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1. UVOD
Barrett-ov jednjak (engleski Barrett’s esophagus, BE) se u literaturi najces¢e definira kao
stanje kod kojeg je viseslojni plocasti epitel, koji inace oblaze distalni jednjak, zamijenjen
metaplasti¢nim Zelu¢anim epitelom.'™ Sama definicija je teZe prihvatljiva u klini¢koj praksi iz
dvarazloga:
1. nema jasno definiranog i prihvacenog endoskopskog obiljezja koji bi predstavljao
jasnu granicu gdje zavrSava jednjak a zapoCinje zeludac
2. nema adekvatnog nacina potvrde da je ZeluCani tip epitela koji se pronade u distalnom
dijelu jednjaka metaplasti¢ni
Dijagnoza BE se postavlja kombinacijom endoskopske pretrage i patohistoloSkog nalaza.
Endoskopski, na BE se moze posumnjati kada se prikaze ZeluCani epitel u jednjaku iznad
gastroezofagealnog spoja (engleski — gastroesophageal junction-GEJ) pod uvjetom da se GEJ
moze adekvatno identificirati ili dobro prikazati. Endoskopicari zapadne hemisfere GEJ
definiraju kao proksimalni kraj zelu¢anih nabora,” dok endoskopicari Azije i Isto¢nih zemalja
GEJ definiraju kao distalni kraj palisadnih krvnih Zila jednjaka.®’ Vrh Zelu¢anih nabora je pod
utjecajem respiracije, motorne aktivnosti Zeluca te distenzije Zeluca 1 jednjaka tokom
endoskopije, dok na tocno prepozavanje distalnog kraja palisadnih krvnih Zila utje¢e moguci
ezofagitis, a sam kraj krvnih Zila moze Cesto biti iregularan. Unato¢ mogué¢im nedostacima,
smatra se da je vrh Zelu¢anih nabora najbolji endoskopski pokazatelj GEJ-a.
BE nastaje procesom metaplazije, a zbog jo$ nepoznatih razloga, metaplazija u BE predstavlja
rizik za razvoj karcinoma. Postoje tri tipa Zelucanog (cilindricnog) epitela opisanog kod BE:
1. Zelu€ani-fundusni tip epitela koji sadrzava stanice koje izlu€uju mucin, parijetalne te
glavne stanice
2. kardija tip epitela (“junctional”-tip) koji sadrzava iskljucivo stanice koje izlucuju
mucin
3. intestinalni tip epitela (specijalizirana intestinalna metaplazija) koji sadrZzava vrcaste
stanice.”
Prva dva tipa epitela mogu biti morfoloski potpuno ista kao i cilindri¢ni Zelucani epitel stoga,
ako se biopsijama dokazu fundusni ili kardija-tip epitela, moze biti tesko utvrditi jesu li ta dva
epitela metaplasti¢na zbog:
1. greske pri uzimanju biopsija kada je slucajno uzet uzorak Zelu€ane umjesto sluznice
zavr$nog jednjaka-pogotovo ¢esto kod sumnje na kratki BE
2. mogucnosti da zavr$ni dio jednjaka moze imati kratke segmente Zeluanog epitela ¢ak

i u normalnim slugajevima.’



Ako se pak histoloski potvrdi intestinalni tip epitela, postoji vrlo mala sumnja da je taj epitel
metaplastian i time patoloSki ako se nalazi u jednjaku te da predstavlja rizik za razvoj
maligniteta. Stoga je prihvaceno da je pronalazak intestinalne metaplazije u biopsijama
distalnog dijela jednjaka uvjet “sine qua non” za dijagnozu BE. Noviji podaci ukazuju na to
dai kardija-tip epitela predstavlja moguci rizik za razvoj karcinoma, ali konkretna veli¢ina 1
procjena rizika nije jasna i zahtijeva brojna opsezna istrazivanja kojima bi se postavile jasne
smjernice postupanja sa bolesnicima kod kojih nije naden intestinalni tip ve¢ samo kardija-tip
epitela.

Ako se smatra da je BE bolest, a ne samo anatomska varijacija, tada on mora imati klinicke
posljedice, a kao glavna je povisen rizik od razvoja adenokarcinoma jednjaka. Stoga se BE
moze definirati kao stanje kod kojeg je normalni plocasti epitel distalnog dijela jednjaka
zamijenjen metaplastiénim cilindricnim epitelom bilo koje duzine i koji predstavlja rizik od
razvoja adenokarcinoma jednjaka. S obzirom na to da je na osnovu dosadasnjih istraZivanja
dokazano da iskljucivo intestinalni tip epitela stvara povisen rizik za karcinom, dijagnoza BE

se moze postaviti samo ako je patohistoloski utvrden navedeni epitel.

I1.1. EPIDEMIOLOGIJA

Incidencija BE je u porastu od 1970, paralelno sa poveé¢anim brojem i endoskopskih pregleda,
pa je nejasno da li je zaista rije¢ o povecanoj incidenciji BE ili lakSem postavljanju dijagnoze
na osnovu novijih endoskopskih tehnika i opéenito vece dostupnosti endoskopije. Srednja dob
bolesnika prilikom postavljanja dijagnoze je 50-55 godina, a iznimno rijetko se javlja prije 5.
godine Zivota. Muskarci, osobe bijele rase te Europljani imaju dvostruko veéi rizik od
nastanka BE. Vecina podataka o prevalenciji te incidenciji bolesti je dobivena na osnovu
studija koje su ukljucivale bolesnike podvrgnute gornjoj endoskopiji zbog odredenih tegoba, a
to su najc¢esce bili podaci iz bolnickih baza pa nije moguce izvesti jasne zakljucke o
prevalenciji u op¢oj populaciji, koja bi ukljuc¢ivala i asimptomatske bolesnike te one kojima
endoskopija nije dostupna. Zbog toga su provedene i studije koje su prevalenciju bolesti
izracunavale na osnovu patohistoloskih podataka dobivenih obdukcijom pacijenata u opcoj

populaciji 1 time je ukupna prevalencija procijenjena na 0,4-6%.



1.1.1. SJEVERNA AMERIKA

Analiza iz 2001. godine je pokazala porast prevalencije sa 22,6 na 100000 osoba (1987) na
82,6 na 100000 osoba (1998), ali je taj porast pratila i 22 puta veca upotreba endoskopije u
istom 10-godisnjem periodu te je zaklju¢eno da je stvarna prevalencija ostala ista.'™"" Studija
koja je odredivala prevalenciju BE kod pacijenata koji su bili podvrgnuti ,,screening®
kolonoskopiji 1 nakon toga im je ponudena gastroskopija iako nisu imali tegobe od strane

gornjeg GI trakta je utvrdila prisustvo BE u 16,7% tih pacijenata.'?
1.1.2. JUZNA AMERIKA

Podaci su poprilicno oskudni. Kao najvaznija studija se navodi ona iz Brazila kod pacijenata
starijih od 50 godina bez tipi¢nih GERB simptoma koja je utvrdila prevalenciju BE 7,75% u

muskaraca te 3,8% u op¢oj populaciji.”
1.1.3. EUROPA

Velik je broj europskih studija, a ve¢ina podataka je dobivena od bolesnika koji su podvrgnuti
endoskopiji, ali postoje i klasi¢ne populacijske studije iz Svedske i Italije. U nekoliko studija
je primje¢en porast prevalencije BE. Svedska populacijska studija je koncipirana na na¢in da
je slucajni uzorak 3000 ljudi iz opcée populacije (21610) probran upitnikom o
gastrointestinalnim simptomima, a potom je sluc¢ajan uzorak od 1000 ljudi endoskopiran.
Prevalencija BE je bila 1,6%, a u 69% je to bio kratak segment Barrett-ovog jednjaka
(engleski, short segment Barrett’s esophagus-SSBE), kod bolesnika sa refluksnim tegobama
prevalencija je bila 2,3%, a kod onih bez tegoba 1,2% uz alkohol 1 puSenje kao neovisne
rizi¢ne faktore.'* Sli¢na je studija provedena u Italiji gdje je 1533 osoba iz opée populacije
dva talijanska sela probrano upitnikom te im je potom uradena gornja endoskopija i utvrdena
prevalencija 1,3%, od cega je 46,2% pacijenata sa utvrdenim BE bilo bez refluksnih
simptoma.”” Meta analiza u Ujedinjenom kraljevstvu je obuhvatila 10 studija i utvrdila
srednju incidenciju od 1,17%, ali sa porastom od 0,08% izmedu 1980. 1 1996.godine. BE je
otkriven u 12% osoba endoskopiranih zbog simptoma gastroezofagealne refluksne bolesti
(GERB) te u 36% onih sa popratnim ezofagitisom.'® Retrospektivna analiza u Spanjolskoj je
utvrdila porast incidencije BE za 6,9 puta od 1976. do 2001. te 9,3 puta veci porast SSBE od
1995. do 2000. Sveukupna incidencija od 1976. do 2001. je porasla od 0,73 na 9,73, a

sveukupna prevalencija od 6,51 na 76,04. Istrazivaci su zakljucili da porast incidencije ne



ovisi o broju endoskopija jer je broj endoskopija bio visi samo 1,9 puta.'” Turska je zanimljiva
zbog svoje lokacije na prijelazu Europe i Azije, ali nazalost postoji mali broj studija.
Najpoznatija studija je utvrdila prevalenciju od 1,2% u populaciji 1000 pacijenata koji su

podvrgnuti gornjoj endoskopiji.'®
1.1.4. AUSTRALUA

U australskoj populaciji broj novootkrivenih BE je u znatnom porastu izmedu 1990 do 2002
(2,9 naspram 18,9 na 1000 endoskopija), a porast se prati u dijagnostici SSBE-a, dok je za
dugi segment Barrettovog jednjaka (engleski long segment Barrett’s esophagus-LSBE) opisan

pad od 17% (2,3 novih slu¢ajeva u 1990, u odnosu na 1,9 u 2002 na 1000 endoskopija)."

1.1.5. AZIJA

Opcenito, u Aziji je prevalencija BE niZza u odnosu na europske zemalje, ali su i podaci
poprili¢no oskudni. Kineska studija je utvrdila prevalenciju BE od 2,44%, vecina pacijenata
su bili muskarci (68%), srednja dob pri postavljanju dijagnoze bila je 53 godine, a samo je
51% pacijenata imalo klasiéne simptome GERB-a.** Sveukupna prevalencija u Japanu na
osnovu dvije prospektivne multicentricne studije je izracunata na 0,9-1,2%, a u Koreji

0,84%.212?
1.1.6. BLISKI ISTOK I AFRIKA

Izrazito su oskudni literaturni podaci, ali se pretpostavlja da je stopa prevalencije niZa nego u
zapadnim zemljama. Smatra se da je BE rijedak u zemljama subsaharske Afrike (JuZznoafrika
republika, Etiopije, Nigerija, Zimbabve, Kenija). Studija iz Egipta je utvrdila prisutnost BE od
7,3% kod 1000 pacijenata sa kroni¢nim refluksnim simptomima, dok je studija iz Saudijske
Arabije utvrdila prevalenciju od 0,31% na preko 2500 pacijenata podvrgnutih endoskopiji iz
bilo kojeg razloga.z‘g’24

Zakljuéno, najveci broj studija o epidemiologiji BE dolazi iz Sjeverne Amerike i Europe. One
upucuju na to da se porast postavljanja dijagnoze BE moze dijelom objasniti porastom broja
endoskopija, ali da postoje i podaci (pogotovo iz Europe) da je uistinu rije¢ o pravom porastu

prevalencije bolesti.

Prevalencija GERB je puno niza u Aziji te Africi i na osnovu toga se zakljuCuje 1 da je
prevalencija BE takoder niZza u navedenoj populaciji. Uzrok su najvjerojatnije razlike u
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prehrambenim navikama, niZoj incidenciji debljine, puSenja i konzumacija alkohola te
incidencije HP infekcije koja je puno visa u Africi te Azijskim zemljama. Demografski rizi¢ni
¢imbenici pojave BE u isto¢nim i zapadnim zemljama su isti i ukljucuju muski spol, stariju
zivotu dob te dugotrajnost GERB simptoma, stoga nije ni ¢udno da nerazvijene zemlje Afrike

1 Azije u kojima je oCekivano trajanje zivota nize imaju 1 niZzu incidenciju BE.

1.2. RIZICNI CIMBENICI ZA NASTANAK BARRETT-ovog JEDNJAKA

Kao najvazniji rizi¢ni ¢imbenik za razvoj BE navodi se GERB, iako samo 5-10% bolesnika sa
GERB-om razvije BE, tako da se u podlozi sigurno nalazi velik broj vanjskih i unutranjih
¢imbenika rizika. Bolesnik sa GERB-om ima 5 puta ve¢i rizik da u 5 godina razvije BE od
bolesnika u opcoj populaciji a jos nema adekvatnih podataka da li i neerozivna refluksna
bolest (NERB) predstavlja rizik razvoja BE. Bolesnici koji uz GERB imaju 1 BE subjektivno
navode tek neSto ceSce refluksne tegobe nego bolesnici bez elemenata BE. lako GERB
uzrokuje BE, nejasno je da li dugotrajni refluks moze predstavljati rizik za razvoj tumorskog
zariSta u metaplastiénim stanicama. Poznato je da niski pH, ali takoder i Zu¢ne soli mogu
dovesti do lomova DNA uzvojnice mehanizmom stvaranja slobodnih kisikovih radikala. >
Debljina, a pogotovo abdominalni tip pretilosti praen metaboli¢kim sindromom je poznati
riziéni ¢Gimbenik razvoja BE. BMI preko 30 kg/m* povecava rizik nastanka adenokarcinoma
jednjaka za 4 puta, dok je rizik BE povecan tek 2 puta. Debljina djeluje direktno mehanicki
poviSenjem intraabdominalnog tlaka i utjecajem na antirefluksnu barijeru, dok se u sklopu
metaboli¢kog sindroma i intraabdominalnih nakupina masti lu¢i velik broj proinflamatornih
citokina (TNF-a, IL-6, leptin, IGF-1, sniZeno lu¢enje adiponektina) koji mogu sudjelovati u
karcinogenezi.”’ Nitrozo spojevi, pogotovo NO (engleski nitrous oxide) iz hrane, putem
stvaranja slobodnih kisikovih radikala mogu dovesti do oSte¢enja DNA, a njihov efekt se

28,29 Patofizioloski,

moze prevenirati raznim antioksidansima u hrani (polifenoli iz crnog vina).
slina i hrana su izvori nitrozo spojeva koji se pretvaraju u nitrite djelovanjem bakterija u
ustima. Nitriti su inertni u neutralnom pH, ali u kombinaciji sa kiselim pH stvaraju kisikove
radikale. Hrana bogata vlaknima, vo¢em 1 povréem ta vitaminom C i E bi mogla imati
protektivni ucinak zbog smanjenja razine slobodnih kisikovih radikala te koncentracije
nitrozo spojeva. Smatra se da Helicobacter pylori (HP) nema vecéeg ucinka u razvoju BE,
dapace Cag A pozitivni sojevi HP bi mogli imati i protektivni efekt smanjujuc¢i produkciju

kiseline. Zadnja istrazivanja su pokazala statisticki znacajno snizen rizik od razvoja BE kod

1"



bolesnika sa potvrdenom HP infekcijom™. Veéina studija je pokazala dvostruko visi rizik od
razvoja BE kod pusaca, dok epidemioloske studije nisu potvrdile povisen rizik kod uzimanja
alkohola.’’*? Obiteljska predispozicija nastanka BE je potvrdena samo u sporadi¢nim
serijama slucajeva. Smjernice razli¢itih americkih 1 britanskih gastroenteroloskih drustava se
razlikuju ovisno o tome koje bolesnike treba podvrgnuti ,,screening™ endoskopiji radi
otkrivanja BE. Po ASGE (American Society of Gastrointestinal Endoscopy) ,,screening®
endoskopiji treba podvrgnuti bolesnike sa kronicnim GERB-om, dok po BSG (British Society
of Gastroenterology) samo bolesnike sa alarmantnim simptomima. Zadnje AGA (American
Gastroenterology Association) smjernice iz 2015. godine sugeriraju da nema potrebe za
rutinskim ,,screening-om* bolesnika sa GERB-om, ve¢ samo kod onih sa dodatnim rizi¢nim
¢imbenicima za razvoj BE: stariji od 50 godina, muskarci, bijelci, prisustvo hijatalne hernije

te poviSen BMI uz abdominalnu pretilost.

1.3. PATOGENEZA 1 PATOFIZIOLOGIJA BARRETT-ovog JEDNJAKA

Proces razvoja BE najvjerojatnije slijedi dva odvojena koraka. Prvi korak predstavlja
tranformaciju normalnog viSeslojnog plocastog epitela jednjaka u jednostavni cilindri¢ni
kardija-tip epitela. Navedeno se dogada kao odgovor na kroni¢nu ozljedu zbog trajnog
refluksa 1 djelovanja ZeluCanog sadrzaja na viSeslojni plocasti epitel. Transformacija
viSeslojnog plocastog epitela u kardija-tip epitela se najvjerojatnije dogada relativno brzo,
unutar par godina. Drugi korak predstavlja razvoj vr€astih stanica tipi¢nih za intestinalnu
metaplaziju i taj proces je neSto duzi te vjerojatno traje oko 5-10 godina.33 Kada nastane, BE
razvija svoju transformaciju u niski te visoki stupanj displazije prema adenokarcinomu pa se

cijeli proces najcesce opisuje kao Barrett metaplazija-displazija-adenokarcinom slijed.

Prvi opis normalnog gastroezofagealnog spoja je dao Hayward koji je naznaio da u
normalnim uvjetima postoji “junctional” ili “buffer” zona cilindrine sluznice izmedu
normalne ZeluGane sluznice koja lu¢i kiselinu te viseslojnog plogastog epitela jednjaka.** Ova
“buffer” zona se, po Hayward-u, normalno nalazi do 2 cm iznad GEJ, a ima slijedece

karakteristike:

1. histoloski je jasno razgranic¢ena od fundusnog i piloricnog epitela zeluca

2. ne secernira kiselinu niti pepsin, ve¢ je rezistentna na oboje

12



3. nije kongenitalna ve¢ stecena
4. wvarira u duzini i progresivno se povecava u visinu prate¢i GERB

5. potencijalno je reverzibilna korekcijom GERB-a

Po danasnjim stavovima (iako jo$ postoje nesuglasice oko histologije normalnog GEJ), smatra
se da u normalnim uvjetima ne postoji kardija-tip sluznice u GEJ-u, ili ako postoji moze
obuhvacati maksimalno 4 mm distalnog jednjaka iznad GEJ-a,” dok je nalaz duzeg epitela
ste¢en u sklopu kroni¢nog GERB-a.*® Ta saznanja su proizasla iz endoskopija bolesnika
kojima je uradena ezofagektomija uz intratorakalnu ezofagogastro anastomozu zbog hijatalne
hernije (dakle uz gubitak donjeg gastroezofagealnog sfinktera-DES). Postoperativna
endoskopija uz biopsije dokazuje da velik broj tih bolesnika razvija cilindri¢ni epitel u
ostatnom jednjaku koji je isti kao i kardija-tip epitela, a da se duzina epitela povecava

. .. 37,38
proporcionalno vremenu nakon operacije.

Dodatna potvrda tvrdnji da je kardija-tip epitela
steCen proizlazi iz ¢injenice da se ne moze pronaci nigdje drugdje u GI traktu, a kada je
prisutan na GEJ-u, uvijek je pracen elementima upale neovisno o HP infekciji ili drugoj
patologiji Zeluca.” Prisustvo kardija-tip epitela korelira s objektivnim pokazateljima GERB-a,
kao S§to su inkompetentnost DES-a, patoloska izloZenost kiselini na 24-h pH monitoringu,
hijatalna hernija te erozivni ezofagitis. Takoder, postoje dokazi da je mikroskopska prisutnost
kardija-tip epitela ustvari najraniji znak GERB-a, ¢ak i kod asimptomatskih bolesnika.
Patofizioloski, refluksna bolest zapocinje distenzijom Zeluca nakon obilnog obroka koja
dovodi do prolaznog popustanja DES-a i slobodnog izlaganja distalnog jednjaka kiselini.*
Nitriti koji se nalaze u slini u kontaktu sa zeluCanom kiselinom pretvaraju se u duSikov
oksid*' koji djeluje potencijalno mutageno na razini DES-a. Prolazno popustanje sfinktera sa
progresijom i1 ponavljanjem distenzije Zeluca dovodi do trajnog gubitka funkcije DES-a, §to
dovodi do slobodnog refluksa kiseline, pove¢anja duZine kardija-tip epitela u jednjaku te
pomaka granice cilindri¢nog i viseslojnog plodastog epitela oralnije.*” U submukozi regije
gdje se nalazi novonastali kardija-tip epitela 1 dalje se mogu dokazati tipice zlijezde jednjaka,
Sto je dodatan znak da je kardija tip epitela steen i1 razvija se na mjestu prethodnog
viSeslojnog plocastog epitela. Molekularni mehanizam navedene transformacije je i dalje
nerazjaSnjen, ali je dokazano da izlaganje viSeslojnog plocastog epitela jednjaka kiselini
dovodi do Sirenja intercelularnih prostora koji omogucava molekulama veli¢ine do 20kDa
prodiranje do mati¢nih stanica bazalnog sloja jednjaka,* a navedena interakcija rezultira

fenotipskom transformacijom u smislu produciranja kardija cilindri¢nog, a ne viseslojnog
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plocastog epitela. Kardija tip epitela se smatra nestabilnim epitelom koji se moze razviti,

ovisno o okoli$nim i genetskim ¢imbenicima, u dva smjera:

1. ekspresija zeluCanih gena koji dovode do formiranja parijetalnih stanica unutar
submukoznih Zlijezda i koji rezultiraju pojavom oksintokardijalne mukoze koja nije
premalignog tipa te koja ne progredira prema intestinalnoj metaplaziji. Stoga se ovaj
razvojni put smatra povoljnim tj regresivnim.

2. ekspresija intestinalnih gena dovodi do pojave vrcastih stanica - intestinalne
metaplazije koja predstavlja nepovoljni razvojni put, odnosno progresivni put s
obzirom na to da je taj tip epitela premaligni.44

Jo$ nije poznato koji su specificni stani¢ni mehanizmi potrebni za nastanak gore navedenih

promjena. Smatra se da prvi korak, pretvorba plocastog u kardija tip epitela, nastaje kao

posljedica refluksa kiselog ZzeluCanog sadrzaja, dok drugi korak, pojava intestinalne
metaplazije, kao posljedica razliti¢ih intraluminalnih etioloskih ¢imbenika. Kao najvazniji

. “ “ . . . v v - . 4546
navodi se, uz zelucanu kiselinu, i refluks Zu¢nih soli.

Iako to¢an mehanizam djelovanja na
epitel nije poznat, smatra se da su, isklju¢ivo pri pH 3-6, Zu¢ne soli otopljene i neionizirane te
se mogu akumulirati u stanicama mukoze i uzrokovati njihovo direktno osteéenje.*” Unutar
stanice pH je 7 §to dovodi do ioniziranja zu¢nih soli koje u takvom stanju mogu uzrokovati
direktno o3teéenje mitohondrija, staniénu toksi¢nost te djelovati mutageno.*®*

Prisustvo vrcastih stanica je “condicio sine qua non” za postavljanje dijagnoze BE.
Moguénost otkrivanja intestinalne metaplazije korelira sa duZinom sluznice BE. Ako je
duZina sluznice BE preko 4 cm, smatra se da ¢e se skoro kod svih pacijenata patohistoloski

dokazati intestinalna metaplazija.’®"

Medutim, lokacija vr€astih stanica nije pravilna pa se
nikad ne moZe potvrditi intestinalna metaplazija u cijelom segmentu sluznice BE. Vrcaste
stanice su najguSe rasporedene oko same granice epitela Zeluca 1 jednjaka
(skvamokolumnarna granica - granica viSeslojnog plocastog epitela sa cilindri¢nim epitelom),
dok u ostalim dijelovima sluznice BE njihov raspored 1 gustofa variraju. Sama duZina
sluznice BE je definirana endoskopski izmjerenom duZinom, a ne duzinom sluznice u kojoj
smo dokazali intestinalnu metaplaziju. Npr, ako je endoskopska duZina sluznice BE 5 cm, a
intestinalna metaplazija je pronadena samo u jednom cm oko skvamokolumnarne granice 1
dalje se smatra da je rije¢ o dugackom BE, dakle njegova M vrijednost je 5. Medutim klini¢ko

ponasanje i rizik od razvoja adenokarcinoma je puno veéi ako je duz cijelog segmenta

sluznice BE (u gornjem primjeru 5 cm) patohistoloski dokazana 1 intestinalna metaplazija.
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Kardija tip epitela se razvija brzo, tokom 1-2 godine, dok za razvoj vrCastih stanica i
intestinalne metaplazije u prosjeku treba jo§ dodatnih 5-10 godina.”> Molekularni mehanizmi
pojave vréastih stanica jo$§ nisu poznati, ali postoji velik broj dokaza da najvazniju ulogu ima
pojacana ekspresija “homeobox” gena Cdx-2 koja se moze dokazati od faze plocastog epitela
prema upali i kardija-tip epitelu, dok je najveca u fazi intestinalne metaplazije.”® U ekspresiji
Cdx-2 najvecu ulogu ima intraluminalna pH vrijednost.”* Ekspresija brojnih citokina ovisi o
stupnju upalnog odgovora i direktno je odgovorna za pojavu intestinalne metaplazije, a i
genetska predispozicija (polimorfizam antagonista receptora Il-1 te 11-10)°° daje osnovu jaleg

upalnog odgovora na refluks i time veci rizik razvoja BE.

Sluznica BE je premalignog tipa, ima pojacanu proliferaciju, smanjenu apoptozu te povecani
udio diploidnih 1 aneuploidnih stanica u odnosu na normalni epitel.56 Navedene karakteristike
omogucuju nakupljanje genetskih abnormalnosti te razvoj displazije 1 maligne
transformacije.”” Displastiéne stanice su karakterizirane citoloskim i strukturnim
abnormalnostima kao $to je gubitak nuklearne polarnosti te pojava nepravilnosti i distorzije
7lijezda.”® Tipina patohistoloska podjela uklju¢uje 4 kategorije: a) bez displazije; b)
neodredeno za displaziju; c) displazija niskog stupnja te d) displazija visokog stupnja.
Klasifikacija displazije ima izrazito veliki klinicki utjecaj na procjenu rizika razvoja
karcinoma te, do danas, predstavlja najvazniji prediktivni ¢imbenik pojave invazivnog
adenokarcinoma. Medutim klasifikacija displazije, pogotovo izvan specijaliziranih klinickih
centara, je 1 dalje podloZzna velikom subjektivnom c¢imbeniku. Nedostatak preciznosti u
patohistoloSkoj klasifikaciji displazije je doveo do potrebe prepoznavanja i upotrebe
objektivnijih molekularnih 1 biokemijskih pokazatelja povisSenog rizika od progresije prema

adenokarcinomu jednjaka.

1.4. BIOLOGIJA BARRETT-ovog JEDNJAKA

BE se razvija u sklopu metaplazije, procesa kod kojeg dolazi do zamjene jedne vrste adultnih
stanica drugima. Smatra se da metaplazija nastaje kao obrana od kroni¢nog upalnog procesa
koji je u jednjaku uzrokovam GERB-om. Metaplazija u sklopu BE moZe nastati na dva

nacina:
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1. direktna potpuna promjena cijelog viSeslojnog plocastog epitela u intestinalni tip

epitela (transdiferencijacija)
2. promjena diferencijacijskog obrasca bazalnih (mati¢nih) stanica jednjaka.>

Kod prvog mehanizma dolazi do direktne zamjene jedne vrste potpuno diferenciranih stanica
u drugu vrstu, a javlja se izmedu fenoptipa stanica koje su bile prisutne u jednjaku tokom
embrionalnog razvoja.59 Naime, tokom embriogeneze, jednjak je pocetno oblozen vrcastim
(goblet cells) i cilindriénim epitelom koji se tokom sazrijevanja pretvara u plocasti epitel®®®" i
to neovisno o stani¢noj proliferaciji ili apoptozi. Po ovoj teoriji, razvoj BE kasnije tokom
zivota je samo okretanje ovog procesa. Medutim jednom kada se formira Barrett-ova
metaplazija, navedeni epitel mora biti “odrZzavan i samo-obnavljan”, a to je proces kojeg
objasnjavamo drugim gore navedenim mehanizmom. Naime, mati¢ne stanice su odgovorne za
proliferaciju, obnavljanje i1 razvoj razliCitih tipova stanica te nihovu regeneraciju nakon
ozljede.® Mati¢ne stanice bi mogle biti odgovorne za odrzavanje sluznice BE te njegovu
sklonost malignoj transformaciji. Naime, tokom razvoja, mati¢ne stanice koje su p63
pozitivne odgovorne su za razvoj cilindricnog epitela; kada dode do zamjene cilindri¢nog
epitela plocastim, u bazalnom sloju i dalje perzistiraju navedene p63 pozitivne stanice, dok su
stanice u povrSnom plo¢astom epitelu p63 negativne. Dokazano je da u sluznici BE nema
pozitivnog imunohistokemijskog bojanja na p63, Sto bi znacilo da se Barrett-ove maticne
stanice razlikuju od onih za vrijeme embrionalnog razvoja.63 Smatra se da na sve gore
fenotipske promjene najvise utjece “okolina” u smislu upale 1 refluksom oStecenog jednjaka
koja djeluje putem promjene ekspresije par najvazniji gena koji reguliraju stani¢ni fenotip.
Najvazniji ciljni geni u tom smislu bi bili transkripcijski faktori Cdx1, Cdx2 I SOX9.%* Cdx1 i
Cdx2 su “homeobox” geni koji su odgovorni za diferencijaciju intestinalnog epitela i razvoj
cilindri¢nih stanica.®” mRNA ekspresija Cdx1 i Cdx2 nije prisutna u normalnom plo¢astom
epitelu ili GERB-u bez elemenata BE, ve¢ samo u BE bez 1 sa displazijom te u
adenokarcinomu jednjaka.’® SOX9 ima ulogu u formiranju vréastih stanica,”” a njegova
ekspresija takoder prati gore navedenu kod CDX gena. Barrett-ova metaplazija je posljedica
kroni¢nog GERB-a pa se smatra da refluksni zeluCani sadrzaj 1 posljedicna upala mogu
inducirati transkripcijske ¢imbenike te aktivirati signalne puteve koji u konac¢nici dovode do
razvoja intestinalnog epitela. U ljudi je dokazano da izlaganje kiselini i Zu¢nim solima te
upala inducirana GERB-om dovodi do pojacane ekspresije CDX2 i time ekspresije

intestinalnih gena (vilin, sukraza-izomaltaza i MUC?2).°*® Moguc¢a hipoteza nastanka BE je i
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aktivacija signalnih puteva koji inace sudjeluju u odrzavanju i razvoju normalnog tankog
crijeva kao Sto su Wnt i Notch te Hedgehog i Bone Morphogenetic Protein (Bmp) 4. Wnt i
Notch inace sudjeluju u odrzavanju progenitornih stanica intestinalnih kripti. Izlaganje
zucnim solima te prekomjerna ekspresija CDX2 dovodi do “down-regulacije” Notch
signalnog puta, §to dovodi do pojatane ekspresije vrlastih stanica.®® Pojacana ekspresija
Bmp4 je dokazana u epitelu jednjaka zahvadenog upalom, a direktno izlaganje stanica
ploc¢astog epitela BMP-u 4 dovodi do pojaane ekspresije SOX9 te citokeratina

karakteristi¢nih za kolumnarni epitel.”

L.5. PRIRODNI TIDEK BARRETT-ovog JEDNJAKA 1 CIMBENICI
PROGRESIE BOLESTI

Uzevsi u obzir relativno nizak stupanj progresije BE prema adenokarcinomu, pogotovo kod
bolesnika bez displazije epitela, pitanje je koje je adekvatno pracenje bolesnika.”' I dalje se
smatra da je stupanj displazije epitela najvazniji ¢imbenik u procjeni rizika od progresije BE,
a da je preskupo i nepotrebno ucestalo endoskopsko praéenje svih bolesnika sa BE.”> Dok su
ranije studije preuveli¢avale rizik od razvoja adenokarcinoma,” studija Shaheen i suradnika’"
je procijenila ukupni rizik nastanka adenokarcinoma na 0,5% po pacijentu po jednoj godini

L, . .. . 4
praéenja. Dvije su metaanalize’*"

potvrdile navedenu procjenu, a sve to nas upucuje na
potrebu pronalazenja odgovaraju¢eg alata za stratifikaciju rizika, koji bi omogucio
prepoznavanje ugrozenih bolesnika u samom pocetku bolesti koji bi zatim zahtijevali
intezivnije endoskopsko pracenje. Tako bi samo pracenje bolesnika bilo zaista racionalno,
odnosno “cost-effective”. Zato su istrazivani brojni klini¢ki, endoskopski i genetski markeri
koji bi mogli nadopuniti ili zamijeniti displaziju epitela, do sada jedinog dokazanog

¢imbenika progresije BE.
1.5.1. CIMBENICI RIZIKA OD STRANE PACIJENTA

a) DOB: podaci su oskudni. Po studiji Cleveland-ske klinike,”® dob je rizi¢ni &Gimbenik od
razvoja displazija/adenokarcinoma, dok po novijim studijama77’78 stupanj displazije i razvoj
adenokarcinoma se nije razlikovao kod bolesnika mladih ili starijih od 50 godina. Zaklju¢no,
trenutno nema dovoljno podataka kojima bismo dob bolesnika proglasili rizi¢nim

¢imbenikom progresije BE.
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b) SPOL: dobro je poznato da muSkarci viSe oboljevaju od adenokarcinoma jednjaka ali
utjecaj spola na progresiju BE prema visem stupnju displazije ili karcinoma nije toliko jasan.

Veéi broj studija (meta analiza te “case-control” studija)’**

ipak ukazuje da je incidencija
adenokarcinoma kod BE dvostruko ve¢a u muskaraca (1,01 na 100 pacijenata godiSnje) nego
u zena (0,45 na 100 bolesnika godisnje) tako da se smatra da je muski spol rizi¢ni faktor

progresije stupnja displazije i razvoja adenokarcinoma kod pacijenata sa BE.

c) INDEKS TJELESNE MASE (Body mass index-BMI) I VISCERALNA PRETILOST:
smatra se da primarno abdominalno masno tkivo (koje je metabolicki aktivno u produkciji
inflamatornih citokina i kemokina) moze imati utjecaj na progresiju BE. Postoji dokazana
veza izmedu BMI-a i visceralne pretilosti kao rizinog cimbenika od adenokarcinoma
jednjaka.®! Medutim, podaci koji bi ukazivali na rizik od progresije u sklopu BE su opre&ni.
Jedna “case-control” studija je pronasla pozitivnu korelaciju®™ dok druge studije istu nisu
potvrdile.*® Medutim, jasno je dokazana veza izmedu “waist-hip” omjera te prevalencije
displazije niskog stupnja ("low grade dysplasia"-LGD) i displazije visokog stupnja ("high
grade dysplasia”"-HGD).*> Abdominalna pretilost je puno &e$¢a u muskaraca, §to se moze
dovesti u vezu sa ve¢im rizikom oboljevanja od adenokarcinoma jednjaka u muskaraca, ali
iako postoji vrlo vjerojatna bioloska povezanost, ¢vrsti dokazi za uzrocno-posljedicnu vezu

adenokarcinoma i abdominalne pretilosti jo$ nedostaju.

d) PUSENIJE: za razliku od planocelularnog karcinoma, povezanost pusenja i adenokarcinoma
jednjaka je puno manja. Rotterdamska grupa® je dokazala da je rizik od adenokarcinoma
jednjaka 2.3x veéi kod pusata nego ne-pusaca, dok ostale studije to nisu potvrdile® tako da

nema ¢vrstih dokaza o povezanosti pusenja s progresijom prema karcinomu u sklopu BE .

¢) NACIN PREHRANE I NUTRITIVNI DODACI: nekoliko “case-control” studija®®*’
dokazalo je vezu poviSenog rizika od nastanka adenokarcinoma jednjaka uz prehranu sa puno
masnoca i smanjenim unosom voca i povréa. Takoder, na osnovu upitnika kojeg su pacijenti
sami ispunjavali, dokazan je smanjeni rizik od razvoja adenokarcinoma kod pacijenata koji su
koristili multivitamine, vitamin C I E te pripavke selena.*® Smatra se da naéin prehrane
direktno ili indirektno (putem debljine) utjeCe na razvoj adenokarcinoma, ali je pozitvna
prediktivna vrijednost slaba zbog nemoguénosti detaljnje procjene realnog unosa odredenih

namirnica.
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f) SUPRESIJA KISELINE (FARMAKOLOSKA ILI KIRURSKA), ASPIRIN, NSAID: iako
je dokazano da je kronicni GERB najvazniji rizicni ¢imbenik u razvoju adenokarcinoma,
supresija kiseline se nije pokazala kao izrazito efikasna u smanjenju rizika od neoplasti¢ne
progresije. Zna se da inhibitori protonske pumpe (IPP) smanjuju abnormalnosti stani¢nog
ciklusa kod BE, ali bioloski u¢inak navedenog je dosta varijabilan. Trajna supresija kiseline
smanjuje neoplastiénu proliferaciju® ali dovodi do porasta vrijednosti gastrina koji je
proliferativni ¢imbenik za BE.”' Jedna studija’® je dokazala povezanost kasnog po&etka IPP
terapije 1 poviSene sklonosti razvoja displazije i adenokarcinoma u sklopu BE, dok druge
epidemiologke studije,”” RCT,” i meta analize”® nisu dokazale navedenu vezu. Dugotrajno
pracenje bolesnika u LOTUS studiji” bi moglo dati odgovor na uginak kirurdke vs
farmakoloske supresije kiseline u ishodu i progresiji BE. Vazan ¢imbenik bi moglo biti
vrijeme pocetka IPP terapije, jer je dokazano da supresija kiseline smanjuje oksidativno
osteCenje u pacijenata koji su p53 negativni. Ako histoloska analiza biopsijom dobivenih
uzoraka sluznice distalnog jednjaka ukaze na formiranje nestabilnosti genoma (p53
pozitivan), tada supresija kiseline ne¢e imati veliki utjecaj na progresiju bolesti.”
Epidemioloske studije potvrduju povezanost uzimanja aspirina/NSAID sa smanjenim rizikom

98,99

od razvoja adenokarcinoma tako da na osnovu trenutnih dokaza postoji uloga aspirina i

NSAID u prevenciji progresije BE prema adenokarcinomu.
1.5.2. ENDOSKOPSKI CIMBENICI RIZIKA

a) DUZINA BE: dvije retrospektivne studije®*® su povrdile vezu izmedu duZine BE te
razvoja HGD 1 adenokarcinoma, ali su bili ukljuceni pacijenti sa ve¢ poznatom displazijom

100,101

visokog stupnja. Prospektivne studije su dokazale vezu izmedu duZine BE i progresije

prema bilo kojem stupnju displazije i adenokarcinomu. Medutim, nekoliko drugih studija i

metaanaliza’>’®

nije potvrdilo zakljucke prethodno navedenih retrospektivnih i prospektivnih
studija. Zaklju¢no, iako ima dosta pokazatelja i dokaza da je duzina BE rizi¢ni ¢imbenik u
razvoju HGD-a, nuzne su vece studije koje bi u obzir uzele i bolesnike bez inicijalno
dokazane displazije. “Cut-off” vrijednosti duzine BE koja bi se smatrala rizi€nom nije

poznata.

b) NODULARNOST: prisustvo nodularnosti ili endoskopski vidljivih lezija u bolesnika sa
HGD-om je rizicni ¢imbenik progresije prema adenokarcinomu. Jedna retrospektivna
studija'® je dokazala povisen rizik od razvoja adenokarcinoma za 2.5 puta u bolesnika koji su

imali mukoznu leziju (elevaciju) ¢ak 1 do 1 cm promjera. Bolesnici s ulkusom 1 HGD-om
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imaju vecu prevalenciju invazivnog adenokarcinoma (80%) naspram bolesnika bez ulceracije
(52%).'" Zakljuéno, prisustvo vidljivih lezija je moguci pokazatelj agresivne naravi sluznice
BE i zahtijeva ¢eS¢e kontrole i raniju terapiju, no premda utjecu na progresiju bolesti, jedini

etablirani primarni marker pocetnog (intramukoznog) karcinoma jednjaka je HGD.

¢) DUZINA HIJATALNE HERNIJE: duzina hijatalne hernije preko 6 cm je bila prediktivni
pokazatelj progresije prema HGD/adenokarcinomu u velikoj kohortnoj studiji.'”! Objasnjenje
lezi u tome da duzina hijatalne hernije korelira sa tezinom gastroezofagealnog refluksa (veca

izloZenost kiselini zbog toga Sto hernija djeluje kao dodatni rezervoar kiseline i “puni” jednjak
1.5.3. PATOHISTOLOSKA ANALIZA-CIMBENICI RIZIKA

a) STUPANJ DISPLAZIJE: stupanj displazije je najvazniji ¢imbenik procjene rizika
bolesnika sa BE. Trenutna stratifikacija se zasniva na progresiji BE bez displazije prema

LGD-u zatim HGD-u te adenokarcinomu jednjaka.104

Adekvatna patohistoloska dijagnoza
ovisi 1 o pravilno uzetim biopsijama po Seattle protokolu. Prema tom protokolu, kada nema
prethodnih podataka o displaziji, biopsije uzoraka Barrett-ove sluznice treba uzimati na svaka
2 cm iz 4 kvadranta, a dobiveni uzorci se stavljaju u odvojene bocice s formalinom. Ako je
bolesnik ve¢ imao dokazanu LGD ili HGD, bioptic¢ki uzorci se uzimaju na svaki 1 cm u 4
kvadranta. Medutim 1 dalje postoje nedoumice o tome da li LGD predstavlja ve¢i rizik od
razvoja adenokarcinoma od ne-displastiénog BE. Kod nedisplasticnog BE progresija prema
adenokarcinomu je 5,98/1000 bolesnika godi$nje, kumulativno 0-5%. Rizik od prelaska LGD-
a u adenokarcinom se razlikuje u brojnim studijama; od 16,98/1000 bolesnika godisnje’* do
2,3/1000 bolesnika godisnje.'” Procijenjeni ukupni rizik od progresije prema
adenokarcinomu kod LGD je 0,6-1,2% godisnje. Medutim postoji velika inter-opservacijska
varijabilnost. Dokazano je da kada veci broj patologa, vise od 2, potvrdi dijagnozu LGD-a,
kumulativno napredovanje prema adenokarcinomu je cesce, 41% naspram 28%, a kada tri

patologa potvrde dijagnozu, kumulativni rizik je 80%.'%

Iako postoji puno viSe dokaza za
stupanj progresije HGD-a prema adenokarcinomu, i tu se podaci razlikuju, od 16% tokom 7
godina'” do 50% tokom 5 godina.'” Smatra se da je najvazniji uzrok tome takoder inter-
opsrevacijska varijabilnost ali i1 greSke prilikom uzimanja biopsija. Zaklju¢no, stupanj
displazije nije savrSen, ali se do danas najcesce rabi i1 najprihvaceniji je marker stratifikacije

rizika bolesnika sa BE.
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b) EKSTENZIJA DISPLAZIJE: patoloski ekstenzija displazije se dijeli na fokalnu (kada je
HGD dokazana u manje od 5 kripti u jednom bioptickom uzorku) te difuznu (vise od 5 kripti
u jednom uzorku). Po jednoj studiji'®* izradunat je stupanj progresije prema adenokarcinomu
jednjaka od 14% tokom 3 godine kod fokalne te 56% kod difuzne displazije. Slicno je
potvrdeno i kod LGD.'® Iako se smatra da je navedeni parametar moguéi prediktor razvoja
adenokarcinoma, glavni ograni¢avajuéi ¢imbenik je kompleksna i zahtjevna patohistoloska

tehnika.

1.5.4. BIOMARKERI

Upotreba biomarkera i traganje za novim biljezima je izuzetno vazno jer niti jedan od
poznatih klinickih ili endoskopskih kriterija nema dovoljno jaku prediktivnu vrijednost za
prepoznavanje bolesnika koji imaju poviSeni rizik od progresije BE prema adenokarcinomu.
Razvoj biomarkera i njihovo daljnje istrazivanje je vrlo atraktivno podrucje, ali postoje i
brojni nedostaci: prepoznavanje klinicki korisnih biomarkera koji se ve¢ koriste u istazivanju
karcinoma, greSke zbog neocekivanih dogadaja poput analize uzoraka masenim
spektrofotometrom ali na razli¢ite dane, utjecaj pohrane i postupanja sa samim uzorkom na
ekspresiju biomarkera, smanjena mogu¢nost reproducibilnosti izmedu laboratorija te manjak
prospektivnih kontroliranih studija zbog visokih troskova i problema sa veli¢inom uzoraka.'"*
Ipak, molekularni biomarkeri imaju sposobnost smanjenja inter-opservacijskih razlicitosti
koje su tipi¢ne pri o€itavanju displazije te omogucuju puno laksu procjenu rizika i vrijeme za
11,112

intervenciju.

biomarkera kod BE.

U nastavku je prikazan pregled do sada upotrebljavanih 1 istrazivanih

a) DNA abnormalnosti (aneuploidija/tetraploidija): aneuploidija (abnormalni broj
kromosoma) i tetraploidija (broj kromosoma u stanici dvostruko vec¢i nego u normalnim
stanicama) se odnose na brojCane i strukturne promjene kromosoma koja dovode do
patoloskog DNA sadrZaja i najéeiée su istrazivani biomarkeri kod BE. Najveéa studija''’
dokazala je da su navedene DNA abnormalnosti izrazito korisne u procjeni rizika kod
nedisplasticnog BE te LGD sa 5-godiSnjim kumulativnim rizikom od razvoja karcinoma koji
je 28% naspram 0% u onih kod kojih nije dokazana aneuploidija ili tetraploidija. Sama
tetraploidija (4N) dovodi do relativnog rizika od razvoja karcinoma do 7,5% naspram onih
koji nemaju tetraploidiju''> Najveéa zapreka §irokoj upotrebi DNA abnormalnosti je tehnicki

problem u sklopu izvodenja proto¢ne citometrije ali se to nastoji nadvladati laserskom
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citometrijom koja mjeri aneuploidiju na osnovu stani¢nog bojanja 1 to na tkivu u parafinskim

kockama koje je fiksirano u formalinu.'"?

b) ABNORMALNOSTI TUMOR SUPRESORSKOG GENA: gubitak heterozigotnosti
(LOH-gubitak funkcije drugog alela gena kada je jedan od alela ve¢ inaktiviran) za tumor

114 Relativan rizik od

supresor gen p53 je jedan od najvaznijih ¢imbenika progresije BE.
progresije prema adenokarcinomu u pacijenata sa p53-LOH iznosi 16, dok su osjetljivost i
specificnost imunohistokemije (dokaz prekomjerne ekspresije p53), za detekciju progresije
prema HGD-u i adenokarcinomu kod LGD-a 88-100% odnosno 75-93%,'" ali je osjetljivost
samo 32% kod nedisplasticnog BE.!'¢ Stoga su p53 LOH te imunohistokemijski dokaz p53
ekspresije najvazniji kandidati za rutinsko testiranje kod BE u velikim, multicentri¢nim
studijama. Ipak, smatra se da je p53 LOH puno osjetljivi pokazatelj od imunohistokemijske
metode, jer se pojavljuju novi dokazi koji upucuju na to da imunohistokemija ne mora
korelirati sa stupnjem displazije te progresije prem adenokarcinomu. APC (adenomatous
polyposis coli) gen, koji inafe regulira Wnt signalni put, je takoder mutiran kod BE bilo

metilacijom,"” bilo LOH,"® ali su nuZne vece studije za detaljnju potvrdu koristi u klini¢koj

praksi.

c¢) EPIGENETSKE PROMIJENE: epigenetske promjene se odnose na post-transkripcijsko
utiSavanje odredenih gena mehanizmima kao S$to su metilacija ili acetilacija. NajceSca
genetska abnormalnost je metilacijom inducirana inaktivacija pl6 tumor supresorskog gena.

Kod bolesnika sa BE, metilacija pl6 ima visoku prevalenciju (34-66%),'"”

ali je njezina
prediktivna vrijednost manja nego aneuploidije i LOH p53. Opisana je i hipermetiplacija gena

APC, RUNX3 i TIMP1 kod BE ali njihova uloga jo$ nije do kraja razjasnjena.

d) REGULATORI STANICNOG CIKLUSA: proteini regulatori stani¢nog ciklusa (npr
ciklini) su potencijalno korisni biomarkeri jer su modulirani metilacijom pl6, koja je
dokazana kao vazna patologija kod BE. Ciklin D1 je antagonist p16 i zajedno vrSe regulaciju
stani¢nog ciklusa. Bolesnici koji su pozitivni na ciklin D1 imaju 6-7 puta veci rizik od razvoja
adenokarcinoma.'” S obzirom da postoje i studije kod kojih nije nadena pozitivna
korelacija,'* upotreba ciklina se jo§ ne moZe preporuditi kao rutinska metoda u praéenju

progresije bolesnika sa BE.

e) POREMECAJI PROLIFERACIJE: i dalje postoje kontroverze o tome da li povecana

proliferacija stanica prati teZi stupanj displazije.'”’ Od &imbenika proliferacije najbolje je
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istrazena ekspresija Mcm2 kojom je dokazana proliferacija u 28,4% stanica kod bolesnika sa
progresijom prema adenokarcinomu u odnosu na one bez displazije ili LGD-a gdje je
proliferacije bila izrazena u 3,4% stanica.'** IstraZivane su i frakcije stani¢nih ciklusa S i G2
kada je pracenjem od 6 godina dokazano da je rizik od adenokarcinoma ipak nesto
povecan.'”® Za ove markere nuZne su opseZnije studije. PCNA (proliferating cell nucler
antigen) i Ki67 se nisu pokazali kao biomarkeri koji bi bili korisni u prac¢enju bolesnika,
naime porast Ki67 je opisan i kod displazije ali i GERB-a, dok su rezultati za PCNA

poprili¢no raznoliki.

Samo taksativno su ovdje navedeni drugi biomarkeri koji su ispitivani u pocetnim, manjim
studijama i koji zahtijevaju opseZnija istraZivanja te fazu 3 i 4 klini¢kih studija: Her2/Neu,'**

cMYC,'” COX-2,' EGFR.'”

“Fluorescence in-situ hybridization” (FISH) je tehnika koja omogucuje detekciju sadrzaja
DNA i koja locira nepravinosti u stanicama upotrebom fluorescentno oznac¢enih DNA proba.
Iako je njezina glavna korist dokazana u organima poput mokraénog mjehura, pluca, zu¢nih
vodova, u novije vrijeme upotrebljava se i kod BE u detekciji genetskih nepravilnosti.'*® FISH
moze prepoznati razlicite oblike citogenetskih promjena kao $to su aneusomija (abnormalnost
broja kromosomskih kopija), duplikacije, amplifikacije, delecije i translokacije na tumor
supresorskim genima (9p21, 17p13.1) 1 protoonkogenima (8q24.2 1 17ql1.2). FISH se
najcesce provodi na citoloSkim uzorcima, §to moZze biti i prednost, jer citologija predstavlja
cijelu duZinu BE, dok patohistoloski uzorci samo manji dio sluznice koji je uzet bioptickim
kljjestima. U novije vrijeme upotrebljava se “multicolored FISH four probe set” za detekciju
displazije kod BE sa moguénos¢u prepozavanja HGD-a i adenokarcinoma u visokom postoku

129

osjetljivosti (84-93%) te specificnosti (93%), ©~ a prisustvo polisomije (dva ili viSe

protoonkogena) je najvazniji prediktivni ¢imbenik razvoja HGD-a i adenokarcinoma.

Vrlo je moguée da ¢e adekvatan mehanizam za pracenje bolesnika biti kombinacija (panel)
biomarkera zajedno sa okoliSnim c¢imbenicima te demografskim karakteristikama.
Kombinacija aneuploidije, 17p LOH i 9pLOH u 79% dovodi do rizika od razvoja
adenokarcinoma, a u bolesnika kod kojih su sva tri markera negativna u 12% tokom 10
godina. Ipak, na osnovu do sada provedenih istraZivanja, smatra se da je inaktivacija pl6
(putem LOH-a ili metilacijom) jedan od najranijih ¢imbenika u razvoju karcinogeneze kod
BE, a potom slijedi inaktivacija p53 (takoder LOH-om ili mutacijama) §to sve skupa dovodi
do aneuploidije i tetraploidije.
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Najvaznija zapreka adekvatnoj upotrebi biomarkera i klini¢kih studija sa biomarkerima je
nepostojanje velikih multicentri¢nih tkivnih (patohistoloskih) baza podataka te prospektivno
dugogodisnje pracenje bolesnika u svrhu adekvatne detekcije 1 izraCuna statisticke znacajnosti
razvoja HGD-a 1 adenokarcinoma zbog ipak kumulativno poprili¢no niskog rizika razvoja
karcinoma. Proces razvoja i potvrde klinicke korisnosti biomarkera zahtijeva obavezno fazu 4
(prospektivne studije), fazu 5 (randomizirana kontrolirana ispitivanja) i fazu 6 (faza 4 1 5
provedena u multiplim centrima) klinic¢kih istrazivanja, Sto je trenutno ograni¢eno brojem
uzoraka, neadekvatnim dugogodisnjim pra¢enjem te cijenom. Napredak endoskopskih tehnika
(high resolution endoscopy, NBI, autoflorescenca...) moze omoguciti bolje prepozavanje
“suspektnih” podrucja mukoze te ciljane biopsije ¢ime se smanjuje troSak do sada
upotrebljavanih rutinskih biopsija (8-16 po pacijentu po jednoj endoskopiji), Cime se

povecava mogucénost bolje 1 ranije detekcije HGD-a i ranog adenokarcinoma.

1.6. DIJAGNOZA BARRETT-ovog JEDNJAKA UZ KROMOENDOSKOPIJU

Dijagnoza BE se postavlja kombinacijom endoskopske slike cilindricnog epitela donjeg dijela
jednjaka uz adekvatnu patohistolosku potvrdu intestinalne metaplazije. Intestinalni tip epitela
donjeg dijela jednjaka predstavlja jasnu patologiju i pronalaZzenje navedenog epitela u
patohistoloSkim uzorcima potvrduje dijagnozu BE. Osim intestinalnog, postoje i druge vrste
epitela (najces¢e Zelucanog-epitel kardije) za Cije prisustvo joS nema dokaza da predstavlja
rizik od razvoja adenokarcinoma. Bolesnici kojima je patohistoloski potvrden Zelucani ili neki
drugi epitel koji nije intestinalnog tipa, po definiciji nemaju BE. Endoskopski kriteriji, bez
obzira na klasifikaciju bolesti, zahtijevaju ispravno prepoznavanje anatomskih ,,markera“
distalnog dijela jednjaka kojima bi se prepoznao BE i kojima bi se omogucila pravilna
klasifikacija bolesti. Potrebno je prepoznati:
1. hiatus diafragme
2. prisustvo hijatalne hernije
3. gastroezofagealni spoj (GEJ) koji se nalazi na gornjoj granici Zelu€anih nabora tokom
parcijalne insuflacije zraka
4. granicu ZeluCanog 1 epitela jednjaka (Z-linija; granica cilindri¢nog Zeluanog I
viSeslojnog plo€astog epitela jednjaka)

5. udaljenost GEJ-a od Z-linije u centimetrima
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Normalan izgled gastroezofagealne regije se endoskopski definira preklapanjem tri osnovna
,markera“: GEJ-a, Z-linije te hiatusa dijafragme. Tradicionalno se smatra normalnim ako je
udaljenost Z linije i GEJ-a manja od 1 cm. Po staroj klasifikaciji, BE se dijelio u dvije
osnovne skupine:

1. ,,short segment BE*“ (SSBE) kada je udaljenost GEJ-a i Z linije manja od 3 cm (slika

1)

2. ,long segment BE“ (LSBE) kada je ta udaljenost preko 3 cm (slika 2 i 3)
Smatra se da je duzina segmenta BE vaZan rizi¢ni ¢imbenik u razvoju adenokarcinoma
jednjaka, pogotovo kada je duZina preko 9 cm. Svejedno, SSBE takoder predstavlja rizik za
displaziju i adenokarcinom tako da je princip uzimanja biopsija i pracenje tih bolesnika
istovjetno onima sa LSBE."" Pragka klasifikacija BE je u upotrebi od 2004.g, prvi put
prezentirana na UEGW (United European Gastroenterology Week) u Pragu 1 ima za cilj
pojednostaviti 1 standardizirati endoskopsku karakterizaciju metaplasti¢ne sluznice. Osim gore
navedenih endoksopskih markera osnova Praske klasifikacije je definiranje najnize tocke
cirkumferentnosti (C) 1 najvise tocke maksimalne ekstenzije (M) jeziaka zelucane sluznice
od GEJ-a. Kao pocetni parametar uzima se udaljenost GEJ-a od inciziva u centimetrima te
potom myjeri C 1 M udaljenost. Oduzimanjem udaljenosti u centimetrima C 1 M od udaljenosti
GEJ-a dobiva se to¢na klasifikacija BE (npr udaljenost GEJ od inciziva je 36 cm; udaljenost C
od inciziva je 33 cm, a udaljenost M od inciziva 29 cm-daju nam vrijednosti C3;M7). Ovaj
klasifikacijski sistem je pouzdaniji i reproducibilniji od dosada$njeg, koeficijenti pouzdanosti

su 0,91 za C te 0,66 za M i 0,72 za prepoznavanje BE duzeg od 1 cm."’

BE vrlo ¢esto prati
popratni ezofagitis koji moze maskirati Barrett-ovu sluznicu, stoga se u tom sluc¢aju savjetuje
lijeCenje ezofagitisa najmanje 3 mjeseca prije uzimanja biopsija donjeg dijela jednjaka. Za
razliku od kroni¢ne, aktivna upala moZe inducirati promjene koje simuliraju displaziju niskog
ili visokog stupnja. Takoder su uz BE opisane 1 pojave stenoza u 15-40% te ulceracija u 60%
slucajeva koja takoder povecavaju rizik od nastanka adenokarcioma.
Drugi aspekt postavljanja dijagnoze BE je patohistologija koja zahtijeva adekvatno i
koli¢inski dovoljno uzimanje bioptickih uzoraka. Opisani su razni protokoli uzimanja
bioptic¢kih uzoraka:
1. De-Meester: biopsije sluznice zeluca, GEJ-a te svaka 1-2 cm metaplasticnog, Barrett-
ovog epitela i to svaka kao odvojeni uzorak
2. Seattle protokol: biopsije Barrett-ove sluznice iz 4 kvadranta (12,3,6,9h) na svaka 1-2
cm uz dodatne biopsije zamijeCene mukozne abnormalnosti (ulkus, nodul); svaki

biopti¢ki uzorak u zasebnu bocicu. Po zadnjim smjernicama savjetuje se uzimanje
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biopsija na svaka 2 cm, a kod sumnje ili u slucaju ve¢ od prije poznate displazije

epitela biopsije svakih 1 cm.'*?
Smatra se da je potrebno uzeti minimalno 8 biopsija (vazno kod kra¢ih BE) jer poveéanjem
broja biopsija povecavamo moguénost prepoznavanja intestinalne metaplazije (68% kod 8
biopsije naspram 34% kod 4 biopsije). Biopsije se uzimaju klasi¢nim bioptickim klijeStima
(forcepsom), a uzimanje biopsija sa samog GEJ-a nije potrebno. Klasi¢na endoskopija bez
biopsija ima dosta ograni¢enja: makroskopski ne mozemo ralikovati intestinalnu metaplaziju
od zeluCane, a takoder ne mozemo prepoznati displaziju. Funkcionalne testove kod BE
upotrebljavamo na osnovu istih indikacija kao i kod GERB-a, u svakom slucaju ne rutinski.
Tako manometrija omogucéuje evaluaciju antirefluksne barijere (donji ezofagealni sfinkter,
hipotonija, hijatalna hernija) te eventualne motoricke poremecaje (peristaltika jednjaka). pH-
metrija Cesto biljezi patoloSke vrijednosti kod pacijenata sa BE unato¢ terapiji inhibitorima
protonske pumpe. U studiji koja je ukljucivala pacijente sa GERB-om, BE-om te zdrave
kontrole, 50% pacijenata sa BE-om su imali patoloski refluks kiseline te ¢es¢e noéni GERB
(,,nocturnal-acid breakthrough, NAB) unato¢ IPP terapiji i unato¢ tome sto su bili ve¢inom
asimptomatski.*® Nije nadeno jasno objasnjenje, no smatra se da nije rije& o rezistenciji na
djelovanje IPP-a, ve¢ o tome da i mala koli¢ina kiseline zbog patofizioloskih promjena
(hijatalna hernija, smanjen tonus donjeg jednjacnog sfinktera) moze djelovati na distalni dio
jednjaka. Refluks zuc¢i je poznati uzro¢nik razvoja BE, ali sama prisutnost zu¢i u zelucu
videna endoskopski nije dokaz patoloskog duodeno-gastro-ezofagealnog refluksa. Bilitec-
fiberopticki uredaj (portabilni spektrometar koji vr$i apsorpciju na 450nm, Sto predstavlja
valnu duZinu bilirubina) je najobjektivniji pokazatelj refluksa zuci, ali takoder nije u rutinskoj

upotrebi.'**

1.6.1. KROMOENDOSKOPIJA I NOVE DIJAGNOSTICKE TEHNIKE

Povijesna uloga gastrointestinalne endoskopije je bila najceS¢e potvrda tumora u fazi
razvijenih klinickih simptoma. DanaSnje mjesto gastrointestinalne endoskopije je prepoznati
neoplaziju ili displaziju (kao najveéi rizik za razvoj neoplazije) u ranoj fazi kada pacijent
nema klinickih simptoma 1 kada, bilo endoskopska ili kirurS§ka terapija, mogu dovesti do
potpunog izljeCenja bolesti. Konvencionalni endoskopi upotrebljavaju manje od 200000
piksela za izradu slike, stoga se prilikom priblizavanja vrha endoskopa sluznici javlja
zamucena slika. Tehnoloski napredak je doveo do boljih slika povecanjem rezolucije 1

upotrebom ,,high-definition” monitora, tako da uvecanje slike ne prati gubitak rezolucije.
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Endoskopi sa uvecanjem kao i endomikroskopi omogucavaju pregled tkiva do stani¢nih
komponenti (in-vivo histologija).
Tokom zadnjih par godina razvile su se mnogobrojne endoskopske tehnike upravo radi boljeg
prikaza patoloskih struktura gastrointestinalnog trakta:
1. klasi¢na kromoendoskopija kada se kateterom apliciraju razli¢ita kontrastna sredstva-
boje
2. endoskopske metode poboljSanog prikaza povrSine sluznice probavne cijevi (“high
definition”
endoskopija, prikaz uskopojasnim spektrom- eng. "Narrow band imaging"-NBI,
kompjutorizirana virtualna kromoendoskopija)
3. funkcionalni prikaz sluznice i1 podsluznice probavnog trakta (autoflorescencija,
Ramanova i
spektroskopija elasticnog rasapa)
4. endoskopske metode slikovnog prikaza slojeva stijenke probavne cijevi (opticka
koherentna
tomografija, konfokalna endomikroskopija, endoskopska cistoskopij a)'?
U rutinskoj upotrebi za dijagnosticiranje i pracenje BE najceS¢e se upotrebljava klasi¢na
kromoendoskopija te opticke tehnike (NBI, "Fujinon Image Contrast Enhacement"-FICE, i

digitalna kontrastna metoda, I-Scan)

Osim jasnog razloga ranog otkrivanja mogucih premalignih lezija probavne cijevi, prednost
kromoendoskopskih tehnika je smanjenje broja ,slijepth® biopsija te uzimanje ciljanih
biopsija koje patologu omogucavaju lakSe prepoznavanje displazije ili poCetnog karcinoma.
Trenutno upotrebljavani Seattle protokol slijepih biopsija BE svakih 2 cm te biopsija svake
mukozne abnormalnosti ima svojih nedostataka u prvom redu radi fokalnog, a ne
kontinuiranog rasporeda displazije, Sto mozZe dovesti do lazno negativnih nalaza kada se
upotrebljava klasi¢na endoskopija bijelim svjetlom. Po drugoj strani broj ciljanih biopsija je
naj¢e$¢e manji od broja slijepih (kojih mora biti najmanje 8) Sto uvelike skracuje trajanje

endoskopskog postupka.

Klasi¢na kromoendoskopija ukljucuje topicku aplikaciju boje ili pigmenta putem katetera
nakon ¢iS¢enja donjeg dijela jednjaka od sluzi uporabom mukolitika (acetilcistein) radi boljeg
prikaza lokalizacije 1 karakteristika lezija. Boje se dijele na apsorptivne, kontrastne i
reaktivne. Apsorptivne (Lugol, metilensko modrilo) se apsorbiraju putem membrana epitelnih

stanica. Kontrastne (indigo karmin) naglasavaju povrSinsku topografiju 1 mukozne
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iregularnosti ulaze¢i u mukozne pukotine. Reaktivne boje (kongo i fenol crvenilo) ulaze u

razlicite kemijske reakcije sa stani¢nim komponentama te time dovode do promjene boje.

Kromoendoskopija se najces¢e upotrebljava u kombinaciji sa drugim endoskopskim

tehnikama kao $to je magnifikacija, konfokalna endomikroskopija te endocistoskopija.

Kromoendoskopija je od svih novih endoskopskih tehnika Siroko dostupna, jednostavna, brza,
jeftina 1 sigurna, ali kao i kod ostalih metoda interpretacija nalaza je subjektivna i njezina
prednost pred standardnom endoskopijom nije potvrdena u velikim kontroliranim studijama.
Takoder nedostatak svih kromoendoskopkih metoda su lazno pozitivni nalazi kod popratnog
ezofagitisa kojeg je potrebno lijeciti inhibitorima protonske pumpe pa tek nakon 3 mjeseca

terapije treba uraditi kromoendoskopsku pretragu.

Lugolova otopina (20 do 30 ml 1,5-3%) se apsorbira u normalnim stanicama plocastog epitela
koje imaju glikogen, tako da Ce stanice intestinalne metaplazije (vréaste stanice), displazije ili
tumora ostati neobojane, ali neobojana ostaje i regija teSkog ezofagitisa (upalne stanice). Malo
je kontroliranih studija uporabe lugola kod BE-a, ali lugol ima svoje mjesto u prvom redu u
boljem prepoznavanju i odredivanju to¢nih granica Barrett-ove sluznice te prepoznavanju
otoCi¢a Barrett-ovog tkiva nakon ablativne terapijel36. Metilensko modrilo (0,5%) boji urednu
sluznicu tankog i debelog crijeva te takoder pokazuje pojacanu apsorpciju od strane tkiva
intestinalne metaplazije (jednjaka-BE i Zeluca). Pojacano nakupljanje boje se definira kao
tamno-plavo obojana mukoza koja perzsitira unatoC ispiranju vodom, dok areali smanjenog
intenziteta plave obojanosti mogu odgovarati ZariStima displazije ili karcinoma. Veliki broj
studija 1 metaanaliza pokazuje izrazito Sarolike rezultate (osjetljivost 32-98%, specifi¢nost 23-
100%) uz veliku intraopservacijsku varijabilnost koja ovisi o iskustvu endoskopicara, tehnici
bojenja te interpretaciji samog nalaza.'”’ Zadnja metaanaliza iz 2009 nije nasla prednost
kromoendoskopije metilenskim modrilom naspram slijepih biopsije u dokazivanju bilo

metaplazije bilo displazije epitela.138

Kontroliranih studija sa drugim kromoendoskopskim
tehnikama (kristal violet, indigo karmin) ima vrlo malo. Octena kiselina (3%) u kombinaciji
sa magnifikacijskom endoskopijom u prospektivnim studijama'” pokazuje osjetljivost 52-
90% u dijagnostici intestinalne metaplazije, ali se nije pokazala kao bolja metoda u
prepoznavanju displazije ili ranog karcinoma. Ona se takoder upotrebljava za dokaz zaostalih
otoCi¢a Barrett-ove sluznice nakon endoskopske terapije (prepoznaje 52% viSe otoci¢a koji se
nisu vidjeli klasicnom endoskopijom. Endoskopski prikaz NBI-om predstavlja ‘“high-

resolution” endoskopsku tehniku koja naglasava fine strukture mukozne povrSine bez

upotrebe boje. NBI tehnika se zasniva na fenomenu da dubina prodora svjetla u sluznicu ovisi
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0 njegovoj valnoj duzini: §to je veca valna duzina, penetracija je dublja. Bijelo svjetlo iz
ksenonske lampe prolazi kroz RGB filtar koji ga lomi u crveno, zeleno i plavo svjetlo te se
obasjava sluznica po principu da plavo svjetlo prodire samo povrsinski dok crveno prodire u
submukozu, a dodatno hemoglobin apsorbira i plavo svjetlo te tako omogucuje prikaz krvnih
zila. Reflektirano crveno, zeleno i plavo svjetlo se detektira monokromatskim CCD
("monochromatic charged coupled device") uredajem koji se nalazi na vrhu endoskopa te se
same endoskopije pritiskom na gumb koji se nalazi u sklopu endoskopa te time imaju
prednost pred klasicnom kromoendoskopijom jer ne zahtijevaju upotrebu boje i omogucuju
pregled cijelog endoskopskog vidnog polja. NBI tehnologija nam omogucuje detaljni prikaz
mukoznih i1 krvnozilnih abnormalnosti te se dogovorno razlikuju 3 tipa mukoznih te 2 tipa
vaskularnih uzoraka:
1. mukozni uzorak (,,pit pattern®): striated/villous, circular i irregular/distorted
2. vaskularni uzorak (,,vascular pattern*): normalni ili abnormalni

Pravilni mukozni i vaskularni uzorak te ,,flat“ mukoza oznaCavaju intestinalnu metaplaziju,
dok je prikaz iregularne mukoze i vaskulatura te abnormalnih krvnih zila specifican za
displaziju visokog stupnja (osjetljivost 90-100%). Time se omogucava veci broj ciljanih, a
manji broj slijepih biopsija.'* Klasifikacijski sistemi NBI-a jo§ nisu do kraja razradeni i
potvrdeni u prospektivnim studijama, ali ipak po zadnjoj meta analizi NBI se pokazao
jednako ucinkovit kao ,,slijepe” biopsije u dokazu intestinalne metaplazije, a ucinkovitiji u
dokazu displazije ili ranog karcinoma.'*' Autofluorescenca (AFI) upotrebljava tkivne
fluorofore (kolagen, elastin, nikotinamid) koji emitiraju fluorescentno svjetlo duze valne
duljine kada su obasjani bijelim svjetlom kra¢e valne duljine. Normalno tkivo daje zelenu
boju, dok su areali displazije svijetlo ljubicaste boje. Potrebne su daljnje prospektivne ,,in-
vivo* studije da bi se verificirala korist ove metode, pocetni rezultati ,,in-vitro® studija na
kirurSkim resekcijskim materijalima su pokazali ve¢i stupanj fluorescence u podrucju
adenokarcinoma naspram displaziji ili metaplaziji. FICE i I-Scan pretvaraju klasicnu
endoskopsku sliku procesuirajuci reflektirane fotone ¢ime vrSe rekonstrukciju virtualne slike
pojacavajudi intenzitet suzenog plavog svjetla na maksimum, a suZenog crvenog i zelenog
svjetla na minimum. Zbog razli¢ite apsorpcije svjetla od strane hemoglobina dolazi do boljeg
prikaza mikrovaskulature 1 mukoznih abnormalnosti. Po recentnim studijama uz pomo¢ FICE
olakSano je postavljanje dijagnoze BE (bolja demarkacija Barrett-ove 1 Zelucane sluznice),

dok je I-Scan za sada potvrden kao metoda kojom se bolje prepoznaju refluksne promjene.
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Obje tehnike zahtijevaju veci broj studija koje bi potvrdila njihovu uc¢inkovitost u dijagnozi i
pracenju BE.

Proto¢nom citometrijom se moze detektirati aneuploidija ili G2/tetraploidija koji predstavljaju
markere neoplasticne progresije, ali nazalost zbog skupoce jo$§ nije dostupna u klinickoj
praksi. Balon citologija je metoda koja ne zahtijeva endoskopiju; naime balonom se dobivaju
stanice koje se citoloski analiziraju. Trenutno je najveci problem skupljanje dovoljnog broja
stanica i s dovoljno velike povrSine jednjaka kako bismo dobili reprezentativni uzorak za
detekciju displazije ili karcinoma.

Imunobojanje alfa-metilacil-CoA-racemazom (AMACR) ima veliki stupanj specifi¢nost u
detekciji displazije, jer pokazuje pojacanu ekspresiju u displaziji niskog stupnja (38%),
visokog stupnja (81%) te karcinomu (72%). Specifi¢nost detekcije displazije je 100%.'** 5-
aminolevulanska kiselina (5-ALA) se intracelularno konvertira u protoporfirin IX koji se
akumulira u neoplasticnom tkivu i prepoznaje se crvenom florescencijom nakon obasjavanja
bijelim svjetlom endoskopski. Potrebna su daljnja istrazivanja radi usporedbe efikasnosti ove
metoda naspram ,,slijepih* biopsija.

Konfokalna endomikroskopija producira mnoStvo horizontalnih presjeka koji Cine
trodimenzionalni, mikroskopski prikaz sluzni¢ne arhitekture (in vivo histopatoloski prikaz) te
omogucuje endoskopicaru postavljanja patohistoloske dijagnoze tokom endoskopije 1 bez
uzimanja bioptickih uzoraka. Konfokalna endomikroskopija nam pruza simultanu
endoskopsku i mikroskopsku sliku to jest omogucuje ciljani endomikroskopski prikaz
makroskopski suspektne lezije. Lokalna aplikacija acriflavina (0,02%) ili sistemska aplikacija
flourescina (10%) omogucuju izvrstan prikaz tkivne arhitekture (krvnih Zila, stanica i1
vezivnog tkiva). S obzirom da je rije¢ o ,najmladoj* endoskopskoj tehnici, velikih
prospektivnih studija jo§ nema, ali preliminarni rezultati ukazuju na visoku specifi¢nost 1
osjetljivost u detekciji displazije.143

Po zadnjim AGA smjernicama iz 2015 elekronska kromoendoskopija se preporucuje u

rutinskom pracenju bolesnika sa BE, posebno kod pacijenata sa poznatom displazijom ili

mukoznim iregularnostima

1.7. TERAPIJA BARRETT-ovog JEDNJAKA

Lijecenje GERB-a u pacijenata sa BE-om se ne razlikuje od lijecenja onih sa GERB-om bez
BE-a. Jedina razlika moZe biti u tome da se kod bolesnika sa BE-om ¢eS¢e odmah uvode

inhibitori protonske pumpe (IPP), a ne “step-up” terapija (antacid, H2 blokator). Kod
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bolesnika sa popratnim endoskopski dokazanim ezofagitisom te simptomima GERB-a,
upotreba IPP nije upitna, medutim kod bolesnika sa BE-om bez GERB-a, upotreba IPP bi bila
iskljucivo radi kemoprevencije progresije u displaziju ili adenokarcinom $to nije potvrdeno u
velikim kontroliranim studijama. Stoga po smjernicama spomenutog Americkog
gastroentroloskog druStva odluka o dugotrajnoj IPP terapiji bi trebala biti doneSena u
dogovoru sa bolesnikom uzimajuéi u obzir njegovo opce stanje, popratne bolesti te moguce
nuspojave. Antirefluksna kirurgija (funduplikacija) je takoder opcija kontrole GERB-a kod
pacijenata sa BE-om, medutim zbog komplikacija 1 upitnog ishoda, nema prednosti pred
farmakoloskom terapijom.'**'* Temeljem nekoliko istraZivanja postavljena je sumnja na
nedovoljno djelovanje IPP-a u bolesnika sa BE-om,"*® medutim ipak je potvrdeno da pacijenti
imaju adekvatan odgovor na IPP, ali da zbog tzv “refluksne dijateze” i mala koli¢ina Zelucane
kiseline moze biti odgovorna za perzistenciju tegoba. Povisenje doze IPP i dodavanje no¢ne
doze H2 blokatora je dobra opcija za trajno simptomatske bolesnike, pogotovo kod
“nocturnal-acid breaktrough” (NAB).'*” In vitro studije takoder ukazuju da agresivna
antisekretorna refluksna terapija moze biti odgovorna u prevenciji nastanka adenokarcinoma,
naime epizodi¢na ekspozicija distalnog jednjaka kiselini dovodi do hiperproliferacije,

.. . .. . 148
suprimiranja apoptoze te promocije karcinogeneze.

Bolesnici kojima je uvedena IPP
terapija 1 kojima je nakon 6 mjeseci terapije normaliziran pH distalnog dijela jednjaka imali
su histoloski dokazanu smanjenu ekspresiju PCNA (“proliferating cell nuclear antigen™), a
ekspresija markera diferencijacije vilina je porasla.'* Agresivna antirefluksna terapija moze
dovesti do regresije intestinalne metaplazije kod BE-a'” pa je sprjecen nastanak displazije.
Stupanj regresije je klinicki signifikantan jer oporavljeni (novi) viseslojni plocasti epitel ima

isto biolosko ponasanje kao i normalni epitel jednjaka.
1.7.1. TERAPIJA BOLESNIKA S DISPLAZIJOM EPITELA VISOKOG STUPNJA

LijeCenje bolesnika s HGD-om ukljucuje Cetiri moguca postupka:

1. ezofagektomija

2. endoskopska ablativna terapija

3. endoskopska mukozna resekcija (EMR)

4. intenzivno endoskopsko pracenje bez terapije dok se ne potvrdi dijagnoza

adenokarcinoma.
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Sva Cetiri postupka su pracena odredenim rizicima te jo§ nejasnom trajnom koristi, ve¢inom
zbog toga Sto follow-up pacijenata u nijednoj studiji nije duzi od 5 godina tako da se jo$ ne
moze re¢i o koristi navedenih strategija lijeCenja u eventualnom smanjenju smrtnosti od
adenokarcinoma. Ipak dvije “cost-effective” analize su dosle do zakljucka da endoskopska
ablacijska terapija pruZa Sansu najveceg preZivljenja s obzirom na kvalitetu Zivota.'>"!*?
Smjernica Americkog gastroenteroloskog drustva iz 2015 sugeriraju da je kombinacije
endoskopskih terapija (EMR uz ablacijske metoda) trenutno najbolja metoda lije¢enja HGD-a.
Kod bilo kakve vidljive mukozne abnormalnosti potrebno je uraditi endoskopsku resekciju
lezije (“staging” ER) pa ako dobiveni uzorak ukaze da je rije¢ isklju¢ivo o HGD-u ili
intramukoznom karcinomu (koji je mukoznom resekcijom odstranjen) tada je potrebno nakon

2 mjeseca uraditi ablacijsku terapiju preostale sluznice BE. Ako pak nema endoskopski

vidljivih lezija pogodnih za EMR, tada je prva i jedina terapija endoskopska ablacija.

Ezofagektomija je jedina metoda kojom se potpuno uklanja cijeli neoplasti¢ni epitel
(ukljucivo i moguce okultno tj neprepoznato zariSte karcinoma). Medutim, kirurski zahvat
nosi najvecdi rizik od komplikacija i smrtnosti koji ovisi o iskustvu operatera i godiSnjem broju
ezofagektomija (smrtnost od 3-12%). Prosje¢ni boravak u bolnici je 2 tjedna, u 30-50%
bolesnika nastaje najmanje jedna ozbiljna komplikacija poput pneumonije, aritmije, infarkta
miokarda, sréanog zatajenja ili infekcije rane, a dugoro¢ni problemi ukljucuju disfagiju,
gubitak tjelesne tezine, GERB te dumping sindrom."® Rizik od komplikacija i smrtnosti je
ipak neSto niZi kada se analiziraju samo podaci bolesnika koji su operirani zbog pocetnog
karcinoma na podlozi BE-a, a isklju¢e operacije zbog proSirene bolesti ili planocelularnog
karcinoma. Rizik od metastaziranja u limfne ¢vorove kod bolesnika sa intramukoznim
karcinomom iznosi 1-2%. Kada se pojave metastaze u regionalne limfne ¢vorove tada je

ezofagektomija metoda izbora.

Endoskopske ablativne tehnike uklju¢uju metode kojima se termicki, fotokemijski ili
radiofrekventnom energijom uniStava sluznice BE. Opisan je velik broj metoda: KTP laser,
argon laser, Nd:YAG laser, multipolarna elektrokoagulacija, argon plazma koagulacija,
fotodinamska terapija i radiofrekventna ablacija (RFA). Nakon ablativne terapije bolesnici
moraju uzimati IPP koji svojim antisekretornim djelovanjem omogucuje cijeljenje sluznice
jednjaka odnosno rast novog ploCastog epitela. Najvazniji nedostatak ablativnih terapije je
vjerojatna nemogucnost eradikacije svih displasti¢nih stanica. Parcijalna uradena ablacija

moze dovesti do stvaranja povrSnog sloja planocelularnog epitela, medutim taj epitel moze
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sakriti “burried” metaplastiéno tkivo koje daje osnovu za razvoj adenokarcinoma.'>

Retrospektivna studija'> kojom je istraZivana uspjesnost ablacijskih terapija (fotodinamska
terapija, RFA i argon plazma koagulacija) ukljucila je 166 bolesnika kod kojih je postignuta
kompletna eradikacija intestinalne metaplazije (IM) u 157 pacijenata, a rekurentna IM je
zabijezena u 48 pacijenata, od ¢ega displazija u 12. Konacni zakljuCak za definiranje mjesta
ablacijskih terapija u lije¢enju BE-a jo§ ne postoji zbog nepostojanja velikih meta analiza,
medutim “cost-effectivenes” analiza ukazuje na moguéu korist od ablacija bolesnika sa
displazijom, ¢ak i1 bez displazije, zbog dobre efikasnosti metode te koristi od prestanka

endoskopskog prac¢enja bolesnika.'*®

Radiofrekventna ablacija (RFA) je najnovija i vjerojatno najefikasnija ablacijska metoda koja
se provodi radiofrekeventnom energijom koja se isporucuje putem balon katetera za
cirkumferentnu ablaciju (RFA 360) ili ablacijskih katetera (RFA 60,90) za fokalnu ablaciju
opremljenih posebnim elektrodama. Prednost RFA pred ostalim metodama je brza isporuka
energije na Sirem podrucju Barrett-ove sluznice koja dovodi do kontrolirano duboke termalne
ozljede te stoga smanjuje rizik od “burried” metalazije te od formiranja striktura. Brojne
studije su provedene s RFA-om u terapiji BE-a. Na temelju rezultata tih studija preporuca se
terapija s RFA-om bolesnicima sa HGD-om."**" Najve¢a studija je uklju¢ila 127 bolesnika
sa displazijom epitela koji su bili podijeljeni u skupinu s RFA-om i bez nje (kontrolna
skupina-lijeCena antisekretornom terapijom). Nakon jedne godine u skupini sa ablacijom
postignuta je kompletna eradikacija kod 91% bolesnika sa LGD-om te u 81% onih sa HGD-
om naspram 3% kod LGD-a i 19% kod HGD-a u kontrolnoj skupini.'®

Fotodinamska terapija se zasniva na sposobnosti nekih fotosenzibilnih kemijskih agensa
poput  photofrina  II, 5ALA  (aminolevulinska  kiselina), @~ mTHPC  (meso
tetrahidroksifenilklorin) koje, kada se daju bolesnicima, apsorbiraju maligne stanice. Nakon
stimulacije 1 aktivacije fotosenzibilne tvari laserskim svjetlom male valne duZine pomocu
endoskopa, dobivena energija se pretvara u molekularni kisik koji ima citotoksi¢ni uc¢inak na
maligne stanice. Metoda je nesto bolja u eradikciji displazije naspram IPP terapije, ali je Cesta
nuspojava suzenje jednjaka, a ostaju neke genetske abnormalnosti. Endoskopska sprej
krioterapija koristi hladni nitrogen ili ugljicni dioksid kojima se tkivo smrzava u trajanju 40
sekundi. U studiji 60 bolesnika sa HGD-om, u 58 (97%) je postignuta kompletna eradikacija
HGD-a, u 52 (87%) kompletna eradikacija cjelokupne displazije, a 34 (57%) bolesnika

kompletna eradikacija cijele sluznice BE-a.'®’
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Endoskopska resekcija ukljucuje endoskopsku mukoznu resekciju (EMR) te endoskopsku
submukoznu disekciju (ESD) kojima se vrsi ekscizija veceg segmenta sluznice (EMR do 20
mm, ESD i viSe). Prednost ovih metoda je u prikupljanju tkiva za patohistolosku analizu.
Naime odstranjeni uzorci su vrlo reprezentativni i omogucuju dobru histoloSku analizu lezije
u svim slojevima, mukoznim i submukoznim, pa je moguce procijeniti jesu li tim zahvatom
odstranjene displazija ili rani karcinom, odnosno moguce je procijeniti potrebu za kirurSkim
zahvatom. Vise je studija provedeno u ispitivanju EMR u lije¢enju ranog karcinoma. U
najve¢oj od njih'® ukljuteno je 100 bolesnika sa ranim karcinomom. Petogodisnje
prezivljenje nakon EMR bilo je 98%, bez vecih komplikacija. Medutim kod 11% bolesnika
uocena je pojava rekurentnog ili metakronog karcinoma koji su takoder lijeceni EMR-om, ali
to ukazuje na moguénost postojanja ostatnih stanica neoplasticnog potencijala i nakon
terapije. Rizi¢ni faktori za pojavu metakronih tumora predstavlja dugacki BE, multipli fokusi
displazije, komadna (piecemeal) resekcija te neadekvatna ablacija rezidualne sluznice nakon
ER. Najvaznija studija kojom je donesen kona¢ni zaklju¢ak o terapiji HGD-a i ranog
karcinoma je ona kojom je usporedena “stepwise” EMR za eradikaciju cijele sluznice BE-a te

kombinacija EMR-a za vidljive lezije uz RFA za ostatnu sluznicu BE.'®?

U obje grupe
zabiljezen je visoki stupanj kompletne remisije IM 1 neoplazije (96-100%), medutim rizik od

stenoze jednjaka je bio puno veéi u prvoj grupi (88 naspram 14%).

Intenzivno endoskopsko pracenje pacijenata s HGD-om (svakih 3-6 mjeseci) bez terapije dok
ne dode do razvoja adenokarcinoma je takoder opcija ali ve¢inom kod starijih ljudi uz brojne
komorbiditete kojima je endoskopska ili kirurSka terapija kontraindicirana. Kod mladih ljudi
je provedena jedna veca s‘[udija]64 s 75 pacijenata. Tokom pracenja od 7 godina karcinom je

zabiljeZen u njih 12 i svi su bili kirurski operabilni.

Endoskopska terapija pacijenata s LGD-om 1 bez displazije naj¢eS¢e u praksi ukljucuje
ablativnu terapiju (RFA), iako efikasnost te korist terapije joS nije validirana randomizirnim
studijama te meta-analizama. Ipak smjernice Ameri¢kog gastroenteroloskog drustva'®
savjetuju da je bolesnicima sa BE bez displazije korisno uciniti RFA ako imaju rizik od
nastanka HGD ili adenokarcinoma jednjaka. RFA je opcija za eradikaciju LGD u bolesnika sa
BE, ali lije¢nik zajedno sa bolesnikom odlucuje o primjeni RFA ili o stalnom endoskopskom
pracenju s biopsijama sve dok se u dva uzastopna pracenja histoloski dokaze da viSe nema

LGD. Trenutno se ipak, po smjernicama, ne preporu¢na niti ablativna niti resekcijska terapija
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u gore navedenih skupina bolesnika ve¢ endoskopsko pracenje uz biopsije (6-12 mjeseci sa

LGD te 3-5 godina bez displazije).

Mnoga nacionalna endoskopska drusta su izdala smjenice pracenja I lijeCenja bolesnika sa

BE, a razlike u smjernicama ukazuju na brojna otvorena i nerijeSena pitanja. Najprihvatjive se

¢ine smjernice Americkog gastroenteroloskog drustva (AGA) iz 2015:

10.

165

Probir za BE je indiciran kod ljudi sa rizicnim faktorima (preko 50 godina,
muskarci, bijelci, kronicni GERB, hijatalna hernija, povisSen BMI,
intraabdominalna raspodjela masnog tkiva

Probir za BE nije potreban u op¢oj populaciji

Dijagnoza displazija zahtijeva potvrdu drugog patologa (eksperta u GI patologiji)
Endoskopsko praéenje se provodi po slijedeCem principu: BE bez displazije 3-5
godina, LGD 6-12 mjeseci, HGD (ako se ne odlu¢imo za terapiju) 3 mjeseca
Molekularni biomarkeri trenutno nisu dio rutine u pracenju bolesnika ili
stratifikaciji rizika.

Upotreba ASK-e ne sprjecava razvoja adenokarcinoma i navedeno ne bi smjelo
biti jedina indikacija za uvodenje ASK-a u terapiju.

IPP je indiciran u lijeCenju popratnog ezofagitisa, medutim dugotrajna upotreba
IPP ne smanjuje rizik od progresije prema karcinomu 1 treba biti detaljno
raspravljena sa pacijentom.

Endoskopsko pracenje zahtijeva upotrebu endoskopa sa bijelim svijetlom visoke
rezolucije uz biopsije iz 4 kvadranta na svaka 2 cm (svaki 1 cm kod ve¢ poznate
displazije) te odvojene biopsije mukoznih iregularnosti

Kromoendoskopija bi trebalabiti dio rutine u prac¢enju bolesnika sa BE, posebno
kod pacijenata sa displazijom ili nodularnostima sluznice

Endoskopske ablativne tehnike ili endoskopska resekcija indicirani su kod
bolesnika sa HGD-om, dok svaka mukozna abnormalnost zahtijeva ‘“staging”

EMR.
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1.8. ENDOSKOPSKO PRACENIJE

Endoskopsko prac¢enje bolesnika s BE-om se zasniva na ¢injenici poviSenog rizika od razvoja
adenokarcinoma jednjaka te pretpostavci da pracenje utjeCe na prezivljenje bolesnika i na

smanjenje smrtnosti. Te pretpostavke ipak jo§ nisu potvrdene u randomiziranim studijama.'®

167 medutim

Godisnja incidencija adenokarcinoma jednjaka kod pacijenata sa BE je od 0,1-2%,
rizik od razvoja karcinoma ovisi od faze BE-a. Tako je dokazano da je rizik od karcinoma kod
nedisplasticnog BE-a 0,3% godiSnje, BE-a sa LGD-om 0,5-1% godiSnje, a kod prisutnog
HGD-a 9% (6-20%) godisnje.'® Muskarci sa BE-HGD-om imaju dvostruko vii rizik od
razvoja karcinoma nego Zene sa potvrdenom HGD.'® Opéenito, adenokarcinom jednjaka nije
Cesti uzrok smrti bolesnika s BE-om , a to objaSnjavamo dobi pacijenata u kojoj su izlozeni
drugim, c¢eS¢im bolestima. Medutim opservacijske studije su pokazale da endoskopsko
prac¢enje moze otkriti pocetnu fazu displazije, koju je moguce izlijeciti, kao i asimptomatske

7017 Najveéa epidemioloska studija'’* koja

(rane) karcinome koje je takoder moguce izlijeciti.
je pokusala dati odgovor o prirodnom tijeku bolesti ukljucila je 618 bolesnika u prac¢enju od 4
godine. Tokom tog perioda 100 bolesnika (16%) je razvilo LGD, 22 (3,6%) HGD, a 12
(1,9%) karcinom. Godi$nja incidencija LGD-a je bila 4,3%, HGD-a 0,9%, a karcinoma 0,5%
godisnje. Ishod bolesnika sa LGD-om je bio slijedeci: regresija u ne-displasti¢ni BE bila je
66%, perzistentna LGD u 21%, pojava HGD-a u 10%, a karcinoma u 3,2%. Nije bilo razlike
izmedu ponaSanja i tijeka bolesti kod BE dugog (preko 3 cm) naspram kratkog segmenta.
Problem endoskopskog pracenja je i tocna detekcija displazije. Oslanaju¢i sa samo na
“random” biopsije po Seattle protokolu, vrlo lako mogu promaknuti areali displazije i ranog

. 1 174
karcinoma.'”>7

Dobrom endoskopskom tehnikom sa pazljivim 1 dovoljno dugim
promatranjem sluznice BE-a te upotrebom kvalitetnih H-D endoskopa visoke rezolucije
manja je moguc¢nost da previdimo suspektna mjesta Barrettove sluznice. Smatra se da je
detaljna endoskopska inspekcija postignuta ako se provede 1 min po 1 cm duzine BE
isklju€ivo promatrajuc¢i sluznicu. Upotreba kromoendoskopije i njeno mjesto u pracenju
bolesnika je opisano u gornjem poglavlju. Zaklju¢no, uz sve dosadaSnje napredne tehnike
(bilo endoskopke, bilo molekularne-biomarkeri, bilo patohistoloSke) jo§ nije pronadena

moguca adekvatna zamjena dosadasnjim preporukama, a to su dovoljno dugo vrijeme

inspekcije Barrettove sluznice H-D endoskopom sa bijelim svjetlom.
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1.9. SUSTAV POPRAVKA POGRESNO SPARENIH BAZA

DNA sustav popravaka krivo sparenih baza (mismatch repair-MMR sustav) predstavlja jedan
od najvaznijih sustava u osnovi karcinogeneze i najvise je ispitan kod kolorektalnog
karcinoma (sporadi¢nog i nasljednog-Lynch sindrom). Poreme¢aj MMR sustava dovodi do
skoro 1000 puta ucestalijih greSaka DNA tokom replikacije. U osnovi DNA MMR sustav
sudjeluje u ispravljanju gresaka sparenih DNA baza u novonastaloj uzvojnici DNA. Vecinu
navedenih greSaka (oko 99%) ispravlja DNA polimeraza, medutim dosta ¢esto promaknu
krivo spojeni nukleotidi 1 kratke insercijsko/delecijske mutacije koje se ve¢inom pojavljuju u
ponavljajuéim nizovima. Navedeni nizovi se nazivaju mikrosateliti 1 sastoje se od
ponavljaju¢ih nizova nukleotida (6 ili manje) koji poprilicno Cesto promaknu kontroli i
popravku DNA polimeraze. MMR sustav sluzi u prepozavanju i popravljanju navedenih
greSaka, a ako je on inaktiviran, nastaje posljedi¢no skracenje mikrosatelita koje dovodi do
mikrosatelitske nestabilnosti (MSI). Laicki re¢eno, MMR sustav “skenira” DNA nakon DNA
polimeraze i tako djeluje kao drugi osigura¢ adekvatne DNA sinteze. Kada MMR sustav
otkrije gresku (krivo sparane baze nukleotida), istu odmah i korigira (isjece iz DNA lanca), a
potom DNA polimeraza ponovi sintezu dijela lanca trajno ispravljaju¢i uocenu gresku.

Postoje 4 osnovne faze DNA MMR sustava:

prepoznavanje krivo sparenih baza
aktivacija enzima vaznih za popravljanje

isjecanje navedene sekvence

Sl

resinteza ispravnog lanca

Obitelj humanih MMR proteina koji su odgovorni za prepoznavanje krivo sparenih baza se
naziva hMSH (human MutS Homolog). Najvazniji proteini navedenog sustava su MSH2
(mutS homolog 2), MLH1 (mutL homolog 1), MSH6 (mutS homolog 6), PMS2 (postmeiotic
segregation increased 2) 1 MSH3 (mutS homolog 3) 1 uvijek djeluju kao heterodimeri. Kada se
prepozna krivo sparena baza formiraju se navedeni heterodimeri: MutS alfa je koji se sastoji
od jedne molekule MSH2 I MSH®6 i najces¢i je oblik MutS; s druge strane MutS beta se
sastoji od MSH2 1 MSH3. MSH2/6 prepoznaje krivo sparene baze te kratke petlje
insercije/delecije dok MSH2/3 prepoznaje dugacke petlje insercije/delecije. U svom
djelovanju MutS protein formiraju “klizajucu stezaljku” koja se inicijalno zakvaci na DNA na
mjestu krivo sparenih baza te potom klize lateralno duZ cijele uzvojnice.'”>'’® MSH protein

ima jedno vezno mjesto za ATP c¢ija prisutnost odreduje karakteristike vezanja MutS
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kompleksa; kada je vezan ADP, MutS je ucvrSéen za krivo sparene baze; kada je vezan ATP
tada MutS putuje duz DNA uzvojnice. Kompleks DNA-MutS-ATP aktivira MutL. kompleks
(heterodimer koji se sastoji od MLH1 te PMS2 proteina). Postoje takoder tri tipa MutL
kompleksa: MutL alfa koji se sastoji od MLH1 I PMS2, MutLL beta MLH1 i PMS1 te MutL
gama MLH1 i MLH3. MutL djeluje kao sustav koji zamjenjuje DNA polimerazu i aktivira
egzonukleazu 1 (Exol) i druge proteine nuzne za eksciziju (u jednom aktu moze se izrezati do
kilobaza DNA uzvojnice). U cijelom procesu sudjeluju i RPA (replication protein A) koji
stabilizira drugi DNA lanac i odgovoran je za prekid ekscizije nakon Sto je krivo sparena baza
odstranjena. Nakon ekscizije DNA polimeraza i DNA ligaza klasicnim putem sintetiziraju

novi DNA lanac ¢ime je zavrSen popravak.

MMR sustav je reguliran brojnim putevima i odgovara na brojne podrazaje. Najveca razina
MMR proteina se nalazi u stanicama koje se brzo dijele. Hipoksija moze uzrokovati pojavu
veéeg broja stanica kojima je oSte¢en MMR sustav te time dovodi do povecéanja
mikrosatelitske nestabilnosti tumora.'””'’® Oksidativni stres, pogotovo u fazi jake upale,

dovodi do “down” regulacije MMR sustava.'”

Bcl-2 je anti-apoptoticki protein koji je
pojacano eksprimiran kod odredenih tumora te je dokazano da ima direktni utjecaj na MMR
sustav tako $to sprje¢ava njegovu aktivnost.' Intranuklearna lokalizacija MMR proteina je
najvaznije za njihovo djelovanje. Oni moraju biti u jezgri kako bi mogli sudjelovati u
popravku DNA. PremjeStanje proteina u jezgru je pod utjecajem DNA alkiliraju¢ih

Y 181
¢imbenika,

182

a 1 bilo kakvo oSte¢enje DNA sudjeluje u direktnom prebacivanju proteina u
jezgru. ”“ Jedan od najvaznijih karcinogena, kadmij, inhibira MMR sustav te tima povecava

uestalost mutacija za 2000 puta.'®’
Uzroci greSke MMR sustava mogu biti:

1. nasljedne mutacije bilo kojeg od MMR gena-naj¢eS¢e MSH2, MLH1, MSH6 ili rjede
PMS 1 ili 2 vaZzne za nastavak hereditarnog nepolipoznog kolorektalnog carcinoma
(HNPCC)

2. somatska inaktivacija MLH1 uzrokovana hipermetilacijom u 15% sporadi¢nih

kolorektalnih karcinoma.'®*

U stanicama kod kojih postoji MMR mutacija dolazi do mutacije klju¢nih gena koji reguliraju
stani¢nu proliferaciju i apoptozu. Originalne Bethesda smjernice'* predlozile su panel od 5

mikrosatelitskih markera za zajednicku analizu mikrosatelitske nestabilnosti (MSI) u HNPCC.
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Navedeni panel je sadrzavao 2 mononukleotidna (BAT-25 i BAT-26) te tri dinukleotidna
(D5S346, D2S123 i D17S250) ponavljanja. Uzorci kod kojih je nestabilnost postojala u dva
ili viSe ponavljanja su klasificirani kao MSI-high (MSI-H), dok oni sa jednim nestabilnim
ponavljanjem kao MSI-low (MSI-L). Uzorci kod kojih nije bilo abnormalnosti klasificirani su
kao MSI-stabilni (MSS). S obzirom da je dokazano da su mononukleotidni markeri
osjetljiviji, provedena je revizija originalne klasifikacije 2002 koja je ukljucivala sekundarni
panel mononukleotidnih markera (kao BAT-40) te iskljucivanje klasifikacije MSI-L kada su
samo dinukleotidni slijedovi mutirani.'®® Po tim novim smjernicama osjetljivost verifikacije
MSI se povecala na 81,8%, a specificnost na 98%. Klasifikacija se zasniva na slijedecoj
podjeli: MSI-H kada je nestabilnost dokazana u vise od 30% lokusa, MSI-L izmedu 10-30%
lokusa, a MSS kod manje do 10% lokusa.

Osnova nastanka tumora kod HNPCC je MSI. NajceSc¢e pola ili viSe mikrosatelita iskazuje
mutacije u tumorskim stanicama, stoga MSI moze posluziti kao izvrsni marker poremecaja
MMR sustava. Postoje dva osnovna nacina dokazivanja MSI: genetsko testiranje (Bethesda
panel) ili imunohistokemija. MSI se genetskim testiranjem dokazuje PCR-om specificnih
mikrosatelitskih ponavljanja. Prisustvo nestabilnosti se dokazuje usporedbom duZine
nukleotidnih ponavljanja kod tumorskih i normalnih stanica. Po korigiranom Bethesda panelu,
upotrebljava se 5 mononukleotidnih markera koji se testiraju i analiziraju Promega sustavom
analize." Osim navedenog, dinukleotidni markeri su izbadeni iz analiza zbog slabije
osjetljivosti 1 specificnosti, dok su dodani pentanukleotidi koji osiguravaju da je uzorak
tumora i kontrole od iste osobe. Najvazniji preduvjet tocnih rezultata MSI je optimalna PCR
kvaliteta. Prednost genetskog testiranja pred imunohistokemijom je slijedeca: odredene
mutacije mogu biti “missense” te nece utjecati na stabilnost i antigenost samog proteina, stoga
imunohistokemijsko bojanje moZe biti o¢uvano unato¢ nefunkcionalnom proteinu. Npr, slabo
MLHI1 bojanje uz odsutno PMS2 bojanje najceSc¢e znaci “missense” mutaciju MLHI.
Genetska analiza moze otkriti deficit MMR sustava koji nije uzrokovan klasi¢nim mutacijama
gena MLHI1, MSH2, MSH6 ili PMS2 i koji se nee moci zabiljeziti prilikom
imunohistokemije. Nedostaci genetskog testiranja proizlaze iz moguénosti da se mutacije
MSH6 gena ne¢e moci klasificirati kao MSI-H zbog toga $to njegovu funkciju moze
nadomjestiti MSH3 (koji takoder djeluje kao heterodimer sa MSH?2) i stoga se tumori mogu

lazno “nize” klasificirati kao MSS ili MSI-L.'88-18
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Monoklonska protutijela su u upotrebi od 1996 1 omogudili su brzu 1 jeftiniju
imunohistokemijsku detekciju MMR proteina pa se danas smatra da je imunohistokemija prva
probirna metoda za dijagnozu MSI naspram genetskog testiranja. Imunohistokemija na samo
dva proteina (MLH1/MSH2) ima osjetljivost od 85% u predikciji mutacija navedenih gena.
To je neSto nize nego genetsko testiranje, ¢ija osjetljivost seze do 93%. Medutim upotrebom
sva 4 protutijela, osjetljivost imunohistokemije raste do 92%. Navedeno poboljSanje se
vecinom zasniva na mogucénosti da imunohistokemijsko bojanje na PMS2 moze predvidjeti i
propustenu MLH1 mutaciju.'”® Osim toga, imunohistokemija na MSH6 ima puno vecu
osjetljivost nego genetsko testiranje. Ukupna specifi¢nost imunohistokemije je 95%.""
Zaklju¢no, imunohistokemija je pouzdana metoda za detekciju mutacija koje rezultiraju
degradacijom proteina, medutim nije toliko pouzdana u prepoznavanju proteina Kkoji
rezultiraju “missense” mutacijama (morfoloski uredan protein koji nema odrzanu funkciju).
Vec¢ina MSH2 mutacija rezultiraju degredacijom proteina, pa je zato imunohistokemija

192 . oy ye .. . . .
°2 Medutim, vide od tre¢ine MLH1 mutacija su “missense” i rezultiraju

pouzdana metoda.
mutiranim proteinom koji je antigenski oGuvan ali funkcionalno inaktivan.'” Stoga
imunohistokemija u ovom sluc¢aju moze biti lazno pozitivna. Kako je ve¢ navedeno ranije, u
svom funkcionalnom stanju MMR protein formira heterodimere.'**'*> MSH2 dimerizira sa
MSHS6 i formira funkcionalni kompleks MutS, dok MLH1 dimerizira sa PMS2 i formira
MutL. MSH2 I MLH1 su obligatorni partneri njihovih odgovarajuéih heterodimera.'”®
Njihova abnormalnost moZe rezultirati proteolitickom degradacijom njihovog dimera i
posljedicnim gubitkom i obligatornog i sekundarnog protein-partnera. Obrnuto medutim nije
moguce. Kada se mutacija javi u genima sekundarnih protein (MSH6 ili PMS2), ne mora do¢i
do istodobnog gubitka ekspresije obligatornih proteina (MSH2 i MLH1). Navedeno nastaje
zato jer funkcija sekunadrnih proteina moze biti nadomjeStena drugim proteinima poput
MHS3, MLH3 i PMSI. Zaklju¢no, mutacija MLH1 ili MSH2 skoro uvijek uzrokuje gubitak
imunohistokemijskog bojanja MLH1/PMS2 ili MSH2/MSH6, dok mutacije PMS2 i MSH6
uzrokuju izolirani gubitak samo navedenih proteina. Imunohistokemijskim bojanjem samo na
MLH1/MSH2 nije moguce otkriti sve mutacije navedenih proteina, dok imunohistokemija na
PMS2 1 MSH6 ima kapacitet otkrivanja 1 vlastitth mutacija kao 1 onih na MLHI1/MSH2."’
Prednost imunohistokemije isto tako lezi u tome Sto je lako dostupna i jeftinija (do 3x) od
genetskog testiranja. Trenutno je patolog taj koji odreduje da li, na osnovu morfologije
tumora, ima smisla provoditi testiranje na MMR mutacije. U buduénosti ¢e se najvjerojatnije

provoditi rutinska testiranja kada ¢e imunohistokemija biti na prvom mjestu, prije genetskog

testiranja. U skoroj buduénosti predvidena je 1 daljnja redukcija rutinskog
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imunohistokemijskog bojanja-ideja je da se radi iskljucivo bojanje na PMS2 I MSH6 (probir)
radi gore navedenih razloga, a u slucaju patoloskog nalaza uraditi dodatno i testiranje na
MLH1 1T MSH2. Ako je bojanje na PMS2 I MSH6 negativno, nema potrebe daljnjeg
istrazivanja. U odnosu na genetsko testiranje imunohistokemija takoder ima prednost jer, za
razliku od odredivanja MSI, moze to¢no odrediti koji je MMR gen oStecen 1 time omoguciti
ciljano genetsko testiranje. Isto tako prednost imunohistokemije je kod izoliranih mutacija
MSH6 koje vrlo lako mogu promaci genetskom testiranju, ali ¢e ih u tim slucajevima
imunohistokemija uvijek prepoznati. Najvazniji nedostaci imunohistokemije su u tome §to ne
mora biti pouzdana kod malih bioptickih uzoraka tkiva, medutim velike studije o navedenom
jos nisu provedene. Ipak u svakodnevnoj praksi najvaznije ograni¢anje imunohistokemije je

kvaliteta bojanja'*® i to zbog tri situacije:

1. fokalno bojanje
2. nedostatak pozitivne unutarnje kontrole

3. citoplazmatsko bojanje

Fokalno i slabo bojanje uz nedostatak pozitivne unutarnje kontrole se najéesée susrec¢e kod
MLHI1, a najvjerojatnije nastaje zbog mikrookruzenja tumora (hipoksija?) te greske u
fiksiranju tkiva, a ne zbog odredenog tipa genetske mutacije. Fokalno i nejednako bojanje se
najc¢e$ce susreCe kod MSH6, ali je konkretni uzrok navedenog jo§ nejasan. Izostanak
pozitivne unutarnje kontrole, kod inace imunohistokemijski negativnih tumora, viSe nije
razlog da se takvi preparati odbacuju kao neadekvatni. Detaljnim pregledom ili ponavljanim
bojanjem se ipak moze dokazati pozitivno bojanje okolnih benignih stanica dok su tumorske
stanice negativne. Uloga i mjesto citoplazmatskog bojanja jo§ nije poznata. lako dakle
postoje gore navedena ograni¢enja, adekvatna interpretacija imunohistokemije je poprili¢no
lagana, pogotovo uz malo iskustva. Opcenito, prisustvo nuklearnog bojanja tumorskih stanica
(Cak 1 ako je fokalno ili slabo) je dobar dokaz odrzanog MMR proteina. U rijetkim situacijama
kada nema pozitivne unutarnje kontrole, sugerira se ponavljanje bojanja, a ako 1 ponovljeno
bojanje ne verificira pozitivne stromalne stanice, tada je najbolje zakljuciti da je tumor

imunohistokemijski abnormalan ili inkonkluzivan.

MSI je opisana kod velikog broja tumora, najvise je istraZzivanja provedeno kod kolorektalnog
karcinoma, a opisane su mutacije i kod karcinoma zeluca, endometrija, jajnika te glioblastoma
i limfoma.'”” Nasljedne mutacije MMR proteina su prvo opisane kod kolorektalnog karcinoma

(KRK) u sklopu Lynch sindroma (ili hereditarnog ne-polipoznog kolorektalnog karcinoma-
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HNPCC).*® Lynch sindrom je autosomno dominantna bolest koja &ni 2-3% svih

"2 sveukupno (kod nositelja mutacija MMR proteina) povecava

kolorektalnih karcinoma,2
rizik KRK za 60-70% u muskaraca te 30-40% u Zena, a za razvoj karcinoma endometrija 40-
80%.2°*?% U sklopu Lynch sindroma &edée su i druge metakrone neoplazme: tankog crijeva,
uretera, bubrega, gusSterace, bilijjarnog trakta te CNS-a. KRK koji prezentiraju MSI imaju

nekoliko karakteristika:

1. MSI je prisutna u otprilike 15% KRK-a koji su sporadi¢ni 1 uzrokovani
hipermetilacijom MLH1

2. Otprilike 2-3% KRK-a su uzrokovani genetskim mutacijama u jednim od proteina
MMR sustava

3. MSI fenotip je karakteriziran desnostranom lokacijom tumora, niskim patoloskim
stadijem, mucinoznom prezentacijom, limfocitima koji infiltriraju tumor, prisutnoscéu
nodularnih infiltrata (slicno kao kod Mb Crohn), odsutnoséu nekroze te ranijom
pojavom bolesti (<55 godina)

4. MSI tumori imaju bolju prognozu i smanjenu moguc¢nost metastaziranja naspram MSS
tumora

5. Klasi¢na kemoterapija bazirana na 5-fluorouracilu nema efekta kod MSI tumora tako
da se kod njih naglasak daje na druge lijekove (irinotekan)

6. Novije studije imaju za cilj tocnu karakterizaciju MSI tumora koja bi omogucila

ciljanu terapiju

MSI fenotip je usko povezan s mutacijama onkogena i tumor supresorskih gena, kao Sto su
BRAF, KRAS te MREI11A. Ve¢ina KRK-a je karakterizirana nakupljanjem genetskih
nestabilnosti poput delecije, translokacije 1 amplifikacije pa se navedeni tumori klasificiraju
kao kromosomsko nestabilni (CIN-chromosomal instable).*** S druge strane KRK-i koji
nastaju mutacijama MMR gena imaju stabilan kariotip (kromosomsko stabilni-CIN negativni)
te njihova genetska nestabilnost primarno nastaje zbog varijacija u mikrosatelitima. Mutacije
viSe od 30 gena nastaju iz mikrosatelita zbog oSte¢enog MMR sustava, a ti geni su ukljuceni u
niz stani¢nih funkcija 1 puteva (proteini DNA popravka-MRE 11A, HRADS50; ¢imbenici rasta
TGF beta receptor II, IGF receptor II; proapoptoti¢ni factor BAX).*” MSI tumori su usko
povezni i s mutacijama gena koji kodiraju kinaze zbog ¢ega su vrlo pogodni za moguce

terapijske ciljeve: BRAF mutacija u KRK-u je puno c¢eS¢e u sporadi¢nim slucajevima
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(hipermetilacija MLH1) nego u nasljednim dok je KRAS mutacija je rjeda kod MSI nego

MSS tumora.?%

Naziv HNPCC (nasljedni nepolipozni KRK) je ipak zbunjujuéi jer se 1 kod HNPCC (Lynch
sindrom) vrlo &esto verificiraju adenomi debelog crijeva.””’ Ipak prisustvo vise od 10-15
adenoma je vrlo rijetko i prije ukazuje na moguéi atenuirani oblik familijarne polipoze.**®
Analiza adenoma u sklopu Lynch sindroma ukazuje na to da u sklopu velikog broja adenoma
(60-90%) postoji deficit MMR proteina i da je brzina prelaska adenoma u karcinom puno

krac¢a (2-3 godine) nego kod sporadicnog KRK (6-8 godina)209

te da su adenoma u Lynch
sindromu ¢esc¢e “flat” nego pedunkularni. Ipak ovakvi pacijenti imaju bolje prezivljenje te nizi

rizik od metastaza nego kod sporadi¢nog KRK-a, najvjerojatnije zbog dva mehanizma:

1. Povecan broj citotoksi¢énih CD8 T-limfocita unutar adenoma i tumora
2. SniZena razina transkripcije unutar tumora koja je odgovorna za lokalno Sirenje i

udaljene metastaze

Smjernice brojnih svjetskih gastroenteroloSkih druStava i dalje su u nesuglasju Sto se tice
pracenja i potrebe terapije BE prije razvoja adenokarcinoma. Strategija Cestih kontrolnih
endoskopija 1 biopsija se nije pokazala ,,cost-effective®, dok brojnim studijama 1 dalje nije
verificiran biomarker (osim displazije koja se dijagnosticira patohistoloski) koji bi bio
pogodan za pracenje i odluku o ranoj terapiji. Po dostupnim literaturnim podacima (Pubmed)
ispitivanje ekspresije proteina imunohistokemijskom metodom (te na osnovu rezultata analize
postojanje ili nepostojanje MSI) nije u ovom obliku provedeno kod pacijenata sa BE. U
literaturi postoje 4 rada u kojima je ispitivana mikrosatelitska nestabilnost kod pacijenata sa
adenokarcinomom jednjaka, ali su navedena istrazivanja ograni¢ena malim brojem pacijenata
i primarno usporedbom MSI kod adeno i planocelularnog karcinoma®'® te ispitivanjem MSI
iskljucivo kod adenokarcinoma.”'' "> S obzirom na isti patofizioloSki mehanizam razvoja
adenokarcinoma jednjaka (slijed metaplazija-displazija-karcinom) kao i karcinoma debelog
crijeva gdje je MSI dokazani rizi¢ni ¢imbenik, smatramo da bi odredivanje ekspresije MLH1,
MSH2, PMS2 i MSH6 u razli¢itim fazama BE moglo dovesti do podataka o vrijednosti ovih
¢imbenika kao prognostickih faktora koji bi mogli utjecati na prepoznavanje pacijenata koji
su poviSenim rizikom te kod kojih bi se odlucili na raniju endoskopsku terapiju 1 cesce

kontrole.
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2. CILJEVI I HIPOTEZE ISTRAZIVANJA

1. odrediti ekspresiju MLH1 (pozitivna/negativna), MSH2 (pozitivna/negativna), PMS2
(pozitivna/negativna), MSH6 (pozitivna/negativna) i p53 (pozitivna/negativna) na
reprezentativnom uzorku pacijenata sa BE u razli¢itim fazama bolesti (intestinalna

metaplazija, displazija niskog 1 visokog stupnja, adenokarcinom)
2. usporediti ekspresiju MLH1 sa ekspresijom MSH2
3. uraditi komparativnu analizu ekspresije MLH1 i PMS2
4. uraditi komparativnu analizu ekspresije MSH2 i MSH6
5. usporediti ekspresiju MLH1, MSH2, PMS2 te MSH6 sa ekspresijom p53

6. usporediti ekspresiju MLH1, MSH2, PMS2, MSH6 1 p53 pojedinacno u razli¢itim

fazama razvoja BE od metaplazije prema adenokarcinomu

7. Utvrditi korelaciju ekspresije MLH1, MSH2, PMS2, MSH6 1 p53 u uzorcima te na
osnovi statisticke analize zakljuciti o moguéoj ulozi odredivanja navedenih
biomarkera kao prognostickih c¢imbenika u razvoja karcinoma jednjaka te
prepoznavanju one skupine bolesnika koja ¢e imati koristi od ranijeg i agresivnijeg
lijecenja.

Osnovna hipoteze istraZivanja jest da se napredovanjem (pogorSanjem histologije) BE javljaju
¢es¢e mutacije u MMR sustavu to jest veéi gubitak imunohistokemijske ekspresije MMR
proteina. Sekundarne hipoteze su da se u razli¢itim stadijima BE prati podjednaka ekspresija
heterodimera (MLH1/PMS2 te MSH2/MSH6) te da ekspresija pS3 proteina prati gubitak

ekspresije MMR proteina u razli¢itim stadijima bolesti.

3. USTROJ ISTRAZIVANJA

Rije¢ je o retrospektivnom istrazivanju (povijesna kohortna studija). U odnosu na pristup
istrazivanje je eksperimentalno, a s obzirom na namjenu primijenjeno. Prema specificnom
ustroju radi se o presjenom istrazivanju (cross-sectional study). Prema nacinu dobivanja

podataka istrazivanje je opservacijsko.

4.ISHOD ISTRAZIVANJA
Ishod istrazivanja je odredivanje razlike u ekspresiji p53, MLH1 i MSH2, PMS2 te MSH6 u
uzorcima tkiva (biopticki uzorci distalnog jednjaka dobiveni tokom endoskopske pretrage

gornje probavne cijevi 1 kirurSki materijal) razlicitih faza razvoja BE-intestinalna metaplazija-
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displazija niskog i visokog stupnja-adenokarcinom jednjaka (glavni izlazni parametar).

Sporedni izlazni parametri je komparativna analiza ekspresije MLH1/PMS 2 1 MSH2/MSH6.

5. MATERIJALI I METODE ISTRAZIVANJA

U istrazivanju su koristeni arhivirani parafinski blokovi bioptickih uzoraka sluznice BE uzetih
po Seattle protokolu (biopsije iz 4 kvadranta sluznice BE na svako 1-2 cm) te intraoperativnih
resekcijskih materijala tokom dvije godine (2009. i 2010.) uzastopno dijagnosticiranih
bolesnika sa BE 1 adenokarcinomom jednjaka. Za istrazivanje su koriSteni materijali bolesnika
sa BE (intestinalna metaplazija, displazija niskog i visokog stupnja) te adenokarcinomom
jednjaka. S obzirom da je u skupini sa displazijom visokog stupnja bilo malo pacijenata (3),
dogovorno je stastisticka obrada uradena u tri skupine: BE bez displazije, BE sa displazijom
(niskog i visokog stupnja) te adenokarcinom jednjaka. U studiju je sveukupno ukljuc¢eno 70
pacijenata i vazno je naglasiti da su svi pacijenti razli¢iti, dakle nisu koriSteni parafinski
blokovi istog pacijenta sa eventualnom drugadijom patohistoloskom analizom (npr
intraoperativni resekcijski mateijal adenokarcinoma koji je na jednom dijelu uzorka
pokazivao displaziju). Isklju¢ni kriteriji su bili planocelularni karcinom jednjaka, bolesnici sa
nepotpunim podacima, uzorci koji nisu dobiveni gore navedenim metodama te oni koji nisu
adekvatno patohistoloski potvrdeni iako postoji endoskopski sumnja na BE.

Klasifikacija displazije je histoloski odredena prema revidiranoj Beckoj klasifikaciji
(intestinalna metaplazija-bez displazije te displazija niskog i visokog stupnja), potvrdena od
dva nezavisna patologa. Od parafinskih blokova su napravljeni dodatni rezovi na silanizirana
stakla radi imunohistokemijskog bojenja standardnom imunohistokemijskom metodom
(imunoperoksidaza avidin-biotin) koriste¢i protutijela anti-pS3 (Dako, Danska), anti-MLHI1,
anti-MSH2, anti PMS2 1 anti MSH6 (sva protutijela proizvodaca Novocastra, Engleska)
strojem za automatsko bojanje (Autostainer, Dako, Danska). Vrijednost ekspresije p53,
MLHI1, MSH2, PMS2 i MLH6 je odredena semikvantitativnim metodom (negativna i
pozitivna). Pozitivno bojanje je definirano kao kompletno nuklearno bojanje displasti¢nih 1
tumorskih stanica (epitelna komponenta tumora). Tumorske i displasticne stanice sa
kompletnim gubitkom nuklearnog bojanja, a uz prisustvo bojanja normalnih epitelnih ili
upalnih (limfati¢nih) stanica su definirane kao negativne (gubitak proteina dokazan
imunohistokemijskim bojanjem). Bojanje je dakle nuklearno a pozitivna unutarnja kontrola je
nuklearno bojanje normalnih epitelnih i stromalnih stanica te limfocita. Stoga je klasifikacija
pozitivna 1 negativna (MLHI1 pozitivan ili negativan, MSH?2 pozitivan ili negativan, PMS2

pozitivan ili negativan te MSH6 pozitivan ili negativan). Ekspresija p53 je klasificirana kao
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pozitivna (bojanje u viSe od 10% stanica) te negativna (bojanje u manje od 10% stanica)-
takoder je rije¢ o nuklearnom bojanju. Vrijednosti ekspresije p53, MLH1, MSH2, PMS2 te
MSHG6 usporedene su unutar istrazivanih skupina bolesti.

Razina statisticke znac¢ajnosti odredena je na 5% (P=0,05) te su svi intervali pouzdanosti dani
na razini 5%. U svim slu¢ajevima upotrebljavani su dvokraéni testovi statistiCke znacajnosti.
Egzaktni i Monte Carlo testovi statisticke znacajnosti koriSteni su umjesto asimptotskih.
Normalnost distribucija kvalitativnih varijabli provjerena je Shapiro-Wilks testom u slucaju
uzorka manjeg od 30 ili Kolmogorov Smirnov testom u slucaju uzorka veceg od 30. Kao
mjere centralne tendencije prikazani su aritmeticka sredina i standardna devijacija u slucaju
normalne distribucije, odnosno medijan i interkvartilno rasprSenje u slucaju statisticki
znaajnog odstupanja od normalne distribucije. Povezanost dvije varijabli s vise od dvije
kategorije, kao Sto je razlika u pojavi mutacije proteina izmedu tri faze Barrettovog jednjaka,
analizirana je hi-kvadrat testom, uz koji je kod statisticki znacajnih rezultata kao
standardizirana mjera veli¢ine ucinka dan koeficijent kontingencije C. Statisticki znacajna
povezanost dvije binarne varijable, primjerice razlika u mutaciji jednog proteina s obzirom na
mutaciju drugog, analizirana je Fisherovim Egzaktnim testom, te Phi koeficijentom korelacije,
koji je ujedno i standardizirana mjera veli¢ine ucinka za Fosherov Egzaktni test.

Za testiranje razlika izmedu vise od dvije skupine na kontinuiranoj varijabli, kao $to su razlike
u stupnju ekspresije proteina s obzirom na tri faze bolesti, koriSten je Kruskal-Wallis test sa
kvadriranim eta koeficijentom (1) kao standardiziranom mjerom uginka. Za medusobne
usporedbe dvije po dvije grupe koriSten je Mann-Whiteny U test, uz Bonferronijevu korekciju
razine statistiCke znaCajnosti. Povezanosti stupnja ekspresije proteina analizirane su
Spearmanovim rho koeficijentom korelacije. Sve statisticke obrade obavljene su u paketu

SPSS 17.0 (SPSS Inc., Chicago, IL, USA).
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6. REZULTATI

Osnovni demografski podaci pacijenata prikazani su u tablicama 1.1 2.

Tablica 1. Uzorak prema spolu, dobi i skupini BE (metaplazija, displazija, adenokarcinom)

Spol
muski
zenski
ukupno

Dob (ar.sr, st.dev)

Barrett bez displazije
Barrett s displazijom
Adenokarcinom

Ukupno

N (%)

52 (74,3)
18  (25,7)
70 (100,0)
63,2 (10,77)
22 (31,4)
37 (52,9)
11 (15,7)
70 (100,0)

KRATICE: ar.sr = aritmeticka sredina; st.dev = standardna devijacija

Buduc¢i da je u skupini visokog stupnja displazije bilo premalo sudionika za valjanu statisticku

analizu (n=3), skupina s visokim i niskim stupnjem displazije spojene su u jednu skupinu, "s

displazijom", te je takva kategorizacija koriStena u svim daljnjim analizama.

Distribucija dobi sudionika nije statisticki znacajno odstupala od normalne niti u jednoj od tri

ispitivane skupine (Kolmogorov - Smirnov z= 0,078; P = 0,200), pa su zato aritmeticka

sredina 1 standardna devijacija koriSteni kao mjere centralne tendencije i rasprSenja.

47



Tablica 2. Spolne i dobne razlike s obzirom na tri faze bolesti

Faza Barrettovog jednjaka

Bez displazije S displazijom Adenokarcinom P;ucinak
n (%) N (%) N (%)
Spol
muski 15  (68,2) 28 (75,7) 9 (81,8) 0,706
zenski 7 (31,8) 9 (24,3) 2 (18,2)
ukupno 22 (100,0) 37 (100,0) 11 (100,0)

Dob (ar.sr; st.dev) 58,5 (10,69) 65,8 (10,96) 64,3 (7,27)  0,036; 0,094

KRATICE: ar.sr = aritmetitka sredina; st.dev = standardna devijacija; P = y~ test za
nominalne varijable, ANOVA =za kontinuirane varijable; razina statisticke znacajnosti,
odnosno vjerojatnost pogreske tipa I (alpha); u¢inak = standardizirana mjera ucinka dana uz
statisti¢ki znagajne rezultate; > za ANOVA

Utvrdena je statisticki znacajna razlika u dobi izmedu tri skupine sudionika (ANOVA, F =
3,489; ss =2; P = 0,036; n2 = 0,094). Najmladi sudionici bili su u skupini bez displazije, dok
su najstariji sudionici bili u skupini s displazijom. Provedenim Bonferronijevim post-hoc
testom pokazalo se kako se statisticki znaCajno razlikuju samo skupina bez displazije i

skupina s displazijom (P = 0,033).

Odnosi ekspresije proteina prema spolu i dobi prikazani su u tablicama 3.1 4.

Tablica 3. Spolne razlike s obzirom na mutacije proteina

Spol
Muski Zenski P
n (%) N (%)
MLH1
mutacija 23 (442) 9 (50,00 0,672
bez mutacije 29  (55.,8) 9 (50,0)
ukupno 52 (100,0) 18 (100,0)
MSH2
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mutacija
bez mutacije
ukupno

PMS2
mutacija
bez mutacije
ukupno

MSH6
mutacija
bez mutacije
ukupno

pS3
negativno
pozitivno

ukupno

49
52

25
27
52

49
52

8
44
52

(5.8)
(94,2)
(100,0)

(48,1)
(51,9)
(100,0)

(5.8)
(94,2)
(100,0)

(15,4)
(84,6)
(100,0)

17
18

18

17
18

2
16
18

(5,6)
(94.4)
(100,0)

(50,0)
(50,0)
(100,0)

(5,6)
(94.4)
(100,0)

(11,1)
(88.,9)
(100,0)

0,973

0,88

0,973

0,655

KRATICE: P = y” test za nominalne varijable, razina statisticke znalajnosti, odnosno

vjerojatnost pogreske tipa I (alpha)

Ovom analizom nije utvrdena statisticki znacajna veza izmedu spola i ekspresije pojedinih

ispitivanih gena.
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Tablica 4. Dobne razlike s obzirom na mutacije proteina

K-S/ S -
N WP median  (IQR) p
MLH1
mutacija 32 0,200 63,5 (58,3-72) 0,946
bez mutacije 38 0,040 65,5 (52,3-72,3)
MSH?2
mutacija 4 0,956 59,5 (37,8-76,8) 0,615
bez mutacije 66 0,094 65 (54-72,3)
PMS2
mutacija 34 0,200 63,5 (57-70) 0,721
bez mutacije 36 0,035 65,5 (53,3-73,5)
MSH6
mutacija 4 0,956 59,5 (37,8-76,8) 0,626
bez mutacije 66 0,094 65 (54-72,3)
pS3
negativno 10 0,079 61 (57,3-74,3) 0,888
pozitivno 60 0,200 65 (54-70,5)

KRATICE: K-S/S-W P = Kolmogorov-Smirnov test normalnosti distribucije za uzorke vece
od 30 ili Shapiro - Wilk test normalnosti distribucije za uzorke manje od 30, razina statisticke
znacajnosti; IQR = interkvartilni raspon; P = Mann - Whitney U test razlika izmedu dvije
skupine na kontinuiranoj varijabli; razina statisticke znacajnosti, odnosno vjerojatnost

pogreske tipa I (alpha)

Nije utvrdena statisticki znacajna dobna razlika s obzirom na ekspresiju pojedinih gena.

Ekspresije MLH 1, MSH 2, PMS 2, MSH 6 i p53 proteina u tri faze bolesti prikazane su u
tablici 5.
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Tablica 5. Razlike u mutaciji proteina s obzirom na tri faze bolesti

Faza Barrettovog jednjaka

Bez displazije S displazijom Adenokarcinom P;ucinak

N (%) N (% N (%)

MLH1

mutacija 11 (50,00 12 (324) 9 (81,8)  0,014; 0,330
bez mutacije 11 (50,00 25  (67,6) 2 (18,2)

ukupno 22 (100,0) 37  (100,0) 11 (100,0)

MSH2

mutacija 4 (182) 0  (0,0) © 0,00  0,019;0,342
bez mutacije 18 (81,8) 37  (100,0) 11  (100,0)

ukupno 22 (100,0) 37  (100,0) 11 (100,0)

PMS2

mutacija 12 (54,5 13 (351) 9 (81,8)  0,019;0,318
bez mutacije 10 (45,5) 24 (64,9 2 (18,2)

ukupno 22 (100,0) 37  (100,0) 11 (100,0)

MSH6

mutacija 4 (182) 0  (0,0) O 0,00  0,018;0,342

bez mutacije 18 (81,8) 37 (100,0) 11 (100,0)

ukupno 22 (100,0) 37 (100,0) 11 (100,0)
pS3
negativno 3 (13,6) 5 (13,5 2 (18,2) >0,999

pozitivno 19 86,4 32 (86,5 9 (81,8)
ukupno 22 (100,0) 37 (100,0) 11 (100,0)

KRATICE: P = y test za nominalne varijable, razina statisticke znaajnosti, odnosno
vjerojatnost pogreske tipa I (alpha); u€inak = standardizirana mjera veli¢ine u¢inka dana uz

statisticki znacajne rezultate, koeficijent kontigencije C za y” test

Utvrdena je statisticki znaCajna razlika u ekspresiji MLH 1 izmedu tri faze Barrettovog

jednjaka (x> = 8,571; ss= 2; P = 0,014, koeficijent kontigencije = 0,330). Mutacija MLH 1 bila
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je prisutna kod 81,8% (9/11) sudionika s adenokarcinomom, zatim 32,64% (12/37) sudionika
s displazijom i 50% (11/22) sudionika bez displazije. Statisti¢ki znacajna razlika utvrdena je i
u ekspresiji MSH 2 (X2 =9,256; ss=2; P = 0,019, koeficijent kontigencije = 0,342). Niti jedan
sudionik s displazijom, kao niti s adenokarcinomom nije imao prisutnu mutaciju MSH 2, u
odnosu na 18,2% (4/22) sudionika bez displazije. Razlika u ekspresiji PMS 2 izmedu tri faze
Barrettovog jednjaka takoder se pokazala statisti¢ki znagajnom (x* = 7,856; ss= 2; P = 0,019,
koeficijent kontigencije = 0,318), te je kod sudionika s adenokarcinomom mutacija najcesce
bila prisutna, kod njih 81,8% (9/11), zatim kod 54,5% (10/22) sudionika bez displazije i
35,1% (13/37) sudionika s displazijom. Niti jedan od sudionika iz skupine s displazijom, kao
niti iz skupine s adenokarcinomom nije imao prisutnu mutaciju MSH 6, u odnosu na 18,2%
(4/22) sudionika iz skupine bez displazije, te se ta razlika takoder pokazala statisti¢ki

znaGajnom (y° = 9,256; ss= 2; P = 0,018, koeficijent kontigencije = 0,342).

Medusobna usporedba ekspresije ispitivanih proteina je prikazana u slijede¢im tablicama.
Usporedba MLLH 1 i PMS 2 proteina
Tablica 6. Povezanost MLH 1 i PMS 2 proteina

N Spearman rtho P

cijeli uzorak 70 0,970 <0,001
bez displazije 22 0,952 <0,001
Displazija 37 0,964 <0,001
Adenokarcinom 11 1,000

KRATICE: P = razina statisticke znacajnosti, odnosno vjerojatnost pogreske tipa I (alpha)

Nakon analize povezanosti PMS 2 1 MLH 1 proteina na kontinuiranim vrijednostima,
utvrdena je snaZna statisticki znacajna, pozitivna korelacija izmedu MLH 1 1 PMS 2 proteina,
kako u cijelom uzorku, tako 1 unutar pojedinih skupina. U sva Cetiri slucaja korelacija je
pozitivna, $to ukazuje na to da s porastom vrijednosti MLH 1 proteina, rastu 1 vrijednosti
PMS 2 proteina. U skupini sudionika s adenokarcinomom koeficijent korelacije iznosi 1, §to

ukazuje na to da, u toj skupini, ta dva parametra u potpunosti slijede jedan drugog.
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Cijeli uzorak

Tablica 7. Razlika u mutaciji PMS 2 proteina s obzirom na mutaciju MLH]1 proteina

PMS 2
Mutacija bez mutacije P, ¢
n (%) N (%)
MLHI1
mutacija 32 (%94,1) 0 (0,0 <0,001; 0,944
bez mutacije 2 (5,9) 36 (100,0)
ukupno 34 (100,0) 36 (100,0)

KRATICE: P = Fisherov Egzakt test za dihotomne varijable, razina statistiCke znacajnosti,
odnosno vjerojatnost pogreske tipa I (alpha); ¢ = Phi koeficijent korelacije za dihotomne

varijable; standardizirana mjera veli¢ine uc¢inka, uz Fisher Exact test

Utvrdena je statisticki znacajna povezanost ekspresije MLH 1 i PMS 2 proteina (Fisherov
Egzaktni test; P >0,001, Phi koeficijent = 0,994). Phi koeficijent korelacije izrazito je visok, te
ukazuje na snaznu pozitivhu povezanost ekspresije ta dva proteina. Kod gotovo svih

sudionika s mutacijom PMS 2 javila se i mutacija MLH 1, odnosno kod njih 94,1% (32/34).

Bez displazije

Tablica 8. Razlika u mutaciji PMS 2 proteina s obzirom na mutaciju MLH1 proteina kod

sudionika bez displazije Barrettovog jednjaka

PMS 2
Mutacija bez mutacije P, ¢
n (%) N (%)
MLH1
mutacija 11 9L7) 0 (0,0) <0,001; 0,913
bez mutacije 1 (8,3) 10  (100,0)
ukupno 12 (100,0) 10  (100,0)
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KRATICE: P = Fisherov Egzakt test za dihotomne varijable, razina statisticke znacajnosti,
odnosno vjerojatnost pogreske tipa I (alpha); ¢ = Phi koeficijent korelacije za dihotomne

varijable; standardizirana mjera veli¢ine ucinka, uz Fisher Exact test

Kod sudionika iz skupine bez displazije je utvrdena statisticki znacajna povezanost ekspresije
MLH 1 i PMS 2 proteina (Fisherov Egzaktni test; P >0,001, Phi koeficijent = 0,913). Phi
koeficijent korelacije izrazito je visok, te ukazuje na snaznu pozitivhu povezanost ekspresije
ta dva proteina. Kod gotovo svih sudionika s mutacijom PMS 2 javila se i mutacija MLH 1,
odnosno kod njih 91,7% (11/12).

S displazijom

Tablica 9. Razlika u mutaciji PMS 2 proteina s obzirom na mutaciju MLHI1 proteina kod

sudionika s displazijom Barrettovog jednjaka

PMS 2
Mutacija bez mutacije P; ¢
n (%) N (%)
MLH1 <0,001; 0,941
mutacija 12 (92,3) 0 (0,0)
bez mutacije 1 (7,7) 24 (100,0)
ukupno 13 (100,0) 24 (100,0)

KRATICE: P = Fisherov Egzakt test za dihotomne varijable, razina statisticke znacajnosti,
odnosno vjerojatnost pogreske tipa I (alpha); ¢ = Phi koeficijent korelacije za dihotomne

varijable; standardizirana mjera veli¢ine ucinka, uz Fisher Exact test

Utvrdena je statisticki znacajna povezanost ekspresije MLH 1 1 PMS 2 proteina kod skupine
sudionika s displazijom (Fisherov Egzaktni test; P <0,001; Phi koeficijent= 0,941). Medu
sudionicima koji su imali mutaciju PMS 2 proteina, kod njih 92,3% (12/13) utvrdena je i

mutacija MLHI proteina.
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Adenokarcinom

Tablica 10. Razlika u mutaciji PMS 2 proteina s obzirom na mutaciju MLHI1 proteina kod

sudionika s adenokarcinomom

PMS 2
Mutacija bez mutacije P; ¢
n (%) N (%)
MLHI1
mutacija 9 (100,0) 0 (0,0 0,018; 1,000
bez mutacije 0 (0,0) 2 (100,0)
ukupno 9 (100,0) 2 (100,0)

KRATICE: P = Fisherov Egzakt test za dihotomne varijable, razina statistiCke znacajnosti,
odnosno vjerojatnost pogreske tipa I (alpha); ¢ = Phi koeficijent korelacije za dihotomne

varijable; standardizirana mjera veli¢ine u¢inka, uz Fisher Exact test

Utvrdena je statisticki znacajna povezanost ekspresije MLH 1 i PMS 2 proteina kod skupine
sudionika s adenokarcinomom (Fisherov Egzaktni test; P =0,018; Phi koeficijent > 0,999).
Medu sudionicima koji su imali mutaciju PMS 2 proteina, svi su imali i mutaciju MLH 1

proteina.

Usporedba MSH 2 i MSH 6 proteina

Tablica 11. Povezanost MSH 2 i MSH 6 proteina

N Spearman rtho P

cijeli uzorak 70 0,907 <0,001
bez displazije 22 0,955 <0,001
Displazija 37 0,892 <0,001
Adenokarcinom 11 0,831 0,002

KRATICE: P =razina statisticke znacajnosti, odnosno vjerojatnost pogreske tipa I (alpha)

Nakon analize povezanosti MSH 2 i MSH 6 proteina na kontinuiranim vrijednostima,

utvrdena je snazna statisticki znacajna, pozitivna korelacija izmedu MSH 2 1 MSH 6 proteina,
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kako u cijelom uzorku, tako i unutar pojedinih skupina. U sva Cetiri slucaja korelacija je
pozitivna, $to ukazuje na to da s porastom vrijednosti MSH 2 proteina, rastu i vrijednosti

MSH 6 proteina.

Cijeli uzorak

Tablica 12. Razlika u mutaciji MSH 6 proteina s obzirom na mutaciju MSH 2 proteina

MSH 6
Mutacija bez mutacije P; ¢
N (%) N (%)
MSH 2
mutacija 4 (100,0) 0 (0,0 <0,001; 1,000
bez mutacije 0 (0,0) 66 (100,0)
ukupno 4 (100,0) 66  (100,0)

KRATICE: P = Fisherov Egzakt test za dihotomne varijable, razina statisticke znacajnosti,
odnosno vjerojatnost pogreske tipa I (alpha); ¢ = Phi koeficijent korelacije za dihotomne

varijable; standardizirana mjera veli¢ine u¢inka, uz Fisher Exact test

Utvrdena je statisticki znacajna povezanost ekspresije MSH 6 1 MSH 2 proteina (Fisherov
Egzaktni test; P <0,001; Phi koeficijent >0,999). Svi sudionici koji su imali mutaciju MSH 6

proteina, imali su i mutaciju MSH 2 proteina.

Bez displazije

Tablica 13. Razlika u mutaciji MSH 6 proteina s obzirom na mutaciju MSH 2 proteina kod

sudionika bez displazije Barrettovog jednjaka

MSH 6
Mutacija bez mutacije P; ¢
N (%) N (%)
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MSH 2

mutacija 4 (100,0) 0 (0,0 <0,001; 1,000
bez mutacije 0 (0,0 18 (100,0)
ukupno 4 (100,0) 18  (100,0)

KRATICE: P = Fisherov Egzakt test za dihotomne varijable, razina statisticke znacajnosti,
odnosno vjerojatnost pogreske tipa I (alpha); ¢ = Phi koeficijent korelacije za dihotomne

varijable; standardizirana mjera veli¢ine uc¢inka, uz Fisher Exact test

Kod sudionika iz skupine bez displazije je utvrdena statisticki znacajna povezanost ekspresije
MSH 6 i MSH 2 proteina (Fisherov Egzaktni test; P >0,001, Phi koeficijent >0,999). Svi
sudionici koji su imali mutaciju MSH 6 proteina, imali su i mutaciju MSH 2 proteina.

Nitko od sudionika iz skupine s displazijom, kao niti iz skupine s adenokarcinomom nije imao

mutaciju MSH 6, niti MSH 2 proteina.

Usporedba MLH 1 1 MSH 2 proteina

Cijeli uzorak

Tablica 14. Razlika u mutaciji MSH 2 proteina s obzirom na mutaciju MLH 1 proteina

MSH 2
Mutacija bez mutacije P; ¢
N (%) N (%)
MLH 1
mutacija 2 (50,0) 30 (45,5 >0,999; 0,021
bez mutacije 2 (50,0) 36 (54,5)
ukupno 4 (100,0) 66 (100,0)

KRATICE: P = Fisherov Egzakt test za dihotomne varijable, razina statisticke znacajnosti,
odnosno vjerojatnost pogreSke tipa I (alpha); ¢ = Phi koeficijent korelacije za dihotomne

varijable; standardizirana mjera veli¢ine ucinka, uz Fisher Exact test

Nije utvrdena statisticki znacajna povezanost mutacije MSH 2 i MLH 1 proteina
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Bez displazije

Tablica 15. Razlika u mutaciji MSH 2 proteina s obzirom na mutaciju MLH 1 proteina kod

sudionika bez displazije Barrettovog jednjaka

MSH 2
Mutacija bez mutacije P; ¢
N (%) N (%)
MLH 1
mutacija 2 (50,0) 9 (50,00 >0,999; 0,000
bez mutacije 2 (50,0) 9 (50,0)
ukupno 4 (100,0) 18  (100,0)

KRATICE: P = Fisherov Egzakt test za dihotomne varijable, razina statistiCke znacajnosti,
odnosno vjerojatnost pogreske tipa I (alpha); ¢ = Phi koeficijent korelacije za dihotomne

varijable; standardizirana mjera veli¢ine u¢inka, uz Fisher Exact test

Nije utvrdena statisti¢ki znacajna povezanost mutacije MSH 2 1 MLH 1 proteina kod
sudionika bez displazije Barrettovog jednjaka.
Budu¢i da nitko od sudionika iz skupine s displazijom i iz skupine s adenokarcinom nije imao

mutaciju na MSH 2 proteinu, obradu nije bilo moguce izvrsiti.

Usporedba MLH1, PMS2, MSH 2 i MSH 6 proteina s p53 proteinom

Cijeli uzorak

Tablica 16. Razlika u mutaciji MLH 1, PMS 2, MSH 2 i MSH 6 proteina s obzirom na

ekspresiju p53 proteina

pS3
Negativno pozitivno P, o
N (%) N (%)
MLHI1
mutacija 8 (80,0) 24 (40,0) 0,036; 0,281
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bez mutacije
ukupno
PMS 2
mutacija
bez mutacije
ukupno
MSH 2
mutacija
bez mutacije
ukupno
MSH 6
mutacija
bez mutacije

ukupno

2 (20,0)
10 (100,0)
8 (80,0)
2 (20,0)
10 (100,0)
0 (0,0)
10 (100,0)
10 (100,0)
0 (0,0)
10 (100,0)
10 (100,0)

36
60

26
34
60

56
60

4
56
60

(60,0)
(100,0)
(43,3) 0,043, 0,257
(56,7)
(100,0)
(6,7) >0,999; -0,101
(93.,3)
(100,0)
(6,7) >0,999; -0,101
(93,3)

(100,0)

KRATICE: P = Fisherov Egzakt test za dihotomne varijable, razina statistiCke znacajnosti,

odnosno vjerojatnost pogreske tipa I (alpha); ¢ = Phi koeficijent korelacije za dihotomne

varijable; standardizirana mjera veli¢ine u¢inka, uz Fisher Exact test

Utvrdena je statisticki znacajna povezanost ekspresije MLH 1 i p53 proteina (Fisherov

Egzaktni test; P = 0,036; Phi koeficijent = 0,281), te PMS 2 1 p53 proteina (Fisherov Egzaktni

test; P = 0,043; Phi koeficijent = 0,257). Sudionici koji su imali pozitivan nalaz, odnosno

ekspresiju p53 cesce su bili bez mutacije MLH 1 1 PMS 2 proteina, dok su sudionici bez

ekspresije p53 ¢esce imali mutaciju MLH 1 1 PMS 2 proteina.

Tablica 17. Povezanost MLH 1, PMS 2, MSH 2 i MSH 6 proteina s proteinom p53

N Spearman tho P
MLH1 70 0,095 0,436
PMS2 70 0,100 0,410
MSH2 70 0,204 0,090
MSH6 70 0,241 0,045

KRATICE: P = razina statisticke znacajnosti, odnosno vjerojatnost pogreske tipa I (alpha)
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Nakon $§to je analizirana povezanost MLH 1, PMS 2, MSH 2 i MSH 6 proteina s p53

proteinom na kontinuiranim, nekodiranim vrijednostima, utvrdena je statisticki znacajna,

pozitivna korelacija MSH 6 i p53 proteina (Spearman rho=0,241, 0,045).

Bez displazije

Tablica 18. Razlika u mutaciji MLH 1, PMS 2, MSH 2 i MSH 6 proteina s obzirom na

ekspresiju p53 proteina kod sudionika bez displazije

pS3
Negativno pozitivno P, o
N (%) N (%)
MLHI1
mutacija 2 (66,7) 9 474 >0999;0,132
bez mutacije 1 (33,3) 10  (52,6)
ukupno 3 (100,0) 19 (100,0)
PMS 2
mutacija 2 (66,7) 10 (52,6) >0,999; 0,097
bez mutacije 1 (33,3) 9 47,4)
ukupno 3 (100,0) 19 (100,0)
MSH 2
mutacija 0 (0,0) 4 (21,1)  >0,999; -0,187
bez mutacije 3 (100,0) 15 (78,9
ukupno 3 (100,0) 19 (100,0)
MSH 6
mutacija 0 (0,0) 4 (21,1)  >0,999; -0,187
bez mutacije 3 (100,0) 15 (78,9)
ukupno 3 (100,0) 19 (100,0)

KRATICE: P = Fisherov Egzakt test za dihotomne varijable, razina statisticke znacajnosti,

odnosno vjerojatnost pogreske tipa I (alpha); ¢ = Phi koeficijent korelacije za dihotomne

varijable; standardizirana mjera veli¢ine u€inka, uz Fisher Exact test
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Nije utvrdena statisticki znacajna razlika u ekspresiji MLH 1, PMS 2, MSH 2 i MSH 6

proteina s obzirom na ekspresiju pS3 kod sudionika bez displazije.

Tablica 19. Povezanost MLH 1, PMS 2, MSH 2 i MSH 6 proteina s proteinom p53 kod

sudionika bez displazije

n Spearman rtho P
MLH1 22 0,274 0,218
PMS2 22 0,325 0,140
MSH2 22 0,246 0,271
MSH6 22 0,229 0,304

KRATICE: P = razina statisticke zna¢ajnosti, odnosno vjerojatnost pogreske tipa I (alpha)

Nije utvrdena statisticki znacajna povezanost MLH 1, PMS 2, MSH 2 i MSH 6 proteina s

proteinom p53 kod sudionika bez displazije.

S displazijom

Tablica 20. Razlika u mutaciji MLH 1, PMS 2, MSH 2 i MSH 6 proteina s obzirom na

ekspresiju p53 proteina kod sudionika s displazijom

pS3
Negativno pozitivno P, o
N (%) N (%)
MLH1
mutacija 4 (80,0) 8 (25,00  0,030; 0,402
bez mutacije 1 (20,0) 24 (75,0)
ukupno 5 (100,0) 32 (100,0)
PMS 2
mutacija 4 (80,0) 9 (28,1)  0,042;0,371
bez mutacije 1 (20,0) 23 (71,9)
ukupno 5 (100,0) 32 (100,0)
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KRATICE: P = Fisherov Egzakt test za dihotomne varijable, razina statisticke znacajnosti,
odnosno vjerojatnost pogreske tipa I (alpha); ¢ = Phi koeficijent korelacije za dihotomne

varijable; standardizirana mjera veli¢ine ucinka, uz Fisher Exact test

Utvrdena je statistiCcki znaCajna povezanost ekspresije MLH 1 1 p53 proteina (Fisherov
Egzaktni test; P = 0,030; Phi koeficijent = 0,402), te PMS 2 i p53 proteina (Fisherov Egzaktni
test; P = 0,042; Phi koeficijent = 0,371) kod sudionika sa displazijom. Sudionici koji su imali
pozitivan nalaz, odnosno ekspresiju p53 ¢esce su bili bez mutacije MLH 1 i PMS 2 proteina,
dok su sudionici bez ekspresije p53 ¢esce imali mutaciju MLH 1 1 PMS 2 proteina. Budu¢i da
nitko od sudionika s displazijom nije imao mutacije na MSH 2 1 MSH 6 proteinima, tu obradu

nije bilo moguce izvrsiti.

Tablica 21. Povezanost MLH 1, PMS 2, MSH 2 i MSH 6 proteina s proteinom p53 kod

sudionika s displazijom

n Spearman rtho P
MLH1 37 0,174 0,304
PMS2 37 0,159 0,348
MSH2 37 0,186 0,270
MSH6 37 0,196 0,246

KRATICE: P = razina statisticke znacajnosti, odnosno vjerojatnost pogreske tipa I (alpha)

Nije utvrdena statisticki znacajna povezanost MLH 1, PMS 2, MSH 2 i MSH 6 proteina s
proteinom p53 kod sudionika s displazijom.

Adenokarcinom

Tablica 22. Razlika u mutaciji MLH 1, PMS 2, MSH 2 i MSH 6 proteina s obzirom na

ekspresiju p53 proteina kod sudionika s adenokarcinomom

P53
Negativno pozitivno P; o
n (%) N (%)

MLHI
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mutacija
bez mutacije
ukupno
PMS 2
mutacija
bez mutacije

ukupno

0
2

(100,0)
(0,0)
(100,0)

(100,0)
(0,0)
(100,0)

2
9

(77,8)  >0,999; 0,222
(22,2)
(100,0)

(77,8)  >0,999; 0,222
(22,2)
(100,0)

KRATICE: P = Fisherov Egzakt test za dihotomne varijable, razina statisticke znacajnosti,

odnosno vjerojatnost pogreske tipa I (alpha); ¢ = Phi koeficijent korelacije za dihotomne

varijable; standardizirana mjera veli¢ine ucinka, uz Fisher Exact test

Nije utvrdena statisticki znacajna razlika u ekspresiji MLH 1, PMS 2, MSH 2 1 MSH 6

proteina s obzirom na ekspresiju p53 kod sudionika s adenokarcinomom.

Budu¢i da nitko od sudionika s adenokarcinomom nije imao mutacije na MSH 2 i MSH 6

proteinima, tu obradu nije bilo moguce izvrsiti.

Tablica 23. Povezanost MLH 1, PMS 2, MSH 2 i MSH 6 proteina s proteinom p53 kod

sudionika s adenokarcinomom

n Spearman tho P
MLH1 11 -0,244 0,469
PMS2 11 -0,244 0,469
MSH2 11 -0,269 0,423
MSH6 11 0,051 0,883

KRATICE: P = razina statisti¢ke znacajnosti, odnosno vjerojatnost pogreske tipa I (alpha)

Nije utvrdena statisticki znacajna povezanost MLH 1, PMS 2, MSH 2 i MSH 6 proteina s

proteinom p53 kod sudionika s adenokarcinomom.
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Slika 1 prikazuje imunohistokemijsku ekspresiju mikrosatelitske nestabilnosti u razli¢itim
fazama Barrett jednjaka

A gubitak MLHI1 ekspresije kod BE bez displazije

B pozitivna MSH2 ekspresija kod karcinoma jednjaka

C gubitak MLHI1 ekspresije kod BE sa displazijom niskog stupnja

D pozitivna MLH1 ekspresija kod BE bez displazije
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7. RASPRAVA

Kao sto je ve¢ detaljno obrazlozeno u uvodu Barrett-ov jednjak predstavlja jedan od najveéih
rizika za razvoj adenokarcinoma jednjaka koji nastaje akumulacijom brojnih mutacija
distalnog jednjaka koji dovode do progresije bolesti iz faze BE bez displazije potom
displasti¢nog epitela te u konacnici adenokarcinoma. S obzirom na to da su tehnike lijeenja
BE poprili¢no skupe a ukupni rizik od razvoja adenokarcinoma kod vecine pacijenata je
nizak, lijjeCenje svih pacijenta sa BE nije potrebno. Vazno je prepoznati onu populaciju
pacijenata koja i u fazi ne-displasticnog epitela ima poviSen rizik od razvoja adenokarcinoma.
U tom smislu se upotrebljava Siroka paleta biomarkera koji bi trebali prepoznati pacijente s
visokim rizikom od razvoja karcinoma, $to bi omogucilo ranije lijecenje tih bolesnika. Veéina
biomarkera je izrazito skupa i trenutno se moze upotrebljavati iskljucivo u eksperimentalne i
istrazivacke svrhe, a ne u rutinskoj klinickoj praksi. Takoder za veliki broj istrazivanih
biomarkera podaci su nekonzistentni, stoga se i dalje u klini¢koj praksi, kao jedini pravi
biomarker, upotrebljava patohistoloski dokazana displazija epitela.

Ideja ovoga doktorata je bila testirati relativno jefine 1 lako dostupne biomarkere
mikrosatelitske nestabilnosti koji su dobro istraZzeni u razvoju kolorektalnog karcinoma. S
obzirom na to da je biologija nastanka kolorektalnog karcinoma sli¢na kao i adenokarcinoma
jednjaka (LGD-HGD-karcinom), logi¢na premisa jest da bi navedeni biomarkeri bili korisni i
u pracenju pacijenata sa BE i da bi mogli biti faktor koji odlucuje o pocetku terapije (najcesce
endoskopske).

Osnovni demografski podaci nase populacije pacijenata se ne razlikuju od onih u opcoj
zapadnoeuropskoj populaciji. Ukupno je uklju¢eno 70 pacijenata od kojih je 74% muskaraca
(muski spol predstavlja rizik za razvoj BE 1 karcinoma jednjaka opcenito) te 26% Zzena.
Srednja dob pacijenata pri postavljanju dijagnoze je 63,2 godine $to je u skladu sa poznatim
podacima jer je ipak BE posljedica dugotrajnog GERB-a uz kombinaciju okoliSnih
¢imbenika. U naSoj populaciji bilo je 22 bolesnika sa BE bez displazije, 34 sa BE i
displazijom niskog stupnja, 3 bolesnika sa BE 1 displazijom visokog stupnja te 11 pacijenata
sa adenokarcinomom. S obzirom na to da je grupa BE uz displaziju visokog stupnja izrazito
mala 1 statisticki neobradiva, spojena je u grupu bolesnika sa BE i displazijom niskog stupnja
tako da ta grupa ima dakle 37 bolesnika. Inace je vazno za napomenti da je patohistoloski
najteze postaviti dijagnozu displazije visokog stupnja, tako da mali broj pacijenata ne
iznenaduje. U velikim centrima takoder postoji slican problem, to jest najrjedi su pacijenti sa

displazijom visokog stupnja®'*, a upravo ta patohistoloska dijagnoza ima direktni utjecaj na
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daljnju klinicku odluku jer navedene pacijente treba lijeciti bilo endoskopski bilo kirurski. Za
zabiljeziti je neSto veéi broj pacijenata s adenokarcinomom (15% u naSoj populaciji u dvije
godine) $to je s obzirom na ukupni broj pacijenata dosta. U svjetskoj populaciji se takoder

prati porast broja adenokarcinoma jednjal<a76’107

naspram planocelularnom karcinomu. Podaci
hrvatske populacije nisu dostupni iz razloga Sto u nasem registru nema podjele karcinoma
jednjaka na adeno i planocelularni karcinom to jest u registru su zavedeni zajedno.’
Distribucija spola u razli¢itim fazama BE nije statisticki znacajna, dakle nismo dokazali da je
muski spol onaj kod kojeg ¢e biti vise bolesnika sa displazijom i1 adenokarcinomom nego kod
Zena. Za navedeno ipak postoji trend, ali za statisticku potvrdu potrebno je imati puno vecu
skupinu bolesnika. Dob bolesnika je, logi¢no, bila povezana sa razvojnim fazama BE i
statisticki je signifikantna. Najmladi pacijenti su bili u skupini BE bez displazije (srednja dob
58,5 godina), dok su pacijenti sa displazijom i adenokarcinomom bili stariji (srednja dob 65,8
i 64,3 godine). Zanimljivo je da nije bilo statisticki znacajne razlike izmedu dobi bolesnika sa
displazijom i karcinomom, $to bi se moglo obrazloziti i brzom progresijom bolesti kada se
pojavi displazija epitela. Ipak ovakav zakljuc¢ak zahtijeva dugotrajne epidemioloske studije jer
mi samo mozZemo zabiljeziti vrijeme kada se pojavi displazija i karcinom, ali trajanje slijeda
razvoja prema karcinomu je nepoznato ako nam pacijent nije bio u dugoro¢nim kontrolama.
Po nizu studija i metaanaliza smatra se da je kod nedisplasticnog BE progresija prema
adenokarcinomu 5,98/1000 bolesnika godisnje, kumulativno 0-5%.'%® Rizik od prelaska LGD-
a u adenokarcinom se razlikuje u brojnim studijama; od 16,98/1000 bolesnika godisnje’* do
2,3/1000 bolesnika godisnje.'” Procijenjeni ukupni rizik od progresije prema
adenokarcinomu kod LGD je 0,6-1,2% godisnje.'*®!'"? Medutim postoji velika inter-
opservacijska varijabilnost. Dokazano je da kada vec¢i broj patologa, vise od 2, potvrdi
dijagnozu LGD-a, kumulativno napredovanje prema adenokarcinomu je ¢eSc¢e, 41% naspram

28%, a kada tri patologa potvrde dijagnozu, kumulativni rizik je 80%.'%

Iako postoji puno
viSe dokaza za stupanj progresije HGD-a prema adenokarcinomu, i tu se podaci razlikuju, od
16% tokom 7 godina'®’ do 50% tokom 5 godina.'® Sto se ti¢e mutacije proteina MSI te p53 to
jest njihove ekspresije nisu utvrdene razlike analizirajuci ih sa spolom ili sa dobi bolesnika.
Dobro je poznato da je muski spol rizi¢ni faktor razvoja adenokarcinoma”™® dok za dob
bolesnika ne postoje jasni podaci’’, a u literaturi nema istrazivanja koja bi povezala ekspresiju
odredenih biomarkera sa dobi ili spolom bolesnika u smislu povisenog rizika razvoja
adenokarcinoma. lako je za konacne zakljucne potreban veci broj bolesnika u studijama, na

osnovu nasih podataka mozemo zakljuciti da se MSI ne javlja ¢eS¢e kod muskaraca, a takoder

da MSI adenokarcinomi jednjaka nisu tipi¢ni za raniju zivotnu dob. Kod kolorektalnog
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karcinoma takoder nije zabiljezena veza MSI i muskog spola ali je jasno dokazano da se MSI
kolorektalni karcinom &e$ée javlja u ranijoj Zivotnoj dobi.'*

Ispitujuci ekspresiju odredenih proteina u razli¢itim fazama bolesti, opazena je statistiCki
znadajna razlika u ekspresiji MLH1 u razli¢itim fazama razvoja BE (y* = 8,571; ss= 2; P =
0,014, koeficijent kontigencije = 0,330). Mutacija MLHI bila je prisutna kod 81,8% (9/11)
bolesnika sa adenokarcinomom, zatim 67,6% (25/37) s displazijom 1 50% (11/22) bez
displazije. Logi¢no, ekspresija PMS2 (koji je dio heterodimera MLH1/PMS2) je takoder
statistiCki znacajna (x2 = 7,856; ss= 2; P = 0,019, koeficijent kontigencije = 0,318), te je kod
bolesnika s adenokarcinomom mutacija najceS¢e bila prisutna (kod njih 81,8%), zatim kod
54,5% (10/22) bolesnika bez displazije i 64,9% (24/37) s displazijom. Takav nalaz je
o¢ekivan s obzirom da MLHI1 i PMS2 formiraju heterodimer i mutacija (to jest ekspresija)
jednog najCesce prati ekspresiju drugog. Gore navedeni rezultati ukazuju da bi odredivanje
imunohistokemijske ekspresije MLHI1/PMS2 mogao biti dobar potencijalni biomarker u
praénju pacijenta i odluci o daljnjoj terapiji. Medutim ostaje otvoreno pitanje osjetljivosti i
specifi¢nosti mutacije s obzirom na mali broj pacijenata u studiji te podatku da se mutacija
javila u velikom postotku kod pacijenata bez displazije. Ovaj rezultat je u suprotnosti sa
nekoliko potojec¢ih studija kod kojih je utvrdena niska prevalencija MSI-H adenokarcinoma
jednjaka (3,5% i 6,6%).”'**"> S druge strane studija Cai et al*'’ pokazala je MSI kod 65%
pacijenata sa adenokarcinomom ali takoder prisustvo MSI i u okolnom tkivu koje je imalo
samo znakove metaplazije 1 displazije epitela. U naSem istrazivanju nismo Koristili
imunohistokemijsko bojanje kod pacijenta kod kojeg bi patohistoloski nasli razli¢it nalaz (npr
iz jednog bioptickog uzorka BE bez displazije, iz drugog sa displazijom), ali svejedno
smatramo da pacijenti sa MLH1/PMS2 mutacijom u fazi metaplazije ili displazije zahtijevaju
ceS¢e pracenje i raniju endoskopsku terapiju. Za definitivhu potvrdu su potrebne studije sa
vecim brojem pacijenata.

Takoder je utvrdena statisticki znaGajna razlika u ekspresiji MSH2 (y° = 9,256; ss= 2; P =
0,019, koeficijent kontigencije = 0,342). Niti jedan bolesnik s displazijom, kao niti s
adenokarcinomom nije imao prisutnu mutaciju MSH2, u odnosu na 18,2% (4/22) sudionika
bez displazije. Navedno prati i ekspresija MSH6 koja je takoder statisticki znaGajna (y° =
9,256; ss= 2; P = 0,018, koeficijent kontigencije = 0,342) 1 u potpunosti prati ekspresiju
MSH2. Po nasim rezultatima to bi znacCilo da ekspresija navedena dva proteina ne bi bila
vazna u pracenju bolesnika sa BE. Ovaj podatak malo iznenaduje jer se, po dosadasnjim
istrazivanjima (iako naravno ne svim) ekspresija MLH1 I MLH2 veéinom poklapala,'®"'%>2!?

Razlog ovakvim rezultatima se moZe objasniti time Sto vecina sporadicnih kolorektalnih
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karcinoma nastaje “utiSavanjem” MLH1 gena procesom hipermetilacije MLH1 promotera, a
sama somatska inaktivacija MSH2 je vrlo rijetka.”'® Gubitak MSH2 ekspresije najéesée prati
tumor povezan sa HNPCC. Navedeno moze biti objasnjenje naSih rezultata gdje nismo
pronasli statisticki znacajan gubitak MSH2/MSH6 ekspresije Sto bi logicno ukazalo da
adenokarcinom jednjaka nije dio HNPCC ve¢ nastaje sporadi¢no, a ako se javlja u sklopu
MSI, najcesce nastaje zbog izolirane mutacije MLH1/PMS2. Stoga bi mogli do¢i do zakljucka
da je isklju¢ivo imunohistokemija ekspresije MLH1/PMS2 dovoljna u detekciji pacijenata sa
poviSenim rizikom te njihovom dugoroc¢nom pracenju. Naravno da je za potvrdu navedenog
zakljucka potreban vec¢i broj studija.

Statisticki znacajna, pozitivna korelacija je utvrdena izmedu MLH 1 i PMS 2 proteina, kako u
cijelom uzorku, tako i unutar pojedinih skupina. Porastom vrijednosti MLH1 rastu i
vrijednosti PMS2, a navedena korelacija je najjaca u skupini bolesnika s adenokarcinomom
(koeficijent korelacije 1). Navedena korelacija je utvrdena u svim skupinama: kod pacijenata
bez displazije P >0,001, Phi koeficijent = 0,913, a kod pacijenata sa displazijom P <0,001; Phi
koeficijent= 0,941 S$to ukazuje na snaznu pozitivhu povezanost ekspresije dva proteina.
Prakti¢no, u klinici to znaci da ako je u bioptickim uzorcima pronaden BE bez displazije ili sa
displazijom, 1 da je imunohistokemijski utvrden gubitak ekspresije MLH1/PMS2, onda
navedene pacijente treba shvatiti kao one koji imaju vrlo povisen rizik od razvoja
adenokarcinoma pa im treba ponuditi ranije endoskopsko lijeCenje i ¢eS¢e pracenje. Takoder
je utvrdena snazZna statisti¢ki znacajna, pozitivna korelacija izmedu MSH 2 1 MSH 6 proteina,
kako u cijelom uzorku, tako i unutar pojedinih skupina: kod bolesnika bez displazije P
>0,001, Phi koeficijent >0,999), dok niti jedan bolesnik sa displazijom ili adenokarcinomom
nije imao mutaciju MSH2/MSHS. To je takoder o&ekivano jer je rije¢ o heterodimeru'”'"® §to
potvrduje naSu sumnju da navedeni proteini nemaju veci utjecaj na razvoj adenokarcinoma
jednjaka. NaSe istraZivanje takoder potvrduje poznate literature podatke da je nuZno vrSiti
imunohistokemijsko bojanje svih proteina mikrosatelitske nestabilnosti. lako po nasim
rezultatima postoji jasna veza ekspresije MLHI 1 PMS2 te MSH2 i MSH6, isklju¢ivim
imunohistokemijskim bojanjem na MLH1 1 MSH2 osjetljivost za detekciju MSI je 85%, dok
upotrebom sva 4 protutijela osjetljivost raste na 95% 1 skoro je potpuno jednaka kao genetsko
testiranje u detekciji MSL. 0192

Nije utvrdena statistiCki znacajna povezanost mutacije MSH2 i MLH1 proteina kod bolesnika
bez displazije Barrettovog jednjaka, Sto je 1 o¢ekivano s obzirom na gore detaljno obrazlozene
rezultate. Analizu nije bilo moguce uraditi kod bolesnika sa displazijom i adenokarcinomom

jer nitko od njih nije imao mutaciju MSH2.
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Vrijednosti p53 su definirane kao pozitivne u slucaju bojanja vise od 10% stanica i to je
definirano kao patoloski nalaz. U ukupnoj populaciji p53 je bio pozitivan kod 60 pacijenata i
to 19 (86%) bez displazije, 32 (86%) sa displazijom te 9 (81%) sa adenokarcinomom.
Statisticki znacajne razlike nije bilo. Ovaj rezultat je donekle razlicit od ocekivanog i od nekih
prethodnih istrazivanja gdje ekspresije p53 nije bila dokazana u toliko velikom postotku kod
pacijenata bez displazije. Medutim dostupni literaturni podaci su poprilicno oprecni.
Ekspresija p53 je po razlicitim studijama utvrdena u 53-87% pacijenata sa adenokarcinomom,
55-100% pacijenata sa HGD, 0-71% pacijenata sa LGD ali ne i kod BE bez dispalzije.?' %
Ipak poznato je da ako se BE definira kao onaj bez displazije, a u okolnom tkivu nademo
ekspresiju p53, izrazito raste rizik multifokalne HGD i adenokarcinoma.””® Utvrdena je
statisticki znaCajna povezanost ekspresije MLHI1 i p53 proteina (Fisherov Egzaktni test; P =
0,036; Phi koeficijent = 0,281), te PMS2 1 p53 proteina (Fisherov Egzaktni test; P = 0,043;
Phi koeficijent = 0,257) kod bolesnika sa displazijom. Bolesnici koji su imali pozitivan nalaz,
odnosno ekspresiju p53 ¢escée su bili bez mutacije MLH1 i PMS2 proteina, dok su sudionici
bez ekspresije p53 cesc¢e imali mutaciju MLH1 i PMS2 proteina. Takav nalaz generalno nije
za ocekivati jer bi bilo logi¢no da ekspresija p53 (koja je patoloska i dokazano povisuje rizik
od adenokarcinoma) prati gubitak ekspresije (dakle mutaciju) proteina mikrosatelitske
nestabilnosti. Medutim s obzirom na mali broj pacijenata u naSoj populaciji bolesnika,
potrebno je vise multicentri¢nih kontroliranih studija kojima bi se potvrdila nasa opazanja.
Ipak posto ovakvo istraZzivanje kod bolesnika sa BE jo§ do sada nije provedeno, ne moZemo
dati konkretne zakljucke jer u literature nema podataka koji bi se mogli usporediti. U skupini
bolesnika bez displazije 1 adenokarcinomom nije nadeno statisticki znacajne povezanosti
ekspresije proteina mikrosatelitske nestabilnosti i pS3. Ovakvi rezultati ukazuju na izrazito
velik broj, jo§ o€ito nepoznatih, genetskih mutacija i puteva koje utjeCu na konacéni razvoj

adenokarcinoma jednjaka.
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8. ZAKLJUCAK

Na temelju nasih istrazivanja a u skladu sa zadanim ciljevima zaklju¢ujemo:

1. Utvrdena je statisticki znacajna razlika u dobi izmedu bolesnika s BE i displazijom:

najmladi sudionici bili su u skupini bez displazije, dok su najstariji sudionici bili u skupini s

displazijom.

2. Nije utvrdena statisticki znacajna povezanost izmedu spola i dobi u odnosu na ekspresiju

pojedinih ispitivanih gena (MLH1, MSH2, PMS2, MSH6, p53).

3. Utvrdene su statistiCki znacajne razlike ekspresije ispitivanih gena s obzirom na displaziju i

adenokarcinom:

Mutacija MLHI1 je bila prisutna u 81,8% onih s adenokarcinomom jednjaka, zatim u
67,6% sudionika s displazijom te u 50% njih bez displazije.

Niti jedan sudionik s displazijom i s adenokarcinomom nije imao prisutnu mutaciju
MSH2, u odnosu na 18,2% (4/22) sudionika bez displazije.

Mutacija PMS2 najcesce je bila prisutna u onih s adenokarcinomom (81,8%), a zatim
u 64,9% njih s displazijom i 54,5% sudionika bez displazije.

Niti jedan od sudionika iz skupine s displazijom, kao niti iz skupine s
adenokarcinomom nije imao prisutnu mutaciju MSH 6, u odnosu na 18,2% sudionika

iz skupine bez displazije,

4. Medusobna povezanost pojedinih ispitivanih proteina:

Pozitivna je korelacija izmedu MLH1 i PMS2 proteina, kako u cijelom uzorku,
tako i unutar pojedinih skupina (bez displazije, displazija, adenokarcinom): s porastom
vrijednosti MLH 1 proteina, rastu i vrijednosti PMS 2 proteina. Kod gotovo svih
sudionika s mutacijom PMS2 javila se 1 mutacija MLHI1. Odredivanje
imunohistokemijske ekspresije MLH1/PMS2 mogao biti dobar potencijalni biomarker
u pracnju pacijenta 1 odluci o daljnjoj terapiji.

Povezanost MSH 2 i MSH 6 proteina: utvrdena je snaZzna statisticki znacajna,
pozitivna korelacija izmedu MSH 2 1 MSH 6 proteina, kako u cijelom uzorku, tako i
unutar pojedinih skupina: s porastom vrijednosti MSH 2 proteina, rastu i vrijednosti
MSH 6 proteina. Medutim, nitko od sudionika iz skupine s displazijom, kao niti iz
skupine s adenokarcinomom nije imao mutaciju MSH 6, niti MSH 2 proteina tako da
mozemo zakljuciti da navedeni proteini nemaju veci utjecaj na razvoj adenokarcinoma

jednjaka.
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Povezanost MLH1 i MSH2 proteina: nije utvrdena statisticki znacajna povezanost
mutacije MSH 2 i MLH 1 proteina kod sudionika bez displazije Barrettovog jednjaka.

Razlika u mutaciji MLH 1, PMS 2, MSH 2 i MSH 6 proteina s obzirom na
ekspresiju p53 proteina: bolesnici koji su imali ekspresiju p53 ceS¢e su bili bez
mutacije MLH 1 i PMS 2 proteina, dok su sudionici bez ekspresije p53 ceSce imali
mutaciju MLH 1 i PMS 2 proteina, medutim statisticki znacajna razlike je utvdena

samo kod pacijenata sa displazijom.
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9. SAZETAK NA HRVATSKOM JEZIKU

Cilj istrazivanja je analiza gubitka ekspresije proteina sustava popravka pogre$no sparenih
baza u metaplazija-displazija-adenokarcinom slijedu Barrett jednjaka.

Retrospektivno su analizirani podaci za 70 pacijenata sa patohistoloSkom dijagnozom Barrett
jednjaka ili adenokarcinoma jednjaka sa Klinickog Zavoda za Patologiju i1 Citologiju
Klinickog bolnickog centra Zagreb u periodu od sijecnja 2009 do sijecnja 2011. Pacijenti su
bili podijeljeni u tri skupine: BE bez displazije (22 pacijenta), BE sa displazijom (37
pacijenata) te adenokarcinom (11 pacijenata). Imunohistokemijska ekspresija MLH1, MSH2,
PMS2 i MSH6 MMR sustava je izmjerena i usporedena sa ekspresijom tumor proteina p53.
Gubitak ekspresije MLH1 je uoc¢en kod 81,8% pacijenata sa karcinom, 34,4% sa displazijom
te 50% bez displazije. Gubitak ekspresije PMS2 je uocen kod 81,8% pacijenata sa
karcinomom, 35,1% sa displazijom te 54,5% pacijenata bez displazije. 18,2% pacijenata bez
displazije je imalo gubitak ekspresije MSH2 te MSH6, dok ni jedan pacijent sa karcinomom
ili sa displazijom nije imao gubitak ekspresije navedenih proteina. UocCena je pozitivna
korelacija izmedu MLH1 i PMS2 ekspresije (Spearman p 0.97; P < 0.001) te izmedu MSH2 i
MSH6 ekspresije (Spearman p 0.90, P < 0.001) u cijelom uzorku te svakoj pojedinacnoj
grupi. Nije uoCena znacajna korelacija MLH1 1 PMS2 sa p53 ekspresijom, osim u grupi
pacijenata sa displazijom (¢ 0.402, P = 0.030 for MSH1; ¢ 0.371, P = 0.042 for PMS2).

Iako smo pokazali znacajan gubitak ekspresije MLH1 i PMS2 u BE metaplazija — karcinoma
slijedu, zbog retrospektivnog dizajna studije 1 niskog broja pacijenata ne mozemo zakljuciti da
se trenutno MLH1 i PMS 2 mogu upotrebljavati kao biomarkeri u pracenju pacijenata ili

odluci o daljnjem lijecenju.

10. SAZETAK NA ENGLESKOM JEZIKU

Aim of this study was to analyze the loss of mismatch repair (MMR) system protein
expression in metaplasia-dysplasia-adenocarcinoma sequence of Barrett esophagus (BE).

This study retrospectively analyzed the data from 70 patients with pathohistological diagnosis
of BE or esophageal adenocarcinoma (EAC) treated at the Clinical Department of Pathology
and Cytology, University Hospital Center Zagreb, from January 2009 to January 2011.
Patients were divided into three groups: BE without dysplasia (22 patients), BE with dysplasia
(37 patients), and EAC (11 patients). Immunohistochemical expression of MutLL. homologue 1
(MLH1), MutS homologue 2 (MSH2), postmeiotic segregation increased 2 (PMS2), and
MutS homologue 6 (MSH6) of DNA MMR system was measured and compared with tumor

protein pS3 expression.
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Total of 81.8% and 81.8% patients with EAC, 32.4% and 35.1% patients with dysplasia, and
50% and 54.5% patients without dysplasia had loss of MLH1 and PMS2 expression,
respectively. Patients with EAC and patients with dysplasia did not have loss of MSH2 and
MSHG6 expression, and 18.2% patients without dysplasia had loss of MSH2 and MSH6
expression. There was a strong positive correlation between MLH1 and PMS2 expression
(Spearman p 0.97; P < 0.001) and between MSH2 and MSH6 expression (Spearman p 0.90, P
< 0.001) in the entire sample and in all BE groups. No significant correlations of MLH1 and
PMS2 with p53 expression were found, except in dysplasia group (¢ 0.402, P = 0.030 for
MSHI; ¢ 0.371, P = 0.042 for PMS2).

Although we demonstrated considerable loss of MLH1 and PMS2 expression in BE-
associated carcinoma sequence, due to the retrospective study design and low number of
patients we cannot conclude that MLH1 and PMS2 can be used as biomarkers for patient

surveillance and therapy-making decisions.
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