogdlnej
masie guza data wynik ujemny. W $wietle tych rezultatow wynik otrzymany
w preparacie cytologicznym nalezy uzna¢ za falszywie ujemny, poniewaz
uzyskany w trakcie BAC materiat pochodzit wtasnie ze srodkowej czesci zmiany
(fot. 47, 48, 49, 50). Do poréwnania czterech pozostatych wynikéw
dysponowano materialem pobranym spoza trzustki. W dwoch przypadkach
pobrane zostaly do badan histopatologicznych wezly chionne. Wyniki
przeprowadzonej oceny mikroskopowej sporzgdzonych preparatow wykluczyty
obecnos¢ komoérek nowotworowych diagnozujgc zapalenie oraz stwierdzajgc
obecnos$¢ histiocytow w weztach chtonnych. Dodatkowo w jednym przypadku
dysponowano zapisami z przebiegu operacji. Zaznaczono w nich, ze w obrebie
glowy trzustki widoczny byt lity guz. W trzecim przypadku preparat
histopatologiczny sporzadzony byt ze skrawkoéw pecherzyka zotciowego,
w ktérym zdiagnozowano proces zapalny. Tu rowniez notatki z zabiegu
chirurgicznego wskazywaly na wystepowanie w obszarze gtowy trzustki guza
o litej strukturze. Ostatni materiat poréwnawczy pochodzit z zotgdka oraz
dwunastnicy. Stwierdzono w nim zmiany odpowiadajgce chorobie trzewne;.
W dokumentach sporzgdzonych w trakcie operacji zanotowano widoczny
odczyn zapalny. Wszystkie cztery materiaty histopatologiczne uzyte do
potwierdzenia negatywnego wyniku oznaczenia w rozmazach cytologicznych
antygenu CA 19-9 wykluczaly proces nowotworowy. Nie byly one jednak
pobrane z trzustki lecz z innych narzadéw, dlatego ich warto$¢ diagnostyczna
ma ograniczone znaczenie.

Ostatnig, IV grupe, stanowity 42 badania, ktorych wynik badania cytologicznego
byt prawidtowy (schemat 4). Po przeprowadzeniu reakcji ICC w tym materiale
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Schemat 4: Wyniki uzyskane w grupie IV.
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otrzymano 35 wynikéw ujemnych, potwierdzajgcych rezultat oceny cytologicznej
(fot. 51, 52) oraz 6 wynikéw dodatnich. W jednym przypadku w trakcie prac
laboratoryjnych materiat sptyngt ze szkietka mikroskopowego. Szesé
preparatbw z pozytywnym wynikiem immunocytochemicznym wymagato
dalszego potwierdzenia. W dwoch z nich nie dysponowano zadnym materialem
porownawczym. W opisie zabiegu operacyjnego pierwszego pacjenta
stwierdzono wystepowanie licznych naczyn na gtowie trzustki oraz niewielkg
ilos¢ bursztynowego ptynu w jamie otrzewnowej. Wykonano zespolenie jelitowo
trzustkowe. W przypadku drugiego pacjenta w trakcie operacji stwierdzono guz
glowy trzustki znacznie naciekajgcy dwunastnice, wykonano zespolenia
omijajgce, pacjent po kilku dniach zmart (fot. 53, 54). W obydwu przypadkach
opisy zabiegdbw mogg sugerowaé, iz dodatni wynik IHC byt uzasadniony.
W czterech pozostatych przypadkach dysponowano materiatem
histopatologicznym. Pierwszy wycinek pochodzit z trzustki. W preparacie
histopatologicznym sporzgdzonym z jego skrawkow zdiagnozowano nowotwor
tego narzadu, dodatkowo przeprowadzono w nim takze reakcje IHC
z oznaczeniem antygenu CA 19-9, ktdrej pozytywny rezultat ostatecznie
potwierdzit dodatni wynik oznaczenia antygenu CA 19-9 w materiale
cytologicznym (fot. 55, 56, 57, 58). Kolejne dwa materialy stanowity wezty
chtonne. W wykonanych z nich preparatach H+E stwierdzono wystepowanie
zmian reaktywnych. W celu dalszej diagnostyki wykonano w obydwu
przypadkach reakcje IHC z oznaczeniem antygenu CA 19-9. W pierwszym
otrzymano pozytywny wynik potwierdzajgcy rezultat reakcji ICC, w drugim wynik
byt negatywny. Otrzymany negatywny rezultat w materiale pochodzgcym
z wezta chtonnego wykluczat przerzut komorek nowotworowych, nie wykluczat
natomiast procesu nowotworowego w trzustce. Dodatkowo w opisie operacji
zanotowano widoczny guz gtowy trzustki. Dane te mogg sugerowac, iz
pozytywny wynik reakcji ICC byt prawidtowy, przypadek ten nie zostat jednak
ostatecznie wyjasniony (fot. 59, 60, 61, 62). W ostatnim, czwartym przypadku,
w preparacie cytologicznym po przeprowadzeniu reakcji ICC i oznaczeniu
antygenu CA 19-9 uzyskano jedng grupe komorek, ktorej btona wybarwita sie
na brgzowo, wskazujgc miejsce wigzania antygenu z przeciwcialem (fot. 63,
64). Materiat histopatologiczny jaki posiadano od tego pacjenta pochodzit

z pecherzyka zéiciowego. Wynik przeprowadzonej analizy mikroskopowej
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stwierdzat jego zapalenie oraz widoczny w nim rozrost brodawkowaty btony
sluzowej. Materiat ten nie miat jednak wartosci poréwnawczej. W opisie zabiegu
operacyjnego stwierdzono, ze cafa trzustka jest nieco obrzeknieta. Dane te nie
pozwalajg na ostateczne potwierdzenie uzyskanego wyniku, sg jednak

wyraznym wskazaniem do obserwacji pacjenta.
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5. Podsumowanie wynikow.

W wyniku przeprowadzonej reakcji immunocytochemicznej w 156 preparatach
w materiale pobranym w trakcie biopsji aspiracyjnej cienkoigtowe] z trzustki
otrzymano 114 rezultatow, ktére potwierdzity wynik analizy cytologiczne;.
W kolejnych 28 preparatach pochodzacych od pacjentow z grupy Ill, w ktérej
postawienie ostatecznego rozpoznania byto niemozliwe, uzyskano wyniki
dodatnie oraz ujemne. W dalszym postepowaniu diagnostycznym 22 sposréd
nich zostaly potwierdzone, w tym 15 na podstawie materiatu
histopatologicznego oraz 7 w poréwnaniu z zapisami sporzgdzonymi w trakcie
trwania zabiegoéw operacyjnych. Pie¢ wynikdw pozostatlo niewyjasnionych,
a w jednym uzyskano wynik fatlszywie ujemny. W grupach I, Il oraz IV w 10
przypadkach otrzymane wyniki reakcji antygen — przeciwciato byly niezgodne
Z rozpoznaniem postawionym po analizie preparatow barwionych metodg H+E
i takze wymagaty dalszej diagnostyki. W dziewieciu potwierdzono wynik reakciji
ICC, w tym 5 przypadkéw poréwnano z materiatem histopatologicznym a 4
skonfrontowano z opisami zabiegdw operacyjnych. Jeden przypadek zostat
uznany za ostatecznie niewyjasniony. W trakcie prowadzenia badan z 3
preparatow splyngt material, natomiast w jednym przypadku po
przeprowadzeniu reakcji ICC i przeanalizowaniu preparatu uznano, ze ilos¢
materiatu jest zbyt skagpa i preparat jest niediagnostyczny. Wyniki uzyskane po
przeprowadzeniu reakcji ICC w czterech badanych grupach przedstawia tabela
2. Po przeanalizowaniu catosci materialu, zarowno cytologicznego jak
I histopatologicznego oraz wykonanych na tych materiatach reakcji
immunocytochemicznych oraz immunohistochemicznych i uzupetnieniu tych
danych o informacje zawarte w opisach przeprowadzonych zabiegéw dokonano
poréwnania otrzymanych wynikow. Zestawienie to prezentowane jest w tabeli nr
3. Wynika z niego jednoznacznie, iz dzieki zastosowaniu metody ICC
pozwalajgce] na oznaczenie w badanym materiale antygenu CA 19-9
wyeliminowano wyniki, w ktorych postawienie ostatecznej diagnozy byto
niemozliwe. Rezultaty otrzymane po przeprowadzeniu reakcji antygen -
przeciwciato sg znacznie zblizone do rezultatbw otrzymanych po
przeanalizowaniu dostepnego materiatlu porobwnawczego oraz opisow zabiegdw
operacyjnych.
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Tabela 2: Wyniki uzyskane po oznaczeniu markera nowotworowego CA 19-9
metodg immunocytochemiczng na materiale pobranym z trzustki za pomocg

biopsji aspiracyjnej cienkoigtowej.

Brak materiatu po
Numer Wynik reakcji Wynik reakcji wykonaniu reakcji
grupy ICC pozytywny ICC negatywny ICC lub materiat
niediagnostyczny
Grupa | 53 1 1
Grupa Il 3 26 1
Grupa llI 17 11 1
Grupa IV 6 35 1

Tabela 3: Porownanie wynikdw otrzymanych w preparatach sporzgdzonych
z materiatu pobranego w trakcie BAC, wybarwionych hematoksyling i eozyng
z wynikami otrzymanymi w preparatach cytologicznych z BAC, w ktérych
oznaczono antygen CA 19-9 za pomocag reakcji ICC oraz ostatecznymi

ustaleniami opartymi na wynikach cytologicznych, immunocytologicznych,

histopatologicznych, immunohistopatologicznych oraz opisach zabiegow
operacyjnych.
Ostateczne rozpoznanie ustalone
Wvnik analiz Wynik Wynik ICC na podstawie wynikéw
mi)l/«osko owye' BAC (preparaty cytologicznych, ICC,
POWE] (H+E) | cytologiczne) histopatologicznych, IHC oraz
opiséw zabiegbw operacyjnych

Komorki 55 79 78
nowotworowe
Komorki
pr'aW|d+owe oraz 72 73 67
widoczny proces
zapalny
Przypadki 29 i 6
watpliwe
Wynik fatszywie i i 1
ujemny
Preparaty

o . 4 4
niediagnostyczne
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6. DYSKUSJA

Wystepowanie raka trzustki wsrod mieszkancow Stanow Zjednoczonych
pozostaje niezmienne od pot wieku. W tym okresie dokonano ogromnego
postepu w dziedzinie diagnostyki oraz leczenia nowotworéw. Mimo to
w panstwach zachodnich adenocarcinoma pancreatis w dalszym ciggu
pozostaje jedng z gtdbwnych przyczyn zgonow wywotanych przez raki (80).
W szerokim panelu markerow nowotworowych nie istnieje bowiem taki, ktory
bytby specyficzny tylko dla tej jednostki chorobowej. W artykule opublikowanym
przez Deckera, Batheja, Collinsa i wsp. autorzy przedstawiajg szereg
mozliwosci jakimi dysponuje obecnie lekarz prowadzacy diagnostyke zmian
patologicznych trzustki. Przyktady te opisujg zaréwno oznaczania markeréw
nowotworowych wystepujgcych w surowicy krwi jak i dostepng technologie
obrazowania. Podkreslajg oni jednak, iz na chwile obecng lekarze nie
dysponujg zadnym programem ani schematem mdwigcym o skreeningu u oséb,
u ktérych stwierdzono wysokie prawdopodobienstwo zachorowania na raka
trzustki (5, 18). Celem wspétczesnych naukowcow jest odnalezienie zwigzku
chemicznego, ktérego wystepowanie w organizmie zwigzane bedzie jedynie
Z rozwijajgcymi sie komorkami nowotworowymi trzustki. Poszukiwana jest takze
metoda, ktora umozliwi jego oznaczenie w pierwszym stadium choroby,
umozliwiajgc tym samym wczesng diagnostyke oraz catkowite wyleczenie
pacjenta, poprzez usuniecie zmiany. Gdy w 1979 roku Koprowski i wsp.
dokonali odkrycia antygenu CA 19-9 zostat on szybko uznany za ztoty standard
w diagnostyce raka trzustki. Dalsze badania wykazaty jednak, iz antygen ten nie
jest specyficzny i towarzyszy nowotworom przewodu pokarmowego (4, 6),
a jego obecnos¢ w surowicy zwigzana jest dopiero z zaawansowanym stadium
raka trzustki (72, 82). W dostepnym pismiennictwie czytamy, iz w roku 2006
ASCO wydato opinie, ze antygen CA 19-9 oznaczany w surowicy krwi nie jest
rekomendowany jako samodzielny czynnik rokowniczy raka trzustki (18, 71).
Stanowisko to zostato poparte w roku 2010 przez EGTM (6, 20). Liczne
doswiadczenia prowadzone z uzyciem antygenu CA 19-9 dowiodly, iz jego
poziom w surowicy krwi u chorych, u ktérych zdiagnozowano raka trzustki moze
by¢ stosowany jako czynnik przepowiadajgcy mozliwos¢ wystgpienia
przerzutow (45). Ma on réwniez znaczng warto$¢ przy przedoperacyjnej ocenie
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resekcyjnosci (45, 106). Jego oznaczenie wykonywane po przeprowadzeniu
zabiegu znalazio takze zastosowanie jako czynnik determinujgcy przezycie (22,
31, 33, 49, 52, 58, 60, 70, 74) oraz monitorujgcy skutecznos¢ zastosowanego
leczenia (37, 46, 50, 92, 97). W roku 2010 Fritz, Hackert, Hinz i wsp.
opublikowali prace, w ktorej donoszg, iz oznaczanie w surowicy krwi poziomu
antygenu CA 19-9 u pacjentow ze zdiagnozowanym wewngtrzprzewodowym
brodawkowatym nowotworem s$luzowym stanowi czynnik réznicujgcy zmiany
tagodne od zlosliwych (24). Ze wzgledu na niekorzystne rekomendacje oraz
niskg specyficznos¢ antygenu CA 19-9 zaczeto poszukiwaé innych zwigzkdw,
ktore w potgczeniu z CA 19-9 dalyby pozgdany efekt w postaci gotowego
panelu biomarkerow diagnozujgcych wczesne stadium raka trzustki.
W publikacjach z ostatnich lat czytamy o mozliwosciach zastosowania CA 19-9
w kombinacji miedzy innymi z PAM4 lub CEA i MCSF (10, 14, 68, 76). Mimo, iz
propozycje przedstawiane przez autoréw osiggnety wysoki poziom skutecznosci
nie znalazty dotychczas szerszego zastosowania. Najnowsze badania donoszg
takze o zastosowaniu nosnikéw biatkowych w celu oznaczenia we krwi
pacjentow antygenu CA 19-9 (102, 103). Mimo, iz marker nowotworowy CA 19-
9 uwazany jest za najlepiej zwalidowany i najszerzej stosowany w diagnostyce
raka trzustki (20), jego niska czutos¢ i specyficznos¢ przyczynia sie do
poszukiwania innych mozliwosci, dajgcych szanse na wczesnhg diagnostyke
i peine  wyleczenie pacjenta. Wedlug niektérych naukowcéw metoda
wykorzystujgca CA 19-9 zostanie wkrotce wyparta przez oznaczenia mutacji
genowych, licznie wystepujgcych w tej zmianie patologicznej (96).

Ws$rod tak licznych doniesieh charakteryzujgcych antygen CA 19-9 oraz jego
zastosowanie, nie widnieje zadna pozycja méwigca o oznaczaniu tego markera
metodami immunocytochemicznymi w materiale cytologicznym trzustki.
W dostepnych zrédtach czytamy jedynie, iz wlasciwg metodg pobrania
materiatu przeznaczonego do diagnostyki cytologicznej raka trzustki jest uzycie
biopsji aspiracyjnej cienkoigtowej (3, 5). Metoda punkcji zmiany za pomocg igty
zostata opisana po raz pierwszy przez Abu al- Qasima okoto roku 1000, kolejne
doniesienia na temat biopsji aspiracyjnej pojawity sie w pierwszej potowie XIX
wieku. Od tamtego czasu technika ta znalazla szerokie zastosowanie
w diagnostyce roznych schorzen (19). BAC opisywana jest jako metoda

minimalnie inwazyjna, bezpieczna, efektywna i szybka (77). Mimo to na temat
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przydatnosci jej stosowania toczone sg czesto interdyscyplinarne dyskusje (53).
William Brugge w swoim artykule: ,Pancreatic Fine Needle Aspiration: To Do or
not To Do?” (13) rozwaza, czy zastosowanie biopsji aspiracyjnej cienkoigtowej
w diagnostyce rakow trzustki jest postepowaniem stusznym i koniecznym. We
wnioskach wysunietych przez tego autora czytamy, ze istniejg dwa gtéwne
wskazania do wykonania BAC tego narzgdu. Pierwszym jest koniecznos$c¢
potwierdzenia obecnosci zmiany ztosliwej przed wprowadzeniem chemioterapii,
drugim - BAC jest metodg niezbedng w ocenie atypowych zmian litych trzustki.
W kolejnym artykule odnajdujemy informacje na temat zastosowania technik
immunocytochemicznych na aspiratach z trzustki. Czytamy w nim, iz
Zz powodzeniem przeprowadzano reakcje antygen — przeciwcialo w materiale
pobranym z guzow endokrynnych tego narzgdu metodg biopsji aspiracyjnej
cienkoigtowej. W tak pozyskanym materiale diagnostycznym oznaczone zostaty
nastepujgce markery: chromogranina, synaptofizyna, NSE, CD 56, PGP 9.5
oraz p53 (16). Dostepne publikacje opisujg takze wykorzystanie materiatu
cytologicznego pobranego za pomocg BAC w technice PCR (9, 63, 93).
Istotnym czynnikiem wptywajgcym na wiasciwe pobranie materiatu technikg
biopsji aspiracyjnej cienkoigtowej jest technologia obrazowania zmiany
chorobowej. Brugge uwaza, ze pobierajgc materiat za pomocg BAC ze zmian
duzych, nieoperacyjnych nalezy wykorzystaé tomografie komputerowg Ilub
USG. Aspiracja ze zmian matych powinna natomiast odbywaé¢ sie metodg
EUS/FNAB (13). Badania przeprowadzone przez Deckera, Mashaja, Batheja
i wsp. udowodnity, iz wsréd licznych dostepnych urzadzen ultrasonografia
endoskopowa (EUS) jest metodg najbardziej czutg (18). Tematem tym
zajmowali sie takze Lewitowicz, Matykiewicz, Heciak i wsp. (54). Udowodnili
oni, iz z rownie duzg skutecznoscig mozna stosowac przezskérng biopsje
aspiracyjng cienkoigtowg kontrolowang przy pomocy USG. Rowniez Zamboni,
D’Onofrio oraz Indili w swoim artykule donoszg, ze metoda ta jest doktadna
I bezpieczna (105). Mimo, iz technika ta jest mniej inwazyjna, nie wyparta ona
EUS/FNAB. Dalsze badania z jej wykorzystaniem wskazaly, ze jest ona
najefektywniejsza w diagnostyce guzow trzustki (16, 17). Udowodniono, iz
EUS/FNAB jest metodg najbardziej bezpieczng dla pacjenta, charakteryzujgca
sie  wysokg dokladnoscig oraz pozytywng warto$cig rokowniczg

w przedoperacyjnym postepowaniu z resekcyjnym rakiem trzustki (2, 27, 41).
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Rowniez dystans jaki ma do pokonania igla w metodzie EUS/FNAB jest
mniejszy niz przy innych metodach pobierania materiatu za pomoca biops;ji, co
minimalizuje szerzenie sie choroby, Dotyczy to zwlaszcza przypadkow,
w ktérych zmiana o charakterze guzowatym zlokalizowana jest w gtowie trzustki
(27). Donoszono takze, ze rozmiar iglty uzytej w trakcie pobierania materiatu
wptywa na wynik badania. Wieksza Srednica igly zapewnia wiekszg czuto$¢
stosowanej metody (104). Stwierdzenie to stalo sie podstawg do badan
przeprowadzonych przez Yanga i wsp.. Badacze porownali metode
przezskoérnej biopsji aspiracyjnej cienkoigtowej oraz gruboigtowej (skrawkowej)
wykonywanej pod kontrolg USG. Przeprowadzona analiza wykazata podobng
efektywnos$é obydwu metod. Rowniez czuto$¢ i specyficznosé uzytych technik
okazala sie bez znaczacej réznicy (101). Amin, Theis, Russell i wsp. w swoim
artykule opisali metode przezskornej biopsji aspiracyjnej gruboigtowe;.
Sugerowali oni, ze metoda ta w potgczeniu z tomografig komputerowg jest
wlasciwg technikg pobierania materiatu z trzustki. We wnioskach zastrzegli
jednak, ze metoda ta jest bardziej odpowiednia dla pacjentow mitodszych, jak
rowniez tych o mniejszej masie. W przypadku osob starszych autorzy sugeruja,
ze biopsje gruboigtowg nalezy wykonywac tylko w przypadkach, w ktérych
tomografia komputerowa wykaze zmiany atypowe. Gtownym powodem tych
wnioskéw sg powiktania, ktére mogg wystgpi¢ u pacjenta po pobraniu materiatu
(1). Na komplikacje pojawiajgce sie po aspiracji metodg skrawkowg zwrdcili
takze uwage w swojej pracy Gwozdziewicz, Pienskowska, Szlezak i wsp. (29).
Wykazali oni, ze przezskérna biopsja gruboiglowa moze doprowadzi¢ do
licznych niepozgdanych nastepstw. Ws$rod mniej szkodliwych dla pacjenta
wymieni¢ nalezy bdél w obrebie miejsca naklucia oraz nudnosci.
Zaobserwowano takze przedtuzone krwawienie z miejsca pobrania materiatu,
przetoki trzustkowo-otrzewnowe, krwiaki, wycieki zo6ici lub soku trzustkowego,
ostre zapalenie trzustki (OZT) oraz rozwiniecie niewydolnosci wielonarzgdowej,
ktorej efektem moze byé zgon (29). Liczni autorzy zwrdcili natomiast uwage, ze
w przypadku biopsji cienkoigtowych powiktania wystepowaty bardzo rzadko (1 -
2% przypadkow) i byly niegrozne dla pacjenta. Wymieniajg tu przede wszystkim
krwawienie z miejsca pobrania ustepujgce samoczynnie oraz zapalenie trzustki
w nieznacznym nasileniu (13, 48, 100). W toku badan przeprowadzonych przez

Changa, Nguyena, Ericksona i wsp. tylko u jednego pacjenta odnotowano
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goraczke (17), natomiast Yusuf, Ho, Pavey i wsp. (104) nie zanotowali zadnych
komplikacji. W swietle tych doniesien zasadnym staje sie stosowanie techniki
aspiracji materiatu do badan cytologicznych za pomocg biopsji cienkoigtowe;j.
Wspoiczesna diagnostyka napotyka na wiele problemow. Zespdl naukowcow
kierowany przez profesor Jadwige Snarska opisat przypadki wspotistnienia OZT
I raka trzustki oraz problemy zwigzane z postawieniem ostatecznego wyniku
u tych pacjentow (83). W 2012 roku Brauner, Lachter, Ben-Ishay i wsp. opisali
przypadek zapalenia trzustki, btednie zdiagnozowany jako rak tego narzgdu
(11). W dostepnym pismiennictwie czytamy takze, iz ocena cytologiczna
materialu pobranego przy pomocy EUS/FNAB wigze sie z mozliwoscig
wystgpienia wynikéw falszywie dodatnich (38, 79). Przeszkody te mogqg zostaé
rozwigzane dzieki schematowi postepowania, ktory przedstawili Zubarik,
Gordon, Lidofsky i wsp. (108). Opiera sie on na oznaczeniu antygenu CA 19-9
w surowicy krwi pacjenta, wykonaniu badania przy pomocy EUS oraz,
w przypadku stwierdzenia widocznej zmiany, pobrania materialu za pomoca
FNAB. Jak twierdzg autorzy protokét ten daje znacznie wiekszg szanse
zdiagnozowania raka trzustki w pierwszym stadium niz inne powszechnie
stosowane schematy diagnostyczne (108).

W Swietle tak licznych doniesieh na temat zastosowania antygenu CA 19-9 oraz
techniki EUS/FNAB do pobierania materialu ze zmian guzowatych trzustki nie
znaleziono zadnego artykutu traktujgcego o zastosowaniu CA 19-9 w materiale
pobranym za pomocg biopsji aspiracyjnej cienkoiglowej z wykorzystaniem
metod immunocytochemicznych. Analiza przeprowadzonych badan bedacych
przedmiotem tej rozprawy udowodnita, ze oznaczanie antygenu CA 19-9
w materiale cytologicznym pobranym z trzustki za pomocg BAC przynosi
pozgdany efekt w postaci jednoznacznego wyniku stwierdzajgcego lub
wykluczajgcego proces nowotworowy. Technika ta wyeliminowata w badanym
materiale przypadki watpliwe, jak rowniez ostatecznie pozwolita na
réznicowanie zmian zapalnych od nowotworowych, co w obecnych czasach
stanowi powszechnie wystepujgcy problem kliniczny (83). Otrzymane rezultaty
mogg sugerowac, ze wprowadzenie tego oznaczenia do rutynowej diagnostyki
a zwlaszcza do schematu postepowania zaproponowanego przez Zubarika,
Gordona, Lidofsky’ego i wsp. moze przyczyni¢ sie do powstania skutecznej

metody wczesnego diagnozowania rakow trzustki (108). Fakt, iz zastosowanie

40



techniki EUS/FNAB wzrasta i staje sie rutyng w diagnostyce raka trzustki (100)
jak réwniez pozytywne rezultaty otrzymane w przeprowadzonych badaniach
bedacych tematem tej pracy pozwalajg optymistycznie wnioskowac, ze
sugerowany powyzej algorytm postepowania moze odnies¢ sukces we

wczesnej diagnostyce raka gruczotowego trzustki.
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7. WNIOSKI

1. W przeprowadzonej pracy badawczej wykazano, ze oznaczanie markera
nowotworowego CA 19-9 w materiale pochodzgcym z BAC trzustki za
pomocg metod immunocytochemicznych ma znaczgcg wartosc
w diagnostyce raka tego narzgdu. Technika ta okazata sie takze
przydatna w réznicowaniu stanu zapalnego od procesu nowotworowego
trzustki.

2. W celu potwierdzenia otrzymanych wynikow odwotano sie do rezultatow
oceny cytologicznej. Wyniki niejednoznaczne wyjasniono odnoszgc sie
do dostepnych wynikéw histopatologicznych, w uzasadnionych
przypadkach na materiale tym wykonano takze reakcje IHC
z oznaczeniem CA 19-9. W nielicznych przypadkach powotano sie na
tres¢ zapisOw dotyczgcych przebiegu operacji danego pacjenta.
Czynnosci te pozwolity na postawienie ostatecznego rozpoznania w 149
przypadkach ze 152 badanych. Cztery badania ze wzgledu na brak
materiatu lub niediagnostyczny preparat nie byty poddane analizie.

3. Brak dostepnego pismiennictwa dotyczgcego oznaczania antygenu CA
19-9 w materiale pozyskanym z trzustki przy uzyciu techniki BAC
uniemozliwit pordwnanie otrzymanych wynikow z innymi zrodtami. Autor
po przeanalizowaniu uzyskanych rezultatbw uwaza, ze wprowadzenie
metody ICC oznaczajgcej marker nowotworowy GICA w aspiratach
z trzustki do rutynowej diagnostyki moze przyczyni¢ sie do wykrywania
gruczolakoraka tego narzgdu we wczesnym stadium, umozliwiajgc

jednoczesnie petne wyleczenia pacjenta.
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Podziat przypadkow ze wzgledu na wynik badania
cytologicznego biopsji aspiracyjnej cienkoigtowej materiatu
pobranego z trzustki. Preparaty barwione hematoksyling
=0 74/ -
Wyniki uzyskane po oznaczeniu markera nowotworowego
CA 19-9 metodg immunohistochemiczng na materiale
pobranym z trzustki za pomocag biopsji aspiracyjnej
CIENKOIQIOWE]. .. .. e
Poréwnanie  wynikbw otrzymanych w preparatach
sporzagdzonych z materiatlu pobranego w trakcie BAC,
wybarwionych hematoksyling i eozyng z wynikami
otrzymanymi w preparatach cytologicznych z BAC,
w ktérych oznaczono antygen CA 19-9 za pomocg reakcji
ICC oraz ostatecznymi ustaleniami opartymi na wynikach
cytologicznych, immunocytologicznych, histopato-
logicznych, immunohistopatologicznych oraz opisach
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12. STRESZCZENIE

Rak trzustki stanowi czwartg przyczyne sSmierci w Stanach
Zjednoczonych po raku ptuc, gruczotu krokowego i piersi oraz jelita grubego.
W USA stwierdza sie okoto 22 tysiecy nowych zachorowan rocznie, sposrod
ktorych mniej niz 5% pacjentdow moze spodziewac sie 5-letniego przezycia.
Czynnikami predysponujgcymi do zachorowania na ten nowotwér sg
nikotynizm, alkoholizm, wrodzone zapalenie trzustki oraz wiek pacjentow
zwlaszcza pomiedzy 60 a 80 rokiem zycia. Obecna diagnostyka raka trzustki
wykorzystuje liczne dostepne techniki w celu uzyskania jak najbardziej
dokladnego wyniku, mimo to nie istnieje specyficzny marker dla tego
nowotworu. Z powodzeniem stosuje sie biopsje aspiracyjng cienkoigtowg oraz
oznaczanie we krwi pacjenta m.in. stezenia antygenu CA 19-9. W dostepnym
piSmiennictwie nie ma jednak informacji na temat zastosowania markera CA 19-
9 na materiale pobranym z trzustki za pomocg BAC z wykorzystaniem technik
immunocytochemicznych, co stato sie przedmiotem moich dalszych badan.

Celem prezentowanej pracy byla ocena przydatnosci badania
immunocytochemicznego ekspresji CA 19-9 w rozmazach pobranych w takcie
BAC trzustki, a nastepnie poréwnanie otrzymanych rezultatdw z wynikami
badania cytologicznego, histopatologicznego oraz opisami zabiegow
operacyjnych. Otrzymane rezultaty porownano z efektami prac innych
naukowcow dotyczagcych badanego zagadnienia. Do celéw badawczych
wykorzystano preparaty cytologiczne barwione metodg H+E Ilub MGG
sporzadzone w trakcie BAC trzustki. Jako kontrole pozytywng wykorzystano
preparaty ze skrawkami guza jelita grubego. Preparaty histopatologiczne
barwiono metodg H+E i poddawano ocenie. Skrawki przeznaczone do
oznaczenia antygenu Ca 19-9 nanoszono na szkietka pokryte substancjg
antyposlizgowg i gotowano w celu odkrycia antygenow. Nastepnie
przeprowadzano reakcje immunohistochemiczng analogicznie jak w przypadku
reakcji immunocytochemicznej w preparatach cytologicznych. Dokumentacje
fotograficzng wykonano wykorzystujgc skaner DotSlide firmy Olympus oraz
aparat fotograficzny firmy Olypmus, model DP12.

W  wyniku przeprowadzonej reakcji immunocytochemicznej w 156

preparatach otrzymano 114 rezultatow, ktore potwierdzity wynik analizy
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cytologicznej. W kolejnych 28 preparatach pochodzgcych od pacjentow
przydzielonych do grupy, w ktérej postawienie ostatecznego rozpoznania
cytologicznego bylo niemozliwe, uzyskano wyniki dodatnie oraz ujemne.
W dalszym postepowaniu diagnostycznym 24 sposrod nich zostaty
potwierdzone, trzy wyniki pozostaty niewyjasnione a w jednym uzyskano wynik
falszywie ujemny. W 10 przypadkach otrzymane wyniki reakcji antygen —
przeciwciato byly niezgodne 2z rozpoznaniem postawionym po analizie
preparatow barwionych metodg H+E i takze wymagaly dalszej diagnostyki.
W dziewieciu potwierdzono wynik reakcji ICC, natomiast jeden przypadek zostat
uznany za ostatecznie niewyjasniony. W trakcie prowadzenia badan z 3
preparatow splyngt material, natomiast w jednym przypadku po
przeprowadzeniu reakcji ICC i przeanalizowaniu preparatu uznano, ze ilos¢
materiatu jest zbyt skgpa i preparat jest niediagnostyczny.

Przeprowadzone przeze mnie badania wskazujg, iz oznaczanie CA 19-9
w materiale pochodzgcym z BAC trzustki ma znaczgcg warto$¢ w diagnostyce
raka tego narzadu. Metoda ta jest takze przydatna w roznicowaniu stanu
zapalnego od procesu nowotworowego trzustki. Dzieki zastosowanej technice
postawiono ostateczne rozpoznanie w 146 przypadkach ze 152 badanych.
Wprowadzenie metody ICC oznaczajgcej marker nowotworowy GICA
w aspiratach z trzustki do rutynowej diagnostyki moze przyczyni¢ sie do
wykrywania gruczolakoraka tego narzgdu we wczesnym stadium, umozliwiajgc

jednoczesnie petne wyleczenia pacjenta.
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13. SUMMARY

Pancreatic cancer is the fourth leading cause of cancer-related death in
the United States, right after cancer of the lungs, of the prostate and the breast
as well as cancer of the large intestine. About twenty-two thousand patients are
diagnosed yearly in the United States, of whom fewer than 5% may expect life
expectancy longer than 5 years. Factors predisposing to pancreatic cancer are
nicotinism, alcoholism, congenital pancreatitis and the age of the patient,
especially 60-80 years of age. Current diagnostics of the pancreatic cancer
uses various techniques available in order to obtain a result as precise as
possible. However, there is no specific marker for that type of cancer. Fine-
needle aspiration biopsy and blood marking of, among others, concentration of
CA 19-9 are used with success. Literature of the subject does not provide
information on the use of CA 19-9 on sample material obtained from the
pancreas through biopsy, using immunocytochemical techniques, which has
become the subject of my further research.

The aim of this paper was to evaluate the usefulness of
immunocytochemical examination of CA 19-9 expression in films taken during
biopsy of the pancreas, and subsequently to compare the results obtained with
the results of the cytological and histological examination and with description of
operations. The results obtained were compared with the results of other
scientists’ research on this problem. For the needs of the research, cytological
preparations H+E and MGG coloured, prepared during the biopsy of the
pancreas were used. Preparations with patches of the tumor of the large
intestine were used as positive control. Histological preparations were H+E
coloured and evaluated. Patches used to mark CA 19-9 were moved to slides
covered with anti-slippery layer and boiled in order to find antigens. Next,
immunohistochemical reaction was carried out analogically to
immunocytochemical reaction in cytological preparations. Photographic
documentation was done using Olympus DotSlide scanner and Olympus DP12
photo camera.

As a result of the immunocytochemical reaction, out of 156 preparations,
114 results were obtained which confirmed the result of the cytological analysis.

For another 28 preparations from patients for whom definite diagnosis was
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impossible based on cytological examination, both positive and negative results
were obtained. Further diagnostic procedure confirmed 24 of them, three cases
remained unsolved and in one case a falsely negative result was obtained. In
10 cases the results of antigen-antibody reaction were incompatible with the
diagnosis based on H+E coloured preparations and required further
examination. In nine cases the result of ICC reaction was confirmed, one case
remained unsolved. During the examination, the material slid away from 3
preparations, and in one case, after ICC reaction and analysis of the
preparation, it was decided that the amount of material was insufficient and
therefore the preparation was non-diagnosable.

The research | carried out proved that CA 19-9 marking in material from
the biopsy of the pancreas is of significant value in the diagnosis of cancer of
this organ. This method is also useful in differentiating the pancreatitis from
a cancerous tumour of the pancreas. Thanks to the technique used, final
diagnosis was given in 146 cases out of 152. Introduction of ICC method of
GICA marking in aspirate of the pancreas material for routine diagnosis may
help detect cancerous tumour of this organ at an early stage, thus enabling
a full recovery of the patient.
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Fot. 1. Kontrola pozytywna dla badan IHC oraz ICC.
Preparat histopatologiczny wykonany ze skrawkow guza jelita grubego,
poddany reakcji immunohistochemicznej z oznaczeniem antygenu CA
19-9. Wynik reakcji wyraznie pozytywny, widoczny w postaci brgzowego
wybarwienia bton oraz cytoplazmy komorek gruczotowych.

Pow. okoto 1000x

Fot.2. Grupa |, przypadek 31.
Preparat cytologiczny wykonany z materialu pobranego z trzustki za

pomocg biopsji aspiracyjnej cienkoigtowej, wybarwiony metodg H+E.
Widoczne pojedyncze grupy komorek odpowiadajgce komorkom
nowotworu neuroendokrynnego (1).

Pow. okoto 400x
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Fot. 3. Grupa I, przypadek 31.
Preparat cytologiczny wykonany z materialu pobranego z trzustki za

pomocg biopsji  aspiracyjnej cienkoiglowej poddany reakcji
immunocytochemicznej z oznaczeniem antygenu CA 19-9.

Wynik reakcji negatywny.

Pow. okoto 100x

Fot. 4. Grupa I, przypadek 31.
Preparat histopatologiczny wykonany ze skrawkow guza watroby,

wybarwiony metodg H+E. W materiale obecny naciek guza
neuroendokrynnego G1.
Pow. okoto 100x
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Fot. 5. Grupa I, przypadek 31.
Preparat histopatologiczny wykonany ze skrawkéw guza watroby,
poddany reakcji immunohistochemicznej z oznhaczeniem
neuroendokrynnego biatka wydzielniczego — chromograniny A.
Wynik  reakcji pozytywny, potwierdzajgcy  obecnos¢  guza
neuroendokrynnego G1.
Pow. okoto 100x

Fot. 6. Grupa I, przypadek 22.

Preparat cytologiczny wykonany z materialu pobranego z trzustki za
pomocg biopsji aspiracyjnej cienkoigtowej, wybarwiony metodg H+E.
Widoczny znaczny polimorfizm komorek gruczotowych (1). Wystepujg
uktady pecherzykowe (2). Stosunek jgdra do cytoplazmy przesuniety na
korzys¢ jadra (3). Jadra komorkowe o réznej wielkosci i ksztalcie,
posiadajg wyraznie zaznaczong chromatyne z widocznymi jgderkami (4)
oraz wodniczki (5).

Pow. okoto 1000x
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Fot. 7. Grupa I, przypadek 22.
Preparat cytologiczny wykonany z materialu pobranego z trzustki za

pomocg biopsji aspiracyjnej cienkoigtowej, poddany reakcji
immunocytochemicznej z oznaczeniem antygenu CA 19-9.

Wynik reakcji wyraznie pozytywny widoczny w postaci silnie
wybarwionych na brgzowo bton komérkowych (7).

Pow. okoto 400x

Fot. 8. Grupa I, przypadek 50.
Preparat cytologiczny wykonany z materialu pobranego z trzustki za
pomocg biopsji aspiracyjnej cienkoigtowej, wybarwiony metodg H+E.
Widoczna grupa komorek gruczotowych trzustki o nieprawidtowe]
budowie i nieregularnym ukfadzie. Jgdra komdrkowe o r6znej wielkosci
| ksztalcie z wyraznie zaznaczong chromatyng i widocznymi jgderkami
(1). Wystepuja limfocyty (2).
Pow. okoto 1000x
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Fot. 9. Grupa I, przypadek 50.
Preparat cytologiczny wykonany z materialu pobranego z trzustki za
pomocg biopsji  aspiracyjnej cienkoiglowej poddany reakcji
immunocytochemicznej z oznaczeniem antygenu CA 19-9.
Wynik reakcji dodatni, stabo widoczny (1).
Pow. okoto 200x

Fot. 10. Grupa I, przypadek 49.
Preparat cytologiczny wykonany z materialu pobranego z trzustki za
pomocg biopsji aspiracyjnej cienkoigtowej, wybarwiony metodg H+E.
Fotografia przedstawia atypowe komorki gruczotowe trzustki. Po prawej
stronie zdjecia widoczna komodrka dwujgdrowa (1). Stosunek jgdra do
cytoplazmy przesuniety na korzy$¢ jgdra (2). Jadra komorkowe
0 zmiennej wielkosci i ksztalcie z wyraznie zaznaczong, nieregularnie
rozmieszczong chromatyng oraz widocznymi jgderkami (3). W jednym
jadrze widoczna bruzda (4). Zarébwno w jadrach jak i w cytoplazmie
wystepujg wodniczki (5).
Pow. okoto 400x
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Fot. 11. Grupa |, przypadek 49.
Preparat cytologiczny wykonany z materialu pobranego z trzustki za
pomocg biopsji aspiracyjnej cienkoigtowej, poddany reakcji
immunocytochemicznej z oznaczeniem antygenu CA 19-9.
Wynik reakcji dodatni, stabo widoczny (1).
Pow. okoto 200x

Fot. 12. Grupa I, przypadek 49.
Preparat histopatologiczny wykonany z materiatu pobranego z guza
trzustki, wybarwiony metodg H+E. Rozpoznanie histopatologiczne:
Adenocarcinoma pancreatis G1.
Pow. okoto 400x
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Fot. 13. Grupa |, przypadek 49.
Preparat histopatologiczny, sporzgdzony ze skrawkdéw guza trzustki,
poddany reakcji IHC z oznaczeniem antygenu CA 19-9.
Wynik reakcji wyraznie pozytywny w postaci wybarwionych na brgzowo
bton oraz cytoplazmy komorek nowotworowych trzustki (7).
Pow. okoto 400x

Fot. 14. Grupa I, przypadek 19.
Preparat cytologiczny wykonany z materialu pobranego z trzustki za
pomoca biopsji aspiracyjnej cienkoigtowej, wybarwiony metodg MGG.
Widoczne atypowe komorki gruczotowe trzustki tworzgce uktady
pecherzykowe (1). Stosunek jgdra do cytoplazmy przesuniety na
korzys¢ jadra (2). Jadra komorek gruczotowych o roznej wielkosci
i nieregularnym ksztaifcie z wyraznie zaznaczonymi jgderkami (3).
Pow. okoto 200x
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Fot. 15. Grupa |, przypadek 19.
Preparat cytologiczny wykonany z materialu pobranego z trzustki za
pomocg biopsji aspiracyjnej cienkoigtowej, poddany reakcji
immunocytochemicznej z oznaczeniem antygenu CA 19-9. Wynik
reakcji pozytywny, widoczny w postaci brgzowego wybarwienia bton
komorek nowotworowych trzustki (7).
Pow. okoto 200x

Fot. 16. Grupa I, przypadek 25.
Preparat cytologiczny wykonany z materialu pobranego z trzustki za
pomocg biopsji aspiracyjnej cienkoigtowej, wybarwiony metodg H+E.
Widoczny pfat prawidtowych komoérek gruczotowych trzustki oraz
pojedyncze limfocyty (1).
Pow. okoto 100x
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Fot. 17. Grupa I, przypadek 25.

Preparat cytologiczny wykonany z materialu pobranego z trzustki za
pomocg biopsji aspiracyjnej cienkoigtowej, poddany reakcji ICC
z oznaczeniem antygenu CA 19-9. Wynik reakcji negatywny.

Pow. okoto 100x

Fot. 18. Grupa I, przypadek 21.

Preparat cytologiczny wykonany z materialu pobranego z trzustki za
pomoca biopsji aspiracyjnej cienkoigtowej, wybarwiony metodg H+E.

Widoczna grupa komoérek gruczotowych trzustki oraz pojedyncze
limfocyty (1). Uwage zwraca nieregularne rozmieszczenie komorek,

utworzony uktad pecherzykowy (2) oraz widoczne bruzdy w jgdrach (3).
Pow. okoto 200x
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Fot. 19. Grupa I, przypadek 21.
Preparat cytologiczny wykonany z materialu pobranego z trzustki za
pomocg biopsji aspiracyjnej cienkoigtowej, poddany reakcji ICC
z oznaczeniem antygenu CA 19-9. Wynik reakcji wyraznie pozytywny,
widoczny w postaci brgzowego wybarwienia bton komorek
nowotworowych (1).
Pow. okoto 200x

Fot. 20. Grupa I, przypadek 29.
Preparat cytologiczny wykonany z materialu pobranego z trzustki za
pomoca biopsji aspiracyjnej cienkoigtowej, wybarwiony metodg H+E.
Widoczne pojedyncze komorki gruczotowe trzustki z cechami odczynu
zapalnego o stosunkowo duzych jadrach i widocznych jgderkach (1)
oraz granulocyty obojetnochtonne (2).
Pow. okoto 200x



73




Fot. 21. Grupa I, przypadek 29.

Preparat cytologiczny wykonany z materialu pobranego z trzustki za
pomocg biopsji aspiracyjnej cienkoigtowej, poddany reakcji ICC
z oznaczeniem antygenu CA 19-9. Widoczna silna reakcja dodatnia
zarbwno na powierzchni btony komorki gruczotowej trzustki (1) jak
iwjej cytoplazmie (2) oraz w plynie otaczajgcym zaaspirowane
komérki (3). Na fotografii widoczne sg takze granulocyty
obojetnochtonne (4).

Pow. okoto 200x

Fot. 22. Grupa I, przypadek 29.
Preparat histopatologiczny wykonany z materiatu pobranego z trzustki,
wybarwiony metodg H+E. Widoczne zmiany odpowiadajg komoérkom
raka gruczotowego trzustki (1).
Pow. okoto 400x






Fot. 23. Grupa I, przypadek 30.
Preparat cytologiczny wykonany z materialu pobranego z trzustki za
pomocg biopsji aspiracyjnej cienkoigtowej, wybarwiony metodg H+E.
Widoczna grupa komorek gruczotowych trzustki z cechami atypii.
Stosunek jgdra komoérkowego do cytoplazmy przesuniety na korzysc
jadra (1). Jadra komoérek nieregularne z zaznaczong chromatyng oraz
duzymi, widocznymi jgderkami (2). Uwage zwracajg bruzdy znajdujgce
sie w jgdrach komorek gruczotowych (3). Obecne sg granulocyty
obojetnochtonne (4), kwasochtonne (5) oraz limfocyty (6).
Pow. okoto 400x

Fot. 24. Grupa I, przypadek 30.
Preparat cytologiczny wykonany z materialu pobranego z trzustki za
pomocg biopsji aspiracyjnej cienkoigtowej, poddany reakcji ICC
z oznaczeniem antygenu CA 19-9. Widoczna wyrazna reakcja

pozytywna potwierdzajgca wystepowanie komorek raka trzustki (1).
Pow. okoto 400x
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Fot. 25. Grupa I, przypadek 30.
Preparat histopatologiczny sporzadzony ze skrawkow

okototrzustkowego wezta chionnego, wybarwiony metodg H+E.
W trakcie oceny histopatologiczne] stwierdzono rozrost grudkowy
w pobranym materiale. Uwage zwracajg komorki nowotworowe obecne
w naczyniach swiadczgce o rozsiewie nowotworu (7).

Pow. okoto 200x

Fot. 26. Grupa I, przypadek 30.
Preparat histopatologiczny sporzadzony ze skrawkow

okototrzustkowego wezta chionnego, poddany reakcji IHC. Wynik
pozytywny, ukazujgcy obecnosé mikroprzerzutdw w badanym materiale
(1). W Swietle naczyn widoczne pojedyncze komérki nowotworowe

wybarwione na brgzowo (2).

Pow. okoto 100x
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Fot. 27. Grupa lll, przypadek 16.
Preparat cytologiczny wykonany z materialu pobranego z trzustki za
pomocg biopsji aspiracyjnej cienkoigtowej, wybarwiony metodg H+E.
Fotografia przedstawia atypowy ptat komorek gruczotowych trzustki
z powiekszonymi, polimorficznymi, hiperchromatycznymi jgdrami, wokot
ktorych wystepuje halo (1). W jadrach wyraznie zaznaczone jgderka (2),
wystepujg takze bruzdy (3) oraz wodniczki (4). W lewej czesci plata
komoérek gruczotowych uwidoczniona komérka z nieregularnym jgdrem
otoczonym wodniczkami (5).
Pow. okoto 400x

Fot. 28. Grupa lll, przypadek 16.
Preparat cytologiczny wykonany z materialu pobranego z trzustki za
pomocg biopsji aspiracyjnej cienkoigtowej, poddany reakcji ICC
z oznaczeniem antygenu CA 19-9. Wynik reakcji pozytywny, widoczny
w postaci brgzowego wybarwienia bton (1) oraz cytoplazmy (2)
komérek nowotworowych trzustki.
Pow. okoto 400x
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Fot. 29. Grupa lll, przypadek 12.
Preparat cytologiczny wykonany z materialu pobranego z trzustki za
pomocg biopsji aspiracyjnej cienkoigtowej, wybarwiony metodg H+E.
Widoczny ptat komorek gruczotowych trzustki bez cech atypii, uwage
zwracajg uktady mikropecherzykowe (1). Jgdra komoérek gruczotowych
zawierajg wyrazne jgderka (2).
Pow. okoto 200x

Fot. 30. Grupa lll, przypadek 12.
Preparat cytologiczny wykonany z materialu pobranego z trzustki za
pomocg biopsji aspiracyjnej cienkoigtowej, poddany reakcji ICC
z oznaczeniem antygenu CA 19-9. Wynik reakcji pozytywny w postaci

silnie wybarwionych na brgzowo bton (1) oraz cytoplazmy (2) komérek
nowotworowych trzustki.
Pow. okoto 1000x
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Fot. 31. Grupa lll, przypadek 20.
Preparat cytologiczny wykonany z materialu pobranego z trzustki za
pomocg biopsji aspiracyjnej cienkoigtowej, wybarwiony metodg H+E.
Ptat komérek gruczotowych trzustki z nieznaczng atypig. Jadra
komorkowe powiekszone (1), owalne, okrggle Iub nieregularne
z wyraznie zaznaczong chromatyng oraz jgderkami (2).
Pow. okoto 200x

Fot. 32. Grupa lll, przypadek 20.
Preparat cytologiczny wykonany z materialu pobranego z trzustki za
pomocg biopsji aspiracyjnej cienkoigtowej, poddany reakcji ICC
z oznaczeniem antygenu CA 19-9. Wynik reakcji pozytywny, widoczny
w postaci brgzowego wybarwienia bton (1) oraz cytoplazmy (2)
komoérek raka gruczotowego trzustki.
Pow. okoto 200x
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Fot. 33. Grupa lll, przypadek 20.
Preparat histopatologiczny wybarwiony metodg H+E, sporzadzony

z materialu pobranego z trzustki. Rozpoznanie histopatologiczne:

Adenocarcinoma ductale pancreatis. Na fotografii widoczne ognisko

nowotworowe (7).
Pow. okoto 100x

Fot. 34. Grupa lll, przypadek 20.
Preparat histopatologiczny sporzgdzony z materialu pobranego

z trzustki. Wynik przeprowadzonej reakcji IHC z oznaczeniem antygenu
CA 19-9 pozytywny. Fotografia uwidacznia naciek nowotworowy wzdtuz

przewodu trzustkowego.

Pow. okoto 100x
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Fot. 35. Grupa lll, przypadek 17.
Preparat cytologiczny wykonany z materialu pobranego z trzustki za
pomocg biopsji aspiracyjnej cienkoigtowej, wybarwiony metodg H+E.
Fotografia przedstawia komorki gruczotowe trzustki z wyrazng atypia.
W cytoplazmie komorek wystepujg wodniczki (1), jadra komorkowe sg
nieregularne i powiekszone (2), wykazujg wzmozong aktywnosc¢
mitotyczng (3). Widoczne sg komorki nacieku zapalnego (4).
Pow. okoto 1000x

Fot. 36. Grupa lll, przypadek 17.
Preparat cytologiczny wykonany z materialu pobranego z trzustki za
pomocg biopsji aspiracyjnej cienkoigtowej, poddany reakcji ICC
z oznaczeniem antygenu CA 19-9. Wynik reakcji pozytywny, widoczny
w postaci brgzowego wybarwienia bton (1) oraz cytoplazmy (2)
komérek nowotworowych.
Pow. okoto 200x
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Fot. 37. Grupa lll, przypadek 17.

Preparat histopatologiczny wykonany z materialu pobranego
z okototrzustkowego wezta chionnego, wybarwiony metodg H+E.
Fotografia przedstawia fragment wezia chionnego z widocznymi
mikroprzerzutami raka gruczotowego trzustki (7).

Pow. okoto 100x

Fot. 38. Grupa lll, przypadek 17.

Preparat histopatologiczny wykonany z materialu pobranego
z okototrzustkowego wezta chlonnego, poddany reakcji IHC

z oznaczeniem antygenu CA 19-9. Wyniki reakcji pozytywny.
Pow. okoto 100x
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Fot. 39. Grupa lll, przypadek 11.
Preparat cytologiczny wykonany z materialu pobranego z trzustki za
pomocg biopsji aspiracyjnej cienkoigtowej, wybarwiony metodg H+E.
Ptat komorek gruczotowych trzustki z cechami atypii. Jgdra komdrkowe
nieregularne, powiekszone, hiperchromatyczne (1).
Pow. okoto 400x

Fot. 40. Grupa lll, przypadek 11.
Preparat cytologiczny wykonany z materialu pobranego z trzustki za
pomocg biopsji aspiracyjnej cienkoigtowej, poddany reakcji ICC
z oznaczeniem antygenu CA 19-9. Wynik reakcji pozytywny, widoczny
w postaci brgzowego wybarwienia bton (1) oraz cytoplazmy (2)
komoérek raka gruczotowego trzustki.
Pow. okoto 400x
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Fot. 41. Grupa lll, przypadek 11.
Preparat histopatologiczny sporzgdzony z materiatu pobranego z tkanki
ttuszczowej z drobnymi ogniskami utkania trzustki, wybarwiony metodg
H+E.
Pow. okoto 400x

Fot. 42. Grupa lll, przypadek 11.
Preparat histopatologiczny sporzgdzony z materiatu pobranego z tkanki
ttuszczowej z drobnymi ogniskami utkania trzustki, poddany reakcji IHC
z oznaczeniem antygenu CA 19-9. Wynik reakcji pozytywny widoczny
w postaci brgzowego wybarwienia bton oraz cytoplazmy komorek
nowotworowych.
Pow. okoto 400x






Fot. 43.

Fot. 44.

Grupa lll, przypadek 22.

Preparat cytologiczny wykonany z materialu pobranego z trzustki za
pomocg biopsji aspiracyjnej cienkoigtowej, wybarwiony metodg H+E.
Widoczne 2 grupy atypowych komorek gruczotowych trzustki. Jadra
komorek nieregularne (1), powiekszone (2), z widocznymi jgderkami (3)
oraz bruzdami (4). W cytoplazmie jednej z komorek widoczna
wodniczka (5).

Pow. okoto 400x

Grupa lll, przypadek 22.

Preparat cytologiczny wykonany z materialu pobranego z trzustki za
pomocg biopsji aspiracyjnej cienkoigtowej, poddany reakcji ICC
z oznaczeniem antygenu CA 19-9. Wynik reakcji pozytywny, widoczny
w postaci brgzowego wybarwienia bton (1) oraz cytoplazmy (2)
komoérek raka gruczotowego trzustki.

Pow. okoto 200x
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Fot. 45. Grupa lll, przypadek 22.

Preparat histopatologiczny sporzadzony ze skrawkow
okototrzustkowego wezta chionnego, wybarwiony metodg H+E.

Fotografia przedstawia reaktywny wezet chtonny bez zmian
nowotworowych.

Pow. okoto 100x

Fot. 46. Grupa lll, przypadek 22.

Preparat histopatologiczny sporzadzony ze skrawkow
okototrzustkowego wezta chionnego, poddany reakcji IHC
z oznaczeniem antygenu CA 19-9. Wynik reakcji negatywny.

Pow. okoto 100x






Fot. 47. Grupa lll, przypadek 9.
Preparat cytologiczny wykonany z materialu pobranego z trzustki za
pomocg biopsji aspiracyjnej cienkoigtowej, wybarwiony metodg MGG.
Komorki gruczotowe trzustki bez cech atypii. Pojedyncze jadra
komorkowe nieznacznie powiekszone (1). W tle widoczne liczne

erytrocyty (2).
Pow. okoto 400x

Fot. 48. Grupa lll, przypadek 9.
Preparat cytologiczny wykonany z materialu pobranego z trzustki za
pomocg biopsji aspiracyjnej cienkoigtowej, poddany reakcji ICC
z oznaczeniem antygenu CA 19-9. Brak wybarwienia bion
komérkowych oraz cytoplazmy na brgzowo wskazuje na wynik
negatywny.
Pow. okoto 400x
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Fot. 49. Grupa lll, przypadek 9.
Preparat histopatologiczny sporzgdzony z materiatu pobranego z guza
trzustki, wybarwiony metodg H+E. W utkaniu trzustki obecne nieliczne
atypowe komorki odpowiadajgce rakowi gruczotowemu (7).
pow. okoto 400x

Fot. 50. Grupa lll, przypadek 9.
Preparat histopatologiczny sporzgdzony z materiatu pobranego z guza
trzustki, poddany reakcji IHC z oznaczeniem antygenu CA 19-9.
Otrzymany negatywny wynik w ogoélnej masie guza potwierdza ujemny
rezultat oznaczenia ICC przeprowadzonego w materiale cytologicznym.
Uzyskany rezultat nalezy okresli¢ mianem falszywie ujemnego.
Pow. okoto 400x
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Fot. 51. Grupa IV, przypadek 42.
Preparat cytologiczny wykonany z materialu pobranego z trzustki za
pomocg biopsji aspiracyjnej cienkoigtowej, wybarwiony metodg H+E.
Widoczny ptat normotypowych komérek gruczotowych trzustki.
Pow. okoto 200x

Fot. 52. Grupa IV, przypadek 42.
Preparat cytologiczny wykonany z materialu pobranego z trzustki za
pomocg biopsji aspiracyjnej cienkoigtowej, poddany reakcji ICC
z oznaczeniem antygenu CA 19-9. Wynik reakcji negatywny — brak

brgzowego zabarwienia bton oraz cytoplazmy komorek gruczotowych
trzustki.

Pow. okoto 100x






Fot. 53. Grupa IV, przypadek 34.
Preparat cytologiczny wykonany z materialu pobranego z trzustki za
pomocg biopsji aspiracyjnej cienkoigtowej, wybarwiony metodg H+E.
Fotografia przedstawia ptat komorek gruczotowych trzustki. Jadra
komaorkowe nieregularne z widocznymi jgderkami oraz bruzdami.
Pow. okoto 200x

Fot. 54. Grupa IV, przypadek 34.
Preparat cytologiczny wykonany z materialu pobranego z trzustki za
pomocg biopsji aspiracyjnej cienkoigtowej, poddany reakcji ICC
z oznaczeniem antygenu CA 19-9. Wynik reakcji pozytywny, widoczny

w postaci wyraznego brgzowego wybarwienia blon komorek
nowotworowych trzustki (1).

Pow. okoto 400x






Fot. 55. Grupa IV, przypadek 18.
Preparat cytologiczny wykonany z materialu pobranego z trzustki za
pomocg biopsji aspiracyjnej cienkoigtowej, wybarwiony metodg H+E.
Widoczne trzy grupy komorek gruczotowych trzustki bez cech atypii.
Pow. okoto 200x

Fot. 56. Grupa IV, przypadek 18.

Preparat cytologiczny wykonany z materialu pobranego z trzustki za
pomocg biopsji aspiracyjnej cienkoigtowej, poddany reakcji ICC
z oznaczeniem antygenu CA 19-9. Wynik reakcji pozytywny, widoczny
w postaci brgzowego wybarwienia bton oraz cytoplazmy komorek
gruczotowych trzustki (7).

Pow. okoto 200x
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Fot. 57. Grupa IV, przypadek 18.

Preparat histopatologiczny sporzgdzony z materialu pobranego
z trzustki, wybarwiony metodg H+E. Uwage zwracajg cewy

nowotworowe. Wynik rozpoznania histopatologicznego:
Adenocarcinoma G1.

Pow. okoto 200x

Fot. 58. Grupa IV, przypadek 18.

Preparat histopatologiczny sporzgdzony z materialu pobranego
z trzustki, poddany reakcji IHC z oznaczeniem antygenu CA 19-9.
Wynik reakcji pozytywny.

Pow. okoto 200x
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Fot. 59. Grupa IV, przypadek 23.
Preparat cytologiczny wykonany z materialu pobranego z trzustki za
pomocg biopsji aspiracyjnej cienkoigtowej, wybarwiony metodg H+E.
Widoczny ptat normotypowych komérek gruczotowych trzustki.
Pow. okoto 400x

Fot. 60. Grupa IV, przypadek 23.
Preparat cytologiczny wykonany z materialu pobranego z trzustki za
pomocg biopsji aspiracyjnej cienkoigtowe], poddany reakcji
immunocytochemicznej z oznaczeniem antygenu CA 19-9. Wynik
reakcji wyraznie pozytywny w postaci brgzowego wybarwienia bton
komoérek gruczotowych trzustki (1).
Pow. okoto 200x



93



Fot. 61. Grupa IV, przypadek 23.
Preparat histopatologiczny sporzadzony ze skrawkow
okototrzustkowego wezla chionnego oraz przylegajgcej tkanki
tluszczowej. Materiat wybarwiony metodg H+E. W rozpoznaniu

histopatologicznym stwierdzono odczynowy wezet chtonny bez nacieku
nowotworowego.

Pow. okoto 200x

Fot. 62. Grupa IV, przypadek 23.
Preparat histopatologiczny sporzadzony ze skrawkow
okototrzustkowego wezta chionnego oraz przylegajgcej tkanki
ttuszczowej. Materiat poddany reakcji IHC z oznaczeniem antygenu CA
19-9. Wynik reakcji negatywny.
Pow. okoto 100x
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Fot. 63. Grupa IV, przypadek 22.

Preparat cytologiczny wykonany z materialu pobranego z trzustki za
pomocg biopsji aspiracyjnej cienkoigtowej, wybarwiony metodg H+E.
Brak wyraznej atypii komoérkowej.

Pow. okoto 400x

Fot. 64. Grupa IV, przypadek 22.

Preparat cytologiczny wykonany z materialu pobranego z trzustki za
pomoca biopsji aspiracyjnej cienkoigtowej, poddany reakcji ICC. Wynik
reakcji wyraznie pozytywny w postaci brgzowego wybarwienia bton
oraz cytoplazmy komérek gruczotowych trzustki.

Pow. okoto 1000x
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