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Rano otkrivanje adenokarcinoma jednjaka u sluznici Barrettovog jednjaka
Early discovery of esophagus adenocarcinoma in Barret's mucosa

Melanija RaZov Radas, Nata3a Lisica Siki¢"

Sazetak

Osnovna hipoteza ovoga rada je pokusaj da se jasno dokaze izrazajnost mucinoznog glikoproteina MUC
2 i vaskularnog endotelijalnog faktora rasta (VEGF) na sluznici oboljelih od Barrettovog jednjaka, te pokusaj
dokazivanja povezanosti s izrazajno$¢u ovih antigena u sve ¢e$¢oj pojavnosti adenokarcinoma jednjaka na
sluznici Barrettovog jednjaka. U izvornu je studiju uklju¢eno 36 ispitanika s dijagnozom Barrettovog jednjaka,
nakon prve ezofagogastroduodenoskopije, ali je nakon patoloske analize bioptata ezofagogastriénog spoja u
Cetvoro ispitanika dokazan adenokarcinom. Izrazajnost MUC 2 1 VEGF-a, odredena je imunohistokemijskom
analizom. MUC 2 bio je pozitivan u troje ispitanika s adenokarcinomom, a VEGF takoder u troje, $to daje
naslutiti da angiogeneza ima vaznu ulogu u zamjeni normalne sluznice jednjaka s Barrettovom sluznicom.

Kljuéne rijeci: Barrettov jednjak, adenokarcinom, imunohistokemija MUC 2 i VEGF

Summary

The aim of this study was to evaluate the expression of Mucin 2 glycoprotein (MUC2) and Vascular
Endothelial Growth Factor (VEGF) in Barrett’s mucosa in association with higher risk for the development
of adenocarcinoma (AC). The study included a group of 36 patients with diagnosis of Barrett's esophagus
(BE) after esophagogastroduodenoscopy, but the pathohistological analysis of esophagogastric junction (EGJ)
mucosa showed adenocarcinoma in four patients. The expression of MUC2 and VEGF was performed with
immunohistochemistry. MUC2 was expressed in three patients, and VEGF expression was present at three
patients in the study, which suggested that angiogenesis could have an important role in replacing normal
esophageal mucosa with Barrett’s mucosa.
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Uvod

Pracenjem promjena na ezofagogastricnom (EG)
spoju u oboljelih od refluksne bolesti, zabiljezene su
sve uCestalije promjene EG-spoja u smislu otocica
vilozno promijenjene sluznice. Patohistoloskom
obradom dobivenih biopti¢kih uzoraka, sve je ucestalija
dijagnoza Barrettovog jednjaka (BJ). Priroda ove
bolesti, njezina progresija i brzina progresije prema
malignoj bolesti jo$ uvijek nije do kraja istrazena.

Bolesnici ¢esto imaju gastroezofagealnu refluksnu
bolest (GERB) s kroni¢nim refluksnim simptomima
dulje od 10 godina, koja prethodi razvoju BJ-a.'?

Gotovo 95% bolesnika koji razviju karcinom EG-
spoja nisu znali da boluju od BJ-a, te da je evolucija
od BJ-a do karcinoma trajala 20-30 godina.? U
istrazivanju Garud i sur.,® prevalencija BJ-a kreée se
0,9-4,5%, uz progresiju u adenokarcinom u 0,5%
slucajeva po bolesniku u godinu dana.

Proteklih 20 godina incidencija skvamoznog
(planocelularnog) karcinoma je stalna, dok je inci-
dencija adenokarcinoma jednjaka i ezofagogastri¢nog
(EG) spoja visa od incidencije bilo kojeg drugog
karcinoma u ljudskoj populaciji. Povezanost izmedu
metaplazije-displazije-adenoma ve¢ je dugo poznata.®
Razvoj adenokarcinoma (CA) u korelaciji je s
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duzinom lezije na jednjaku, te postojanjem i stupnjem
displazije.**

Helicobacter pylori pozitivni bolesnici imaju blaze
oblike GERB-a, manje Barrettovog jednjaka i strikturu
jednjaka u odnosu na one koji su HP negativni.®

Imunohistokemijski biljezi

MUC2 — glikoprotein je protein koji pripada
obitelji mucina, a produciraju ga epitelne stanice na
svojoj povrsini zbog ¢ega se ponasaju kao fizioloska
barijera protiv ozljede povrSinskog sloja stanice.
Kodiran je genom MUC2. Postoji devet razli¢itih
gena epitelnih mucina (MUC - 1, 2, 3, 4, 5AC, 5B, 6,
718), od kojih je za ovu studiju MUC2 od posebnoga
znacaja. U normalnom tkivu, MUC2 nalazi se u
citoplazmi vrcastih (goblet) stanica, ukljucujudi:
tanko crijevo, kolon, bronh, Zlijezde slinovnice, te
konjunktivu oka, a ne nalazi se u normalnoj sluznici
zeluca. Sekrecija mucina potaknuta je praSinom,
dimom, raznim virusima, bakterijama itd.

U kontekstu proucavanja malignih oboljenja
pozitivan nalaz MUC2 zabiljeZen je u:

a) primarni gastrointestinalni tumori kolona,
zeluca i ezofagusa;

b) wvréaste stanice u metastatskom tkivu kolo-
rektalnoga karcinoma u ovarij, ali ne i u
primarnom mucinoznom adenokarcinomu
ovarija;

c) intestinalna metaplazija (IM) ezofagusa (BJ),
gdje je prikazana ekspresija MUC2 u vr¢astim
stanicama®1°

Slijedom navedenoga postavljaju se pitanja: je li
MUC2 At prediktivni biljeg za regresiju BJ-a u
bolesnika lijeCenih IPP-om, APK-om i/ili
kombiniranom terapijom; je li njegova prisutnost
povezana s progresijom u displaziju, te postoji li
ekspresija istoga gena u oboljelih od adenokarcinoma
jednjaka.

VEGF - vaskularni je endotelni faktor rasta,
signalni protein ukljuéen u proces vaskulogeneze (de
novo formiranje embriogenog sustava cirkulacije), te
angiogeneze (rast krvnih zila iz postojece
vaskulature). Dio je sustava koji osigurava opskrbu
tkiva kisikom kada je cirkulacija krvi neadekvatna.
Normalna je funkcija VEGF-a stvaranje novih krvnih
zila za vrijeme embriogeneze, nakon ozljeda, kod
pojac¢anog misi¢noga rada, te stvaranje kolateralnih
krvnih zila kod oStecenja cirkulacije. Tumori koji
mogu producirati VEGF mogu i metastazirati. VEGF
se vezuje za receptor tirozin kinazu koja se nalazi na
povrsini stanice, te je aktivira za proces angiogeneze.
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Produkcija VEGF-a inducirana je u stanicama koje
nemaju dovoljno kisika. Kada stanici nedostaje kisik,
ona proizvodi hipoksija inducibilni faktor (HIF) koji
stimulira oslobadanje VEGF-a i njegovo vezivanje za
receptor tirozin kinazu, kao preduvjet za pocetak
angiogeneze.'*** Nadalje, ekspresija VGEF-a, kao
jednog od najpotentnijih izvora angiogeneze, vec je
dokazana kao bitan ¢imbenik u stvaranju vaskularne
mreze kod rasta i metastaziranja tumora u razli¢itim i
brojnim tumorima koji se javljaju u ljudskoj
populaciji, kao §to su: karcinom dojke, jetre, debeloga
crijeva, zelucCani adenokarcinom i planocelularni
karcinom jednjaka.'*

U zdravom jednjaku (uzimaju¢i u obzir Citavu
debljinu zida) VEGF se moze na¢i u normalnom
mijenterickom pleksusu, u glatkim miSi¢ima stanica
u muskularis mukozi, muskularis propriji, te u
misSicnom zidu arterija i vena. Endokrine stanice
metaplasticki  promijenjene mukoze pokazuju
ekspresiju VEGF-a unutar citoplazme.®

Ispitanici

Za uocavanje efekta od 0,8, uz razinu znacajnosti
0,05 i snagu test 0,9, potrebna veli¢ina uzorka je 34
ispitanika po skupinama.

U klinicko istrazivanje ukljuceno je 36 bolesnika
zivotne dobi 18-80 godina s refluksnim smetnjama, a
bili su obradeni u gastroenteroloskoj ambulanti Opce
bolnice Zadar u okviru svakodnevne gastroentero-
loske obrade bolesnika.

Ispitanici su sacinjavali skupinu od 36 Zena i
muskaraca zivotne dobi 18-80 godina s refluksnim
smetnjama i dokazanim postojanjem Barrettovog
jednjaka ili adenokarcinoma jednjaka.

Kontrolnu skupinu ¢inili su isti ispitanici kod
kojih se ponovio protokol pretraga nakon provedene
adekvatne terapije po smjernicama.

Ukljucni kriteriji: ispitanici oba spola u dobi 18-
80 godina bez otprije poznate maligne bolesti;
ispitanici s pozitivnim refluksnim simptomima;
ispitanici koji nemaju antikoagulantnu terapiju, a kod
kojih je potvrdeno postojanje promjena na sluznici
EG-spoja u smislu postojanja BJ-a ili adeno-
karcinoma.

Iskljucni kriteriji: bolesnici koji su mladi ili stariji
od gore navedenih, koji u anamnezi imaju podatak o
ranijem malignom oboljenju, koji su ve¢ lijeceni IPP-
om zbog GERB-a, a bez prethodno uc¢injene EGD;
ispitanici na antikoagulantnoj terapiji, te ispitanici
koji ne razumiju upitnik.
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Metode

U istrazivanju su sudjelovali ispitanici u kojih je
PHD-analizom dokazano postojanje Barrettovog
jednjaka, adenokarcinoma, te isti ispitanici nakon
provedene terapije Barrettovog jednjaka IPP-om, i/ili
APC-om, radiofrekventnom ablacijom (RFA),
endoskopskom  mukoznom resekcijom (EMR),
odnosno nakon ezofagektomije (oboljeli od adeno-
karcinoma). Ispitanicima se uzela anamneza i status,
UZV abdomena, ispunjen je upitnik o GERB-u, te je
ucinjena ezofagogastroduodenoskopija s uzimanjem
bioptickih uzoraka na mjestu ezofagogastri¢nog spoja
koja se ponovila EGD-om nakon terapije s
uzimanjem bioptickih uzoraka nad EG-spojem,
odnosno kod operiranih bolesnika s mjesta
anastomoze. U¢injena je PHD-analiza bioptata na
postojanje promjena koje odgovaraju Barrettovom
jednjaku, uz odredivanje MUC2 i VEGF-a, te
utvrdivanje postojanja bakterije Helicobacter pylori.
Patohistolosko-imunohistokemijska analiza obavljena je
na Odjelu za patologiju i sudsku medicinu Opce
bolnice Zadar, na uredaju DAKO s kitovima i
antitijelima od istog proizvodaca : kit EnVISION
FLEX HIGH pH, MO A-Hu MUC2, clone CCP58, te
VEGF Clone: VG1, Isotype: I1gG1 kappa; te kitMO
A-HU VASCULAR ENDOTHELIAL GROWTH
FACTOR

Istrazivanje je u cijelosti provedeno u skladu s
eti¢kim principima Helsinske deklaracije. Ispitanici su
popunili GERB upitnik koji je izradilo Hrvatsko
gastroenterolosko drustvo, te su potpisali informirani
pristanak.

Imunohistokemijska analiza MUC2

U laboratoriju za imunohistokemiju Odjela za
patologiju, citologiju i sudsku medicinu Opc¢e bolnice
Zadar iz parafinskog bloka tumorskoga tkiva izrezani
su preparati debljine 3-4 pum, te montirani na
silanizirane predmetnice. Nakon rezanja grijani su u
termostatu na 60°C sat vremena, nakon ¢ega su bojani
primjenom neizravne imunohistokemijske metode
bez biotina, koriste¢i Ultra View Universal DAB
Detection kit marke Ventana. Daljnji postupci koji su
potrebni za izvodenje imunohistokemijske analize
izvedeni su potpuno automatizirano na platformi
Ventana BenchnarkGX po sljede¢em protokolu:

Deparafinizacija:

Na preparate se aplicira sistemska otopina EZ
prep, nakon ¢ega se preparati zagrijavaju na 75°C,
inkubacija traje 16 minuta, ispiranje TRIS-puferom.

Razotkrivanje antigena:

Na preparate se aplicira sistemska otopina CC1
(TRIS/BORAT/EDTA PUFER pH 8,4), preparati se
zagrijavaju na 95°C, inkubacija traje 30 minuta,
hladenje na 37°C, ispiranje TRIS-puferom.

Blokiranje endogene peptidaze:
Na preparate se aplicira H20-, inkubacija traje 4
minute, ispiranje TRIS-puferom.

Aplikacija primarnog protutijela:

Na preparate je aplicirano primarno mono-
klonalno, miSje protutijelo MUC2 Clone CCP58
marke DAKO razrijedeno diluentom u omjeru 1:50,
inkubacija traje 30 minuta, ispiranje TRIS- puferom.

Aplikacija sekundarnog protutijela:

Na preparate se aplicira multimer, odnosno koktel
sekundarnih protutijela na koja su vezani enzimi HRP
(horseradish peroksidaza), inkubacija traje 8 minuta.

Vizualizacija:

Kompleks antigen/primarno protutijelo/sekundarno
protutijelo (multimer HRP) vizualizira se apliciranjem
supstrata H202, te kromogena 3,3 diaminobenzidin
tetra klorid DAB, inkubacija traje 8 minuta.

Poboljsanje intenziteta obojenja:

Na preparate se aplicira UV Copper (metal za
pojacavanje intenziteta obojenja), inkubacija traje 4
minute, ispiranje TRIS-puferom.

Kontrastno bojanje uc¢injeno je hematoksilinom.
Preparati su dehidrirani u rastu¢em gradijentu
alkohola, bistreni u ksilolu, te pokriveni filmom za
pokrivanje histoloskih preparata.

Kao pozitivna kontrola za MUC2 koriSteno je
tkivo debeloga crijeva.

Nalaz se tumacio na sljede¢i nacin: 0 - bez bojanja
stanica, + 1 ako je doslo do bojanja najmanje 30%
stanica, + 2 ako je doslo do bojanja 31-60% stanica, a
+ 3 ako je doslo do bojanja vise od 60% stanica.®®

Imunohistokemijska analiza VEGF

U laboratoriju za imunohistokemiju Odjela za
patologiju, citologiju i sudsku medicinu Opce bolnice
Zadar iz parafinskog bloka tumorskoga tkiva izrezani
su preparati debljine 3-4 pm, te montirani na
silanizirane predmetnice. Nakon rezanja grijani su u
termostatu na 60 °C sat vremena nakon cega su bojani
primjenom neizravne imunohistokemijske metode
bez biotina koriste¢i UltraView Universal DAB
Detection kit marke Ventana. Daljnji postupci koji su
potrebni za izvodenje imunohistokemijske analize
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izvedeni su potpuno automatizirano na platformi
Ventana BenchnarkGX po sljede¢em protokolu:

Deparafinizacija:

Na preparate se aplicira sistemska otopina EZ
prep, nakon Cega se preparati zagrijavaju na 75 °C,
inkubacija traje 16 minuta, ispiranje TRIS-puferom.

Razotkrivanje antigena:

Na preparate se aplicira sistemska otopina CC1
(TRIS/BORAT/EDTA PUFER pH 8,4), preparati se
zagrijavaju na 95°C, inkubacija traje 60 minuta,
hladenje na 37°C, ispiranje TRIS-puferom.

Blokiranje endogene peptidaze:
Na preparate se aplicira H.O,, inkubacija traje 4
minute, ispiranje TRIS-puferom.

Aplikacija primarnog protutijela:

Na preparate je aplicirano primarno monoklo-
nalno, misje protutijelo Vascular Endotelial Growth
Factor Clone VGl marke DAKO razrijedeno
diluentom u omjeru 1 : 30, inkubacija traje 32 minute,
ispiranje TRIS-puferom.

Aplikacija sekundarnog protutijela:

Na preparate se aplicira multimer, odnosno koktel
sekundarnih protutijela, na koja su vezani enzimi
HRP (horseradish peroksidaza), inkubacija traje 8
minuta.

Vizualizacija:

Kompleks antigen/primarno protutijelo/sekundarno
protutijelo (multimerHRP), vizualizira se apliciranjem
supstrata H,O,, te kromogena 3,3 diaminobenzidin
tetra klorid DAB, inkubacija traje 8 minuta.

Poboljsanje intenziteta obojenja:

Na preparate se aplicira UV Copper (metal za
pojacavanje intenziteta obojenja), inkubacija traje 4
minute, ispiranje TRIS-puferom.

Kontrastno je bojanje u¢injeno hematoksilinom.
Preparati su dehidrirani u rastu¢em gradijentu
alkohola, bistreni u ksilolu, te pokriveni filmom za
pokrivanje histoloskih preparata.

Kao pozitivna kontrola za VEGF koristeno je
tkivo tonzile.

Nalaz se tumacio na sljede¢i na€in: uzorci obojani
anti-VEGF antitijelom su zuto-smede granule u
citoplazmi stanica ili citoplazmatskoj membrani.
Negativan uzorak je onaj u kojemu je manje od 30%
stanica sadrzavalo VEGF, a pozitivan ukoliko je 31 —
100% stanica imalo VEGF.*213
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Rezultati
Opis uzorka

U ispitivanju je sudjelovalo ukupno 36 Zena i
muskaraca (od toga 19 Zena i 17 muSkaraca),
prosjecne dobi 60,6 godina za zene i 59,8 godina za
muskarce. Medijan njihove dobi iznosio je 61 godinu
(raspon 34-82; donji kvartil 50; gornji kvartil 70). U
ukupnom uzorku bilo je 10 (27,78%) ispitanika koji
su izjavili da su puSaci i 8 (22,22%) koji su izjavili da
piju alkohol. Podatke za drugi pregled imamo za 32
ispitanika, s obzirom na to da je njih Cetvoro koji su
na prvom pregledu imali dijagnozu karcinoma
operirano i za koje nema podataka o drugom pregledu
(ucinjena je ezofagektomija). Raspon izmedu dvaju
pregleda iznosio je u prosjeku 24,5 mjeseci (raspon 3-
69 mjeseci; donji kvartil 7,5, a gornji kvartil 41). U
Tablici 1 prikazana je distribucija ispitanika s
obzirom na dijagnozu.

Tablica 1. Distribucija ispitanika s obzirom na
dijagnozu

Table 1 Distribution of the respondents considering
to the diagnosis

Klini¢ka 1. pregled 2. pregled
dijagnoza 1st 2nd
Clinical examination examination
diagnosis N (%) N (%)
GERB (1) 0
GERD (1) 0 25 (69,445%)
BE (2) 32 (88,89%) 7 (19,445%)
CA (3) 4 (11,11%) 0
Operirani (4) 0
Operated (4) 0 4 (11,11%)
Ukupno 0 0
Total number 36 (100%) 36 (100%)

GERB - gastroezofagealna refluksna bolest; BE — Barrett

ezofagus; CA — karcinom

GERD - gastroesophageal reflux disease; BE — Barrett's

esophagus; CA — carcinoma

Provjerili smo statistiCku znacajnost ove promjene

testom-predznaka (sign-test), a on je pokazao
znacajnu promjenu (Z = 4,233, p = 0,000).

Izrazenost MUC?2 i VEGF-a u tkivu sluznice
oboljelih od adenokarcinoma jednjaka

U ovoj je skupini Cetvero ispitanika koji Su
operirani: jedan je na prvom pregledu imao MUC2
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od 0, dva su imala MUC2 u kategoriji 1-30% , a jedan
u kategoriji 31-60%. Sto se ti¢e kategorije VEGF-a na
prvom pregledu kod ovih ¢etvero bolesnika situacija
je ista: jedan je imao VEGF od 0, dva su imala VEGF
u kategoriji 1-30%, a jedan je imao VEGF u kategoriji
31-60%.

MUC2

U analizi su ispitanici s karcinomom (CA) uzeti
kao bolesni (pozitivan nalaz), a oni s BJ-om kao
zdravi (negativan nalaz). Izrazenost MUC2 defini-
rana je kao pozitivna, ukoliko je bila vec¢a od 0%, a
kao negativna ako je bila 0%.

Tablica 2. Kontingencijska tablica s izrazenosc¢u
MUC2 i vrstom oboljenja (razlikovanje BJ-a od CA)
Table 2 Contingency table with MUC2 expression
and type of disease (differentiation of BE from CA)

MUC2
Oboljenje Pozitivno | Negativno | Ukupno
Disease (> 0%) (0%) Total
Positive Negative | number
(> 0%) (0%)
CA
(pozitivno)
CA 3 1 4
(positive)
BE
(negativno)
BE 14 18 32
(negative)
Ukupno
Total 17 19 36

MUC 2 — mucinozni glikoprotein, CA — karcinom
MUC 2 — Glycoprotein mucinosum, CA — carcinoma

Fisherovim egzaktnim testom provjerena je
valjanosti parametra MUC2 za razlikovanje BJ-a od
CA, medutim nije dobivena statisticki znacajna
vrijednost (p = 0,259).

VEGF

I u sljede¢oj analizi su ispitanici s karcinomom
(CA) uzeti kao bolesni (pozitivan nalaz), a ispitanici
S BJ-om kao zdravi (negativan nalaz). IzraZenost
VEGF-a definirana je kao pozitivna ukoliko je bila
veca od 0%, a kao negativna ako je bila 0%.

Tablica 3. Kontingencijska tablica s izraZzeno$éu
VEGF-a i vrstom oboljenja (razlikovanje BJ-a od CA)
Table 3 Contingency table with VEGF expression
and type of disease (differentiation of BE from CA)

VEGF
Oboljenje Pozitivno | Negativno | Ukupno
Disease (> 0%) (0%) Total
Positive Negative number
(> 0%) (0%)
CA
(pozitivno)
CA 3 1 4
(positive)
BE
(negativno)
BE 26 6 32
(negative)
Ukupno
Total 17 19 36

VEGF — vaskularni endotelni ¢imbenik rasta; CA — karcinom,
BE — Barrettov jednjak

VEGF —vascular endothelial growth factor, BE — Barrett's
esophagus; CA — carcinoma

Fisherovim  egzaktnim testom provjerena je
valjanosti parametra VEGF-a za razlikovanje BJ-a od
CA, medutim ni u ovom slucaju nije dobivena
statisticki znac¢ajna vrijednost (p = 0,597).

Probir nakon prve EGDS
Kirurski pristup

Nakon prve EGD, adenokarcinom je dijagnosti-
ciran u jedne Zene u dobi 56 god. i jedne u dobi od 36
god., te u dva muskarca u dobi 551 50 god. Kod svih
cetvero oboljelih u€injena je totalna ezofagektomija
s ezofagogastroanastomozom. Kontrolne EGD,
radioloske, te laboratorijske pretrage su uredne.
Bolesnici se prate posljednjih 6 godina i svi su bez
propagacije osnovne bolesti.

Fisherovim egzaktnim testom usporedili smo
izrazenost HP-a izmedu CA (pozitivnih) i BJ
(negativnih) ispitanika, te smo dobili zanimljiv
rezultat. Naime, Fisherov egzaktni test pokazao se
znacajnim (p = 0,017), §to znaci da se na osnovu
izrazenosti bakterije HP na sluznici jednjaka moze
razlikovati ispitanike s CA i one s BJ-om — oni s CA
imaju manju izrazenost HP-a. Kako je ve¢ naglaseno,
iako je znacajno, ovaj nalaz treba interpretirati s
oprezom jer smo imali samo cetiri ispitanika s CA.
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Tablica 4. Kontingencijska tablica CA i BJ-a
ispitanika s obzirom na izrazenost bakterije HP
Table 4 Contingency table of CA and BE subjects
considering to the expression of HP bacteria

HP bakterija
HP bacteria
Oboljenje Pozitivno | Negativno | Ukupno
Disease (> 0%) (0%) Total
Positive Negative number
(> 0%) (0%)
CA
(pozitivno)
CA 0 4 4
(positive)
BE
(negativno)
BE 22 10 32
(negative)
Ukupno
Total 22 14 36
number

HP — Helicobacter pylori, CA — karcinom, BE — Barrettov
jednjak

HP — Helicobacter pylori, CA — carcinoma; BE — Barrett's
esophagus

Diskusija

Zadarska zupanija ima oko 170 000 stanovnika. U
gastroenteroloskoj ambulanti se na godisSnjoj razini
u¢ini izmedu 3000-3500 ezofagogastroduodeno-
skopija. Pozitivan nalaz GERB-a je ¢est; nalazi se u
oko 20 — 25 % pregledanih, a od toga se broja BJ na
godiSnjoj razini dijagnosticira u svega nekoliko
oboljelih. Podaci iz dostupne literature,*® ukazuju na
Cinjenicu kako se za vrijeme EGD-a, bolest
dijagnosticira u 6 — 12% pregledanih. Moguci uzroci
ovog subdijagnosticiranja leze u sljede¢em:
nedovoljno pazljivo analiziranje EG-spoja, odnosno
"brzi prolaz" kroz jednjak; rijetko uzimanje
bioptickih uzoraka zbog subjektivnog osjecaja
nelagode bolesnika (nisu sediranil), te velike
pokretljivosti jednjaka (otezano uzimanje adekvatnog
uzorka); uzimanje uzoraka koji nisu sa samoga spoja
nego su najéesce zelucani.

Provjera ucinjena Fisherovim egzaktnim testom
(2*2 kontingencijske tablice) nije pokazala
znacajnost razlike izrazenosti MUC2 (p = 0,259) i
VEGF-a (p = 0,597) u tkivu sluznice oboljelih od
adenokarcinoma jednjaka i onih oboljelih od BJ-a
(Tablice 2 i 3) Fisherov egzaktni test nije se pokazao
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znacajnim, Sto znac¢i da na osnovu parametra MUC2
ne mozemo razlikovati ispitanike s CA-om i one s BJ-
om. Razlog lezi u ¢injenici da je MUC2 zastupljen u
vrcastim stanicama koje se nalaze i kod BJ-a i kod
CA-aV’

Dovodeci u vezu VEGF s oboljelima od CA i BJ-a
Fisherovim egzaktnim testom takoder se nije
pokazala statisticka znakovitost, S§to zna¢i da na
osnovu parametra VEGF-a ne moZzemo razlikovati
one s CA-om i one s BJ-om. Razlog ovakvom nalazu
mozemo obrazloziti ¢injenicom da je prisutnost
VEGF-a zabiljezena i u BJ i u CA jednjaka.'®
Couvelard A i sur.’® dokazali su da je ekspresija
VEGF-a u korelaciji s vaskularizacijom, ali nema
neovisnu prognosticku vrijednost. Za pretpostaviti je
da je uzorak od Cetiri ispitanika ipak bio malen da bi
se sa sigurno$¢u moglo zakljuciti kako izrazajnost
MUC?2 i VEGF-a nije bila znacajna. Ova Ce se teza
Morati ispitati na veéem broju ispitanika, te bi je
valjalo provjeriti u budu¢im studijama.

Budué¢i je u izvornoj studiji sudjelovalo 36
ispitanika, u¢injena je statisticka analiza o izrazenosti
MUC2 i VEGF-a u sluznici s if/ili bez IM i/ili D.
Ovom analizom nisu obuhvacéeni oboljeli od
karcinoma, jer su svi oboljeli operirani u drugim
centrima, te stoga nismo mogli uciniti analizu na
tumorskom tkivu nakon operacije. U primarnim
biopsijama patolog nije opisivao postojanje
intestinalne metaplazije i/ili displazije u tumorskom
tkivu, nego je cijela analiza bila fokusirana na
tumorske stanice i uobicajenu imunohistokemijsku
analizu kod ove bolesti (cytokeratin-20, HER-2, bcl-
2 itd.). Ovo je prikaz rezultata oboljelih od BJ (32
ispitanika):

Fisherovim egzaktnim testom usporedili smo
izrazenost MUC2 izmedu D-pozitivnih i D-negativnih
ispitanika, zatim razliku u izrazenosti VEGF-a
izmedu D-pozitivnih i D-negativnih. te razliku u
izrazenosti Helicobacter Pylori (HP), ali u niti jednoj
ucéinjenoj analizi izmedu D-pozitivnih i D-negativnih
ispitanika nismo dobili statisticki znakovit rezultat.
Razlog vjerojatno lezi u malom uzorku ispitanika koji
su imali pozitivan nalaz displazije.

Potom smo istim testom usporedili izrazenost
MUC2 izmedu IM-pozitivnih i IM-negativnih
ispitanika, potom razliku u izrazenosti VEGF-a
izmedu IM-pozitivnih i IM-negativnih, te razliku u
izrazenosti HP-a izmedu IM-pozitivnih i IM-
negativnih, ali niti u ovim analizama nismo dobili
statisticki znakovit rezultat, odnosno, nema razlike u
izrazenosti MUC2, VEGF 1 HP izmedu IM-pozitivnih
i IM-negativnih ispitanika.

Imunuhistokemijski rezultati podudaraju se sa
statistickim podacima: pozitivan nalaz MUC2 i VEGF-a,
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nije bio uzro¢no-posljedicno vezan uz visi stupanj
displazije i/ili metaplazije, niti je bio vezan uz ¢eséu
pojavnost pozitivnog nalaza na bakteriju HP, nego je
bio jasan pokazatelj postojanja IM i/ili displazije.

Potrebno je provoditi intenzivnu edukaciju
osoblja, koristiti dodatne moguénosti analize sluznice
koje su nam dostupne na endoskopu (Narrow Band
Imaging — NBI), te ciljano bioptiranje, sedacija
bolesnika kada je to moguce. Mozda je buduénost u
brush-tehnikama s ¢etkicama koje imaju ¢vrsca i duza
vlakna koja dublje prodiru u tkivo, pritom
zahvacajuc¢i vecu povrsinu, kako bi se dobio
adekvatan uzorak za analizu citologa. Sam zahvat
izveo bi se u kra¢em razdoblju, §to nije zanemarivo.
Tako bi se izbjegle moguce komplikacije nakon
multiplih  biopsija EG-spoja (mikroperforacije,
krvarenja i sl.). Na tom se tragu razvija nanocito-
logijal® — tehnika kojom se novim suvremenim
optickim instrumentima mogu prikazati promjene na
stanicama koje su predmet istrazivanja, a koje do sada
nije bilo moguée vidjeti. Ovom se tehnikom mogu
detektirati nanoarhitekturalne alternacije u istrazi-
vanoj stanici (Slika 1). Tehnika se pocela primje-
njivati u ranoj detekciji karcinoma pluéa obriskom
bukalne sluznice, te analizom obriska kolonocita u
ranoj detekciji kolorektalnog karcinoma.®

Zakljucak

MUC 2 pozitivnost je karakteristicna za vrcaste
stanice Barrettovog jednjaka, ali nije jedini biomarker.
VEGF je pokazatelj angiogeneze u mukozi oboljelih
od Barrettovog jednjaka, sa i/ili bez IM i DY niskoga
stupnja. Uloga H Pylori je protektivha na sluznici
jednjaka.

Ukupno, ova studija upucuje na potrebu cCesceg
uzimanja biopti¢kih uzoraka s EG spoja i kod
ispitanika s minimalnim endoskopskim promjenama
na sluznici, te se uz klasi¢nu patohistolos$ku analizu

pokazala korist u dopuni obrade uvodenjem imuno-
histokemijske analize MUC2 i VEGF-a, kao
pokazatelja moguéeg razvoja karcinoma. Terapija
inhibitorima protonske pumpe je i dalje osnova u
lijeenju, uz uvodenje i razvoj ablativnih tehnika, kao
sto su APK, RFA, EMR.
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