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The prognostic value of micrometastases found intraoperatively
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Izviecek

Izhodisce: Koncept varnostne bezgavke (VB) se
je v $tudijah zacel uveljavljati tudi pri zdravljenju
raka Zelodca. Ceprav lahko mikrozasevke (MZ)
v VB z imunohistokemijo z dovolj veliko natanc¢-
nostjo dokazemo, je ta metoda dolgotrajna, kar
omeji njeno uporabnost med operacijo. V studiji
smo predstavili in opredelili napovedni pomen
novega koncepta presajanja ene VB za MZ na
manjsi $tudijski skupini bolnikov.

Bolniki in metode: V $tudijsko skupino smo
vkljucili skupno 23 bolnikov. Devet bolnikov
smo izbrali kot kontrolno skupino. Prva z mo-
drilom obarvana bezgavka je bila opredeljena
kot VB in poslana na lo¢eno analizo z RT-qPCR
na izrazanje CEA in CK-20 kot oznacevalca za
MZ. Znacilnosti bolnikov in patohistoloske zna-
¢ilnosti tumorja smo primerjali s prisotnostjo
MZ in poiskali morebitne povezave.

Rezultati: Stirinajst bolnikov je bilo brez MZ. Pri
$tirih bolnikih (28,6 %) smo odkrili MZ. MZ so
se pojavljali bistveno pogosteje pri bolnikih z di-
fuzno obliko zleznega raka po Laurenu, imeli so
bistveno visje vrednosti tumorskega oznacevalca
CA 19-9 in so bili bistveno starejsi kot bolniki
brez MZ.

Zakljueki: Ceprav nasi prvi rezultati kazejo mo-
zno uporabno vrednost med operacijo, pa bo
potrebno obcutljivost in znacilnost nase metode
potrditi na ve¢jih skupinah in podkrepiti z dol-
goro¢nimi rezultati, preden bomo lahko metodo
ene VB uporabljali v klini¢ni praksi.

Abstract

Background: The concept of sentinel lymph
node screening has been recently introduced in
gastric cancer treatment. Even through micro-
metastases can be shown reliably by imunohys-
tochemistry, such staining methods are lengthy
and laborious, which precludes its intraoperative
use. In this study, the clinical and prognostic im-
plications of a new single sentinel lymph node
screening for micrometastases concept were
evaluated on a small study group.

Methods: Twenty-three patients were included
in our study. Nine were selected as a control
group. The first stained lymph node was defined
as the true sentinel lymph node. This lymph
node was sent separately for RT-qPCR analy-
sis to determine CEA and CK-20 expression as
markers of micrometastases. Patient and tumor
characteristics were analysed and possible corre-
lations with micrometastatic involvement were
determined.

Results: Fourteen patients were found to be No.
Four patients (28.6 %) had micrometastases. Mi-
crometastases were more prominent in patients
with diffuse gastric cancer, with higher CA 19-9
values. Patients with micrometastases were also
found to be older than those without them.

Conclusions: Even through these results indi-
cate the potential use of a single SNL in intra-
operative decision making, the sensitivity and
specificity of our method has to be evaluated on
a larger series, supported by long-term recur-
rence and survival results.
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Uvod

Koncept varnostne bezgavke se je od
prve objave Mortona in sod. (1992) za bol-
nike z melanomom™* postopoma uveljavil
tudi na drugih podrocjih onkoloske kirurgi-
je, Sele v zadnjih letih tudi pri obravnavi bol-
nikov z rakom Zelodca. Varnostna bezgavka
(VB) je opredeljena kot prva bezgavka, ka-
mor se drenirajo maligne celice primarnega
tumorja,>* kar pomeni, da se mikrozasevki
(MZ) prvi razvijejo v teh bezgavkah. Ceprav
je klini¢ni in napovedni pomen teh »specih«
zasevkov nejasen, je bilo v zadnjem casu ob-
javljenih ve¢ studij, ki govorijo v prid vplivu
MZ na napoved izida pri bolniku z rakom
zelodca.”™”

Razlog, da se kljub vse vecjem Stevilu
$tudij, ki obravnavajo koncept VB pri obrav-
navi bolnikov z rakom Zelodca, ta koncept
$e ni uveljavil tudi v praksi, je potrebno is-
kati v nasprotujocih si rezultatih $tudij. Ne-
kateri avtorji trdijo, da posamezne rakaste
celice v bezgavkah nimajo zadostnega proli-
ferativnega potenciala, da bi se razvile v pra-
vo metastazo.>®® Razlog za tak$no razlago
pomena MZ je verjetno povezan z metodo
dolocanja MZ, ki se razlikuje med Studijami.
Dokazovanje MZ z ustaljenimi histologkimi
metodami (hematoksilin in eozin) zaradi
manjsega Stevila rezin, ki se uporabljajo pri
ustaljenem patohistoloskem pregledu, ni do-
volj natancno, da bi zanesljivo izkljucilo pri-
sotnost MZ.'* Imunohistokemija (IHK) je
bistveno natancnej$a metoda, vendar lahko
tudi pri tej metodi dobimo lazno pozitivne
rezultate, predvsem zaradi navzkrizne reak-
cije protiteles s stromalnimi celicami in vne-
tnimi celicami, ali laZzno negativne rezultate
zaradi celic zunaj rezne ploskve vzorca.'
Izmed nastetih metod se je polimerazna ve-
rizna reakcija z reverzno transkriptazo (RT-
-PCR) izkazala za najbolj zanesljivo metodo
dolo¢anja MZ."* Glavna pomanjkljivost me-
tode je, da je postopek izvedbe sorazmerno
dolg, zato je primerna le za Studijske name-
ne in retrospektivno analizo, ne pa kot me-
toda za klini¢no prakso. Nenazadnje pa so
pri tem pomembni tudi stroski metode in
koristi analize vseh bezgavk, ki jih dobimo
pri operaciji raka zelodca.

Zaradi nastetih pomanjkljivosti metode
RT-qPCR in zelje po hitrih rezultatih, ki bi
jih lahko uporabili Se med samo operacijo,
smo uvedli koncept presajanja mikrometa-
staz z metodo RT-qPCR ene t.i. prave var-
nostne bezgavke. Ker je za dokon¢no potr-
ditev tak$nega koncepta potrebno vrednotiti
rezultate velikih serij bolnikov in njihovih
dolgoro¢nih prezivetij, smo v okviru pred-
stavljene Studije doloc¢ali pogostost izrazanja
mikrozasevkov v varnostni berzgavki in pri-
merjali rezultate z drugimi $tudijami, v ka-
terih so mikrozasevke dokazovali v ve¢ VB.
Zastavili smo si vprasanje, ali je analiza zgolj
prve bezgavke z metodo RT-qPCR , kamor
se rak najprej drenira, zadosti natan¢na in
zanesljiva metoda za klini¢no uporabo.

Metode

Od zacetka avgusta 2009 do decembra
2010 je bilo v $tudijo vkljucenih 23 bolnikov,
ki so bili na Univerzitetnem klini¢nem cen-
tru Maribor na Oddelku za abdominalno in
splo$no kirurgijo operirani zaradi raka Ze-
lodca in z drugo patologijo. Vsi bolniki so
pred vkljucitvijo podpisali privolitev za so-
delovanje v $tudiji. Studijo je odobrila Eti¢-
na komisija Republike Slovenije. Od triin-
dvajsetih bolnikov, ta skupina je opredeljena
kot Studijska skupina, je bilo devet izbranih
v kontrolno skupino. Kontrolna skupina je
sluzila za izrac¢un znacilnosti in zanesljivosti
rezultatov izrazanja molekularnih oznace-
valcev karcinoembrionalni antigen (CEA)
in citokeratin 20 (CK-20) v bezgavkah. V
pozitivno kontrolno skupino so bili uvr-
$¢eni bolniki, ki so imeli zanesljivo izraza-
nje omenjenih oznacevalcev v bezgavkah. S
tem pristopom smo poizkusali ugotoviti, s
kaksno zanesljivostjo lahko prikazemo pri-
sotnost rakastih celic Zelodca v odstranje-
nih bezgavkah. Zato smo $tirim bolnikom
z makroskopskimi zasevki v bezgavkah
odvzeli le-te za molekularno analizo z RT-
-qPCR. Kot negativno kontrolo, ki je sluzila
za dokaz, da metoda RT-qPCR ne daje lazno
pozitivnih rezultatov, smo izbrali bezgavke
bolnikov, ki niso imeli raka zelodca in so
bili operirani zaradi drugih bolezni, ki niso
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Slika1: Obarvanje VB z
modrilom Patente Blue V.
Opomba: A: submukozna
infiltracija z modrilom;
B: prikaz limfnih poti in
prve obarvane varnostne
bezgavke; C: odstranitev
prve varnostne bezgavke.
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povezane z rakom Zelodca. V tej skupini je
bilo pet bolnikov (desna femoralna kila, be-
nigna stenoza pilorusa, Crohnova bolezen,
primarni jetrnoceli¢ni tumor in adenom si-
gme). Med operacijo smo odvzeli bezgavke
v blizini operacijskega polja in jih analizirali
na izrazanje CEA in CK-20 po enakem pro-
tokolu kot VB iz studijske skupine.

V kon¢ni Studijski skupini so bili vklju-
¢eni le bolniki s histolosko dokazanim zle-
znim rakom Zelodca in s stadijem T1 (rak,
omejen na lamino proprijo), No (rak brez
zasevkov v bezgavkah) do T3 (rak, ki vdira v
subserozno plast Zelod¢ne stene) No in brez
oddaljenih metastaz. Od prvotno vklju¢enih
27 bolnikov je 14 bolnikov ustrezalo vkljuci-
tvenim pogojem.

Operacija, barvanje in odstranitev
varnostne bezgavke

Operacijo smo priceli s pregledom celo-
tne trebusne votline na znake razsoja bole-
zni. Dolo¢ili smo klini¢ni stadij, mesto tu-
morja in resektabilnost. Bolnike z zasevki
v bezgavkah in razsiritvijo tumorja preko
seroze smo izkljucili iz $tudije. Vse opera-
cije so bile opravljene po doktrinah za raka
zelodca.'**® V $tudijski skupini je bila pri
sedmih opravljena totalna gastrektomija, pri
Sestih pa distalna subtotalna gastrektomija,
pri enem bolniku smo naredili proksimalno
subtotalno gastrektomijo. Kirurski vzorci so
bili pregledani po ustaljenih patohistoloskih
doktrinah za raka Zelodca.

Pred zacetkom resekcije Zelodca smo
na §tirih ali petih mestih v okolico tumorja
submukozno vbrizgali barvilo Patente Blue
V (Guerbet Patent Blue V Sodium 2,5 %,
Guerbet, Roissy, Francija). Limfni drenazi
modrila smo sledili do prve bezgavke. Po
povprec¢no 17 + 6.8 minutah se je obarvala
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prva bezgavka, ki smo jo oznacili, in jo od-
stranili za loceno analizo RT-qPCR (Slika
1). Odstranjeno varnostno bezgavko smo
hranili v posebnem pufru z RNazo - RNA-
later RNA Stabilization Reagent -, ki omo-
goci ohranitev mRNA in prepreci razkroj
mRNA v vzorcih VB. Vzorce smo do analize
RT-qPCR hranili pri o do 4 °C.

Osamitev mRNA iz varnostne
bezgavke in analiza z RT-qPCR

Po homogenitaciji in osamitvi celotne
RNA, ki smo jo iz vzorcev osamili s kom-
pletom RNeasy Mini Plus (Qiagen, Hilden,
Germany) in po navodilih proizvajalca, smo
iz izolirane RNA sintetizirali cDNA s kom-
pletom High Capacity cDNA Reverse Tran-
scription (Applied Biosystems) po navodi-
lih proizvajalca. Q-PCR smo izvedli z ABI
PRISM SDS 7500 (Applied Biosystems) s
sistemom TaqgMan v formatu za 96 vzorcev.
Uporabljali smo TagMan Universal PCR
Master Mix (Applied Biosystems) in nasle-
dnje po narocilu izdelane Gene Expression
Assay-e (Applied Biosystems) pare oligo-
nukleotidov oz. sonde: za CEACAMs Hs
00237075_m1, za KRT20 Hs00300643_m1 in
za GAPDH 4333764. Kot prazno vrednost Ct
za dolocitev izrazanja CEACAMs in CK-20
smo izbrali cikel 35. Tak pristop je naveden
tudi v literaturi (Kubota in sod., 2003; Osaka
in sod., 2004).

Statisticna analiza

Za statisti¢no analizo smo uporabili SPSS
za Windows XP version 15. TNM stadij, UI-
CC-stadij, anatomsko lego tumorja, histolo-
$ki tip, perinevralno invazijo, limfno invazijo
in Zilno invazijo ter prisotnost mikrozasev-
kov smo obravnavali kot neodvisne spre-
menljivke. Primerjavo zveznih spremenljivk
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med skupinama smo opravili s Studentovim
t-testom, za diskretne spremenljivke smo
uporabili Hi-kvadrat test s Fisherjevo me-
todo. Analizirali smo rezultate RT-qPCR
odstranjenih bezgavk. Za dolocanje obcu-
tljivosti in specifi¢nosti dokazovanja mikro-
zasevkov z metodo RT-qPCR smo s kontin-
genc¢no tabelo primerjali izrazanje CEA in
CK-20 mRNA v bezgavkah kontrolne sku-
pine bolnikov, ki niso bili operirani zaradi
rakastega obolenja, in izrazanja mRNA pri
bolnikih z rakom Zelodca v bezgavkah z ma-
kroskopskimi zasevki. Vrednosti p < 0,05 je
bila meja statisti¢ne znacilne razlike.

Rezultati

Bolniki in patohistoloske
znacilnosti tumorjev

Znacilnosti bolnikov in patohistoloske
znacilnosti tumorjev so prikazani v Tabeli 1.
Osem od 14 No bolnikov, ki smo jih vklju-
¢ili v $tudijsko skupino, so imeli intestinalni
tip Zleznega raka (57,1 %). Glede na umesce-
nost je imelo devet bolnikov raka spodnje
tretjine zelodca (64,3 %), nihce od bolnikov
No ni imel raka zgornje tretjine Zelodca.
Med bolniki je prevladoval polozaj raka na
majhni krivini (pet bolnikov, 35,7 %), temu

Tabela 1: Znacilnosti bolnikov in patohistoloske znacilnosti tumorjev.

moski 10 (71,4 %)
Zenske 4 (28,6 %)
65+10.8 leta

Histoloski tip po Laurenu intestinalni 8 (57,1 %)
difuzni 2 (14,3 %)
mesani 2 (14,3 %)

Polozaj tumorja po tretjinah srednja tretjina 4 (28,6 %)
spodnja tretjina 9 (64,3 %)

Polozaj tumorja manjsa krivina 5 (35,7 %)
velika krivina 3 (21,4 %)
sprednja stena 1 (71 %)
zadnja stena 4 (28,6 %)
celotni obod 1 (7,1 %)

Makroskopski izgled zgodnjegaraka (Wi (14,3 %)

Zelodca po Murakami IIb 2 (14,3 %)
llc3 (21,4 %)
12 (14,3 %)

Bormannov tip 3 (21,4 %)
V2 (14,3 %)

T stadij Tla5 (35,7 %)
Tlb3 (21,4 %)
124 (28,6 %)
T32 (14,3 %)

Diferenciacija tubularni dobro diferenciran 3 (21,4 %)
tubularni zmerno diferenciran 3 (21,4 %)
tubularni slabo diferenciran 5 (35,7 %)
pecatno celi¢nil (7,1 %)
1.4+1.07 ng/ml
3.5+1.92 ng/ml

CA19-9 10.33+13.27 ng/ml

Velikost tunorja 34.1+22.11 mm

Povprecni ¢as odvzema VB 17.8 £6.9 min

Popvprecno Stevilo odstranjenih 12.4 +7.9 bezgavk

bezgavk
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je sledila umesc¢enost na zadnji steni zelod-
ca (8tirje bolniki, 28,6 %) in na veliki krivini
(trije bolniki, 21,4 %). Zgodnjega raka (T1a
in 1b) je imelo osem bolnikov (57,1 %), tip Ilc
po Murakami ali eksulcerirana oblika pa je
bil prevladujoca makroskopska oblika teh
tumorjev (trije bolniki, 21,4 %). Pet bolnikov
je imelo lokalno napredovalega raka (T2,
T3). Vec¢inoma je bil rak slabo diferenciran
tubularni Zlezni tip (pet primerov; 35,7 %),
temu sta sledila dobro (trije primeri, 21,4 %)
in zmerno diferencirani tubularni Zlezni rak
(trije primeri, 21,4 %). En bolnik je imel sla-
bo diferencirani pecatno-celi¢ni karcinom
(71 %).

Na zacetku Studije smo z analizo RT-
-qPCR vzorcev kontrolne skupine bolnikov
opredelili obcutljivost in specificnost dolo-
¢anja oznacevalcev CEA in CK-20. Profil
izrazanja oznacevalcev je prikazan v obliki
kontingencne tabele (Tabela 2). Statisti¢na
analiza teh vzorcev je pokazala 75% obcu-
tljivost in 100 % specifi¢nosti nase metode.
Negativna napovedna vrednost je bila 100 %
ob pozitivni napovedni vrednosti 83,3 %.
Tako smo na tem vzorcu dokazali, da ne-
gativen rezultat RT-qPCR analize izkljucu-
je moznost prisotnosti posameznih rakavih
celic v VB.

V nadaljevanju smo opredelili znacil-
nosti $tudijske skupine (Tabela 3). Od 14
histolosko potrjenih bolnikov No, smo MZ
dokazali pri $tirih bolnikih (28,6 %), med-
tem ko pri ostalih desetih bolnikih z analizo
RT-qPCR nismo uspeli dokazati izrazanja
CEA ali CK-20. Ti bolniki so bili oprede-
ljeni kot MZ- negativni. Bolnike smo nato
razdelili v dve skupini. Bolnike No z mikro-
zasevki in bolnike No brez mikrozasevkov.

Tabela 2: Kontingenc¢na tabela.

RT-gPCR negativni
RT-gPCR pozitivni
Skupaj

5 1 6
0 3 3
5 4 9
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Statisticna analiza ni pokazala znacilnih
razlik med porazdelitvami spola, polozaja
tumorja, makroskopskega tipa zgodnjega
raka, Bormannovega tipa, velikosti tumorja,
Stavila reseciranih bezgavk, Zilne, limfangi-
alne, perinevralne invazije, ekstranodalne
infiltracije, histoloskega gradusa in poraz-
delitve stadija T med skupinama. Bistvena
razlika pa se je pokazala pri povpre¢ni sta-
rosti bolnikov, saj so bili bolniki z MZ pov-
precno starejsi kot bolniki brez MZ (55 £ 8,7
let v skupini brez MZ; 69 + 8,9 let v skupini
z MZ; p = 0.019). Tudi predoperativne vre-
dnosti tumorskega oznacevalca CA 19-9 so
bile bistveno visje v skupini z MZ (22 +17.8
v skupini z MZ v primerjavi s 4 £ 5 v skupini
brez MZ; p = 0.045). razlike med tumorski-
mi oznacevalci CEA in AFP so bile nezna-
¢ilne. Znacilna razlika se je pokazala tudi pri
porazdelitvi rakov po Laurenovi klasifikaci-
ji. Pri bolnikih brez MZ je prevladoval inte-
stinalni tip (88,9 %), medtem ko je v skupini
z MZ prevladoval difuzni tip raka (66,7 %).

Razpravljanje

V drzavah zahodnega sveta je kljub na-
predku diagnosti¢nih postopkov diagno-
sticiranje Zelod¢nega raka vec¢inoma v nje-
govih napredovalih stadijih. Z uvajanjem
endoskopije odprtega dostopa je v zadnjih
letih prislo do dolo¢enega napredka pri di-
agnosticiranju teh vrst raka, kar je prineslo
izboljsanje napovedi izida tudi za bolnike z
rakom zelodca. Z uvajanjem gastroskopske
diagnostike pri bolnikih z rakom Zelodca
s simptomi je bil tudi v Sloveniji v zadnjih
letih zabelezen majhen, vendar pomemben
porast v odkrivanju zgodnjih stadijev raka
zelodca.'”'® Odkritje raka Zelodca v zgo-
dnjih stadijih lahko pomeni za bolnika po-
polno ozdravitev tudi z uporabo manj obse-
znih operacij, ki pa slonijo na natan¢nejsih
metodah dolocanja stadija.

Uvajanje koncepta varnostne bezgav-
ke, ki je pomenil revolucijo pri zdravljenju
raka melanoma in dojke, bi lahko pomenil
pomemben napredek tudi v diagnostiki in
zdravljenju raka Zelodca. Ceprav nekatere
raziskave Ze kazejo klinicni pomen MZ v
varnostni bezgavki (VB), je tako uporaba
IHK kot tudi molekularno-bioloskih me-

Zdrav Vestn | Napovedna vrednost med operacijo dolocenih mikrozasevkov v prvi varnostni bezgavki pri raku Zelodca 779
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Tabela 3: Primerjava bolnikov z mikrozasevki in brez mikrozasevkov v varnostni bezgavki.

Ekspresivnost RT-qPCR
o reguiven |
)

Spol Mogki 2 (50 %) 8 (80 % NS
Zenski 2 (50 %) 2 (20 %)
Starost 55+8,7 let 69 +8,9 let p=0.019
Lauren intestinalni 0(0%) 8 (88,9 %) p = 0.037
difuzni 2 (66,7 %) 0 (0 %)
mesani 1(33,3 %) 1 (11,1 %)
Tretjina Srednja 2 (50 %) 2 (22,2 %) NS
Spodnja 2 (50 %) 7 (77,8 %)
Lezisce manjsa 2 (50 %) 3 (30 %) NS
velika 1(25 %) 2 (20 %)
sprednja 0 (0 %) 1 (10 %)
zadnja 1(25%) 3 (30 %)
celotni obod 0 (%) 1(10 %)
Murakama | 1 (50 %) 1(14,3%) NS
IIb 0(0%) 2 (28,6 %)
llc 1(50 %) 2 (28,6 %)
I 0(0%) 2 (28,6 %)
Bormannov tip I 1 (50 %) 2 (66,7 %) NS
1\ 1(50 %) 1(33,3%)
T-stadij Tla 1(25 %) 4 (40 %) NS
Tlb 1(25 %) 2 (20 %)
T2 1(25 %) 3(30%)
T3 1(25%) 1(10%)
Diferenciacija dobro 0 (0%) 3(33,3%) NS
zmerno 1 (33,3 %) 2 (22,2 %)
slabo 2 (66,7 %) 3(33,3%)
pecatnoceli¢ni 0 (0 %) 1(11,1 %)
Limfangialna invazija negativna 4 (100 %) 9 (90 %) NS
pozitivna 0 (0 %) 1(10 %)
Zilna invazija negativna 4 (100 %) 10 (100 %) NS
pozitivna 0 (0%) 0 (0%)
Perinevralna invazija negativna 3 (75 %) 8 (80 %) NS
pozitivna 1(25%) 2 (20 %)
Ekstranodalna invazija  negativna 4 (100 %) 10 (100 %) NS
pozitivna 0(0%) 0(0%)
CEA 1+0ng/ml 1,57 +1,3 ng/ml NS
AFP 3+1,7 ng/ml 3,8+2,2 ng/ml NS
CA19-9 22+17,8 ng/ml 415 ng/ml p=0.045
Velikost tumorja 30+12 mm 35+255 mm NS
Stevilo odstranjenih bezgavk 13+£9,8 12+75 NS
DeleZ pozitivnih bezgavk 52+43,7% 26+282% NS
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tod doloc¢anja MZ Se vedno primerna le za
tudijske namene. Predvsem zaradi retro-
spektivnih analiz vzorcev in dolgotrajnih
protokolov uporaba taks$nih rezultatov med
samo operacijo ni mogoca, zaradi cesar z
dokazom MZ v bezgavkah Se ni mogoce
med operacijo spremeniti odlocitve o ob-
segu limfadenektomije. Pri uporabi HE in
IHK je glavna ovira veliko stevilo rezin, ki
jih je potrebno narediti, da lahko z zadostno
natancnostjo izklju¢imo MZ v bezgavki.
Za razliko od metod HE in IHK je metoda
RT-qPCR za dolo¢anje MZ bolj obcutljiva
in specificna metoda, hkrati pa omogoca
pregled celotne bezgavke v enem delovnem
koraku, s ¢imer je izguba celic zunaj rezne
ploskve izkljucena. V Zelji zmanjsati $tevilo
vzorcev in cas pregleda VB, smo si v razi-
skavi zastavili vprasanje, ali je mogoce Ze z
analizo prve bezgavke, v katero se drenirajo
tumorske celice, dokazati MZ z metodo RT-
-qPCR.

V stevilnih Studijah je bilo dokazano, da
je dokazovanjem hkratnega izrazanja vec
oznacevalcev z metodo PCR bolj zanesljiva
metoda kot dokazovanje enega oznaceval-
ca.” Zato smo se v nasi raziskavi odlo¢ili za
uporabo dveh oznacevalcev CEA in CK-2o0,
s katerima smo dosegli negativho napove-
dno vrednost 100 % in pozitivno napovedno
vrednost 83,3 % v kontrolni skupini. Podob-
ne vrednosti so dobili tudi v drugih $tudijah,
v katerih so potrdili, da je taksno testiranje
bistveno bolj zanesljivo od IHK.»*'**?

V predstavljeni $tudiji je varnostna be-
zgavka opredeljena kot prva bezgavka, ka-
mor se drenira vbrizgano barvilo okoli tu-
morja, ki je bil po patohistoloski preiskavi
potrjen kot No. S to metodo smo pri §tirih
od 12 No bolnikov dokazali MZ (28,6 %). V
drugih raziskavah, v katerih so ovrednotili
ve¢ bezgavk na bolnika, so ugotavljali po-
gostost MZ od 10-30 %.>'*'*"** Podobno
pogostost MZ smo lahko dobili ze z anali-
zo prve bezgavke, kamor se drenira tumor.
Ishii in sod. so porocali, da MZ niso uspeli
z metodami IHK odkriti zunaj skupine be-
zgavk, ki so se obarvale po vnosu modrila.*?
Zato smo si v okviru nase $tudije postavili
vprasanje, ali lahko natan¢na analiza priso-
tnosti MZ prve bezgavke, to je bezgavke, ki
se najprej obarva po vnosu modrila v predel
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tumorja, napove status bezgavk pri bolniku
No. Ce upostevamo, da so pri $tudijah var-
nostne bezgavke analizirali povprecno dve
do stiri bezgavke na bolnika,*'>**** pogo-
stost MZ pri taksnih bolnikih No in kon¢no
dejstvo, da se MZ najprej pojavijo v varno-
stni bezgavki,?* bi vsaj teoreti¢no zadostoval
pregled ene same, t.i. »prave« varnostne
bezgavke. Morebitna ovira nase $tudije je
vprasanje, ali smo s to metodo zares poka-
zali pravilno VB. Obstaja namrec verjetnost,
da pot drenaze vbrizganega barvila v okoli-
co tumorja ni enaka drenazni poti samega
tumorja. Vendar obstaja ve¢ moznosti, kako
bi izpopolnili nacin iskanja »prave« varno-
stne bezgavke. Poznane so Stevilne analize,
kjer so z natan¢nimi patoanatomskimi raz-
iskavami pokazali najbolj pogosta drenazna
mesta za posamezno umestitev tumorja.>
Glede na izsledke te $tudije lahko sklepamo,
da ima leziS¢e tumorja v ustreznem dobro
dolocenem podrocju dokaj predvidljivo pot
dreniranja. Tako bi lahko Ze med samim
odvzemom preverili, ali odvzeta varnostna
bezgavka pripada pravilni skupini bezgavk,
v katerih so zasevki najbolj verjetni. Doda-
tno pa bi lahko zanesljivost metode povecali
s predoperativnim vbrizgavanjem radioko-
loidnih oznacevalcev med gastroskopskim
pregledom na mesto tumorja. Ne samo, da
se na takSen nacin olajsa prikaz zgodnjih
primerov raka zelodca, ki se makroskopsko
ne dajo odkriti pri tipanju Zelodca med ope-
racijo, ampak tudi sama drenazna pot z ve-
¢jo gotovostjo sledi drenazni poti malignih
celic. Omenjene metode prikaza varnostne
bezgavke so predmet bodocih raziskav, ka-
terih rezultati bi lahko gotovo prispevali k
vedji natancnosti in zanesljivosti predopera-
cijskega oznacevanja tumorja in varnostne
bezgavke.

Preliminarni rezultati nase Studije kazejo,
da so se MZ bistveno pogosteje pojavljali pri
starejsih bolnikih. To bi lahko odrazalo slab-
$i imunski odziv starejsih bolnikov. Sansoni
in sod. so porocali o slabsem delovanju celic
naravnih ubijalk in njihovi manjsi u¢inkovi-
tosti pri odstranjevanju rakavih celic v be-
zgavkah, kar vodi v vecjo pogostost MZ pri
tej populaciji.>**** Mikrozasevke smo po-
gosteje odkrili pri difuznem tipu Zelod¢nega
raka. To opazanje se ujema z ugotovitvami
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drugih avtorjev.® Nazadnje pa smo ugoto-
vili tudi razliko pri predoperacijskih vre-
dnostih tumorskega oznacevalca CA 19-9,
ki so imele bistveno visje vrednosti pri bol-
nikih z MZ. Ceprav so navadno vrednosti
oznacevalca CA 19-9 vi$je pri makroskop-
skih zasevkih v bezgavkah,?*® pa do sedaj
ni bilo dokazane povezave med povisanimi
vrednostmi oznacevalca in MZ v varnostnih
bezgavkah. Vse omenjene razlike so po na-
$em mnenju pomembni dejavniki tveganja
za prisotnost MZ v varnostni bezgavki in jih
je potrebno upostevati Ze pri predoperacij-
ski pripravi in na¢rtovanju obsega limfade-
nektomije pri posameznem bolniku.

Klju¢nega pomena za prakti¢no rabo na-
$ega koncepta je vprasanje, kako zanesljiv je
rezultat No s preiskavo ene VB z RT-qPCR
in ali bi na podlagi tak§nega rezultata zmanj-
$ali obseg odstranitev bezgavk (limfadenek-
tomije). Trenutne smernice za zdravljenje
zgodnjega raka Zelodca, ki so bile sprejete na
zadnjem evropskem srecanju za raka zelod-
ca, dolocajo, da je obseg limfadenektomije,
ne glede na dejansko stanje stadija N, lahko
manjsi kot pri lokalno napredovalem raku.
Minimalno Stevilo odvzetih bezgavk je za
deset bezgavk manjse, kot jih sicer odstrani-
mo pri standardni limfadenektomiji D2 (25
bezgavk). Glede na visoko znacilno negativ-
no napovedno vrednost, ki smo jo potrdili
z na$o kontrolno skupino, ob rezultatu No
analize RT-qPCR varnostne bezgavke, lahko
z gotovostjo izklju¢imo MZ v tej bezgavki,
zato bi ostal predviden obseg limfadenek-
tomije manjsi. Ce bi se po nasi analizi, po-
kazala verjetnost MZ v varnostni bezgavki,
bi bolnika oznacili ze med operacijo kot Ni,
kar bi pomenilo, da je edino pravilno zdra-
vljenje, ki omogoca dolgoro¢no prezivetje
D2 limfadenektomija, kljub temu, da se tre-
nutno za zgodnjega raka Zelodca priporoca
zmanj$an obseg limfadenektomije.

Z natancnej$im prepoznavanjem prave
varnostne bezgavke in upostevanjem doda-
tnih kazalnikov tveganja za MZ v varnostni
bezgavki, vse kaze, da bi lahko bila analiza
ene same »prave« varnostne bezgavke zado-
stna za dokaz prisotnosti MZ v bezgavkah.
Prednosti te metode so Se posebej ocitni, ce
upostevamo stroske in ¢as, ki bi bil potreben
za tak$no analizo. Z RT-qPCR lahko pre-

gledamo celoten vzorec v enem koraku, kar
zmanj$a moznost spregledanih celic zunaj
rezne ploskve, kot se lahko zgodi pri IHK.
To prednost metode RT-qPCR smo lah-
ko z nasim protokolom v celoti izrabili, za
razliko od drugih $tudij, v kateri so bezgav-
ko razdelili na ve¢ delov in nekatere rezine
preiskovali z RT-qPCR, druge pa z IHK.**°
Zmanjsana obcutljivost in specifi¢nost, ki so
jo v taksnih Studijah belezili, lahko gre vsaj
deloma na racun izgube malignih celic zu-
naj rezne ploskve.

Kljub obetavnim rezultatom S$tudije je
potrebna dolocena mera zadrzanosti. Re-
zultati $tudije so bili narejeni na majhnem,
vendar statisticno dovolj velikem vzorcu
bolnikov, za vecjo tezo rezultatov bo potreb-
no nadaljevanje studije na ve¢jem vzorcu, z
analizami ponovitve bolezni in dolgoro¢nih
prezivetji, ki bodo lahko dokon¢no potrdili
veljavnost metode. Ce bomo pokazali, da je
pregled prve varnostne bezgavke varen na-
¢in za dokazovanje MZ, bomo metodo uve-
dli v operacijsko prakso. Z razvojem novih
protokolov RT-qPCR, ki lahko dajo enako-
vredne rezultate, vendar v veliko krajSem
¢asu (20 do 60 minut),>** bi lahko koncept
»prave« varnostne bezgavke odprl vrata v
obdobje krojenja zdravljenja $e med samo
operacijo raka zelodca.
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