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Imunohistohemijski, plemorfni adenomi su pozitivni na S-100,
GFAP, CK14, aSMA WTI1 i EMA. Vartin tumor je pozitivan na
CK14, CEA i p63; adenom bazalnih ¢elija pokazuje pozitivnost na S-
100, CEA i vimentin, dok su mioepitelni tumori pozitivni na
vimentin, GFAP, S100, CK14, a-SMA. Adenoidnocisti¢ni karcinom
pokazuje pozitivnost na CEA i S-100; mukoepidermoidni eksprimira
CK14; karcinom pljuvaénih kanala pozitivan na EMA, CEA, p53 i
HER-2, dok je polimorfni karcinom niskog gradusa pozitivan na
CK14, p63, EMA, S100 i vimentin. Morfometrijska analiza pokazuje
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1. UVOD

Sistem pljuvacnih Zlezda u ljudi se moze podeliti u dve grupe Zlezda sa egzokrinim
luéenjem. U grupu glavnih ili velikih pljuva¢nih Zlezda se ubrajaju parotidna,
submandibularna i sublingvalna zlezda. Grupu pomo¢nih ¢ine na stotine malih Zlezda, koje

su prisutne u sluzokozi gornjih partija digestivnog i respiratornog sistema.

Osnovna funkcija pljuvacnih zlezda jeste lucenje pljuvacke, neophodne u procesu

varenja i podmazivanja, imunitetu, a u krajnjoj liniji odrzavanju homeostaze.

1.1  Embriologija pljuvacnih Zlezda

Rana istrazivanja ukazuju da razvoj pljuvacnih Zlezda pocinje u periodu od Seste do
osme nedelje postkoncepcijskog razvoja, kada oralni ektoderm zalazi u susedni mezoderm,
gde se formiraju mesta za glavne pljuvacne Zlezde. Smatra se da postoje tri glavne faze u
procesu nastanka pljuvaénih Zlezda.? Prvu fazu karakterise formiranje pupoljaka razgranatih
kanala. Dvoredni trepljasti epitel oblaze lumenove, dok se spolja nalaze mioepitelne cCelije
ektodermalnog porekla.® U drugoj fazi dolazi do formiranja ranih lobulusa i kanalisanja
duktusa. Tre¢u fazu karakteriSe sazrevanje acinusa i interkalatnih duktusa, kao i smanjenje

intersticijalnog vezivnog tkiva (Slika 1).

Slika 1. Razvoj parotidne pljuvacne Zlezde, A - | faza razvoja, H&E, uvelicanje x20; B — |l faza razvoja,
H&E, uvelicanje x10; C — Il faza razvoja, H&E, uvelicanje x10

Nikola D. Zivkovié 10



DOKTORSKA DISERTACHA

Tokom Seste gestacione nedelje prva se formira primordijalna parotidna Zlezda.
Nastaje od zadnjeg stomodeuma, a kapsula zlezde vodi poreklo od okolnog menzenhima
zajedno sa limfnim nodusom.* U sedmoj nedelji se pomera u dorzalnom i latealnom pravcu, i
zauzima preaurikularni polozaj. Oko desete nedelje razvija se facijalni nerv, koji deli zlezdu
na povrni i duboki rezanj.® Do tre¢eg meseca zlezda dobija opstu formu. Tokom Sestog
meseca krece diferencijacija trepljastog epitela ekskretornih duktusa u kubic¢ne, skvamozne i
peharaste Celije. Intralobularni kanal i diferencijacija acinusa pocinje oko osmog meseca, dok
se diferencijacija mioepitelnih ¢elija deSava u periodu od devetnaeste do dvadesetCetvrte
nedelje. Od 25. do 32. nedelje mioepitelne celije postaju izduzene sa citoplazmatskim
produzecima. U tom periodu krec¢e i luéenje pljuvacke, u vidu mukozne te¢nosti.%’ Tokom
Seste gestacione nedelje u podu usta se pojavljuju pupoljci, koji se potom Sire oko
milohioidnog misi¢a u submandibularni trougao, od koji se na kraju razvija submandibularna
pljuvaéna Zlezda. Kapsula Zlezde se u potpunosti razvija posle treéeg gestacionog meseca.?
Sublingvalna zlezda se poslednja razvija, u odnosu na ostale glavne pljuvacne Zlezde.
Epitelni pupoljci rastu na dole iz udubljenja izmedu donje vilice i jezika. U dvanaestoj
gestacionoj nedelji od tubuloacinarnih jedinica gornjeg respiratornog ektoderma nastaju male

pljuvaéne zlezde.®

Jaskoll i Melnick su u svom radu prikazali kompleksna molekularna desavanja i
signalne puteve, koji su reorganizovali klasi¢nu morfogenezu. Razvoj pljuvacne Zlezde je
primer za granaju¢u morfogenezu, osnovni proces koji je prisutan i u razvoju drugih organa,

poput pluéa, pankreasa, bubrega i dojke.%*°

Nikola D. Zivkovié 11
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1.2 Anatomija pljuvacnih Zlezda

Parotidna Zlezda je najveca i najteza od svih glavnih pljuvacnih zZlezda. U proseku, tezina
parotidne zlezde iznosi od 15 do 30 g. Nalazi se preaurikularno i duz zadnje ivice donje vilice.
Facijalnim nervom je podeljena na povrsni i duboki rezanj. PovrSni reZanj se malazi uz bo¢nu
stranu mazetera, dok se duboki nalazi izmedu mastoidnog nastavka temporalne kosti i tela donje
vilice. Glavni ekskretorni kanal parotidne pljuva¢ne Zlezde, oznacen joS i kao Stensenov kanal
(eng. Stensen’s duct), se uliva u usnu duplju u visini drugog gornjeg molara. Vecina benignih
tumora je lokalizovana u povr$nom reznju i mogu biti uklonjeni povr$nom parotidektomijom.!
Akcesorna parotidna zlezda moze biti lokalizovana napred, preko mazetera, i to izmedu
parotidnog kanala i jagodi¢ne kosti. Kanal akcesorne se direktno uliva u glavni kanal parotidne
zlezde. Histoloski, tkivo ove Zlezde se razlikuje od tkiva parotidne zlezde u tome Sto pored

seroznih, moZe sadrzati i mucinozne acinuse.*?

Submandibularna je druga pljuva¢na zlezda po veli¢ini, tezine oko 7 do 16 g. Nalazi
se u submandibularnom trouglu, a prostire se od donje ivice donje vilice do digastri¢nog
miSi¢a. U istoj loZi se nalaze i submandibularni limfni ¢vorovi, facijalna arterija i vena,
milohioidni misi¢, kao i lingvalni, milohioidni i hipoglosni nerv. Ekskrecija pljuvacke iz
submandibularne pljuvacne Zlezde, u podu usne duplje, se odvija preko Vartonovog kanala
(eng. Wharton'’s duct). Tokom disekcije vrata ili ekscizije same Zlezde, milohioidni miSi¢ se
mora povuci put napred, da ne bi doSlo do oSte¢enja lingvalnog nerva i submandibularnog

gangliona.'®

Najmanja od tri glavne pljuvacne Zlezde je sublingvalna, teZine od 2 do 4 g@.
Histoloski, izgradena je od mucinoznih acinusa. Nalazi se u submukozi prednjeg dela poda
usne duplje, a iznad milohioidnog misSi¢a. Za razliku od parotidne 1 submandibularne,
sublingvalna pljuvacna Zlezda nema pravu kapsulu, ve¢ je parcijalno prekrivena oralnom
sluzokozom. Izlucivanje pljuvacke je ili direktno ve¢im brojem kanala u podu usne duplje, ili

ulivanjem kanala u Bartolinov kanal (eng. Bartholin’s duct), koji se dalje uliva u Vartonov.*

Izmedu 600 i 1000 malih pljuvacnih zlezda je smesteno u usnoj duplji i orofarinksu.
Najveci broj ovih zlezda se nalzi u usnama, jeziku, Sluzokozi obraza i nepcu. Takode se

nalaze i u krajnicima, supraglotisu, kao i u paranazalnim Supljinama. Svaka zlezda poseduje

Nikola D. Zivkovié 12
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jedan kanal, koji se izliva direktno u usnoj duplji. Histoloski, male pljuvaéne zlezde su

izgradene od seroznih, mucinoznih acinusa, ili su megovite.'*

1.3  Histoloske karakteristike pljuvacnih zlezda

Sve Zlezde su izgradene od parenhima (sekretorne jedinice sa pridruZzenim kanalima) i
strome (okolno vezivno tkivo koje zalazi u Zlezdano 1 deli ga na lobuluse). Sinteza se odvija
intracelularno, a potom se produkti oslobadaju iz sekretornih granula razli¢itim
mehanizmima. Pljuvacne Zlezde, kao i1 ostale zlezde sa egzokrinim lucenjem, pljuvacku
izluCuju kroz kanale (duktuse) iz struktura nalik balonu, koji su oznaceni kao acinusi. Sami

acinusi se mogu podeliti u tri osnovne vrste, i to serozni, mucinozni i me$oviti.

Serozni acinusi su grubo sfericnog oblika. Epitelne ¢elije ovih acinusa su kruskolikog
oblika (ili nalik piramidi) sa gustom citoplazmom. Jedra su rasporedena bazalno, a u
citoplazmi se nalaze bazofilne PAS (Periodic Acid-Schiff) pozitivne zimogene granule, ¢iji
broj varira u zavisnosti od faze sekretornog ciklusa. Osnovni enzim prisutan u zimogenim
granulama je amilaza ili a-amilaza. U granulama su takode prisutni i drugi proteini poput
aglutinina, prolinom bogati proteini i histatini. Drugi enzimi, kao $to je nespecifiéni
antibakterijski lizozim, laktoferin, tripsin i himotripsinu sli¢na proteaza, lizin endopeptidaza i
histidin peptidaza, takode su prisutni u citoplazmi acinarnih ¢elija.'>® Acinus poseduje
centralni lumen putem koga se drenaza nastavlja u interkalatni kanal. Izlu¢ivanje je
potpomognuto mioepitelnim ¢elijama, koje su smestene izmedu spoljasnjeg dela acinusa i

bazalne membrane (Slika 2).

B — AB-PAS, uvelicanje x10

Mucinozni acinusi su veéi od seroznih, i nepravilnog su oblika. Epitel ovih acinusa je

cilindri¢an, sa izduzenim, bazalno pastavljenim jedrima i obilnom, svetlom citoplazmom
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(Slika 3). Sekretorne ¢elije mucinoznih acinusa sadrze kisele (Alcian blue i Mucicarmin

pozitivni) i neutralne sijalomucine (PAS pozitivni), u razli¢itim koncentracijama.l’” Takode,

karakteristike ovih sijalomucina se razlikuju u submandibularnoj i sublingvalnoj pljuvaénoj

Zlezdi.'®

W

Slika 3. HistoloSka grada sublingvalne Zlezde (mucinozna Zlezda). A — H&E, uvelicanje x10;
B — Alcian blue, uvelicanje x10; C - Mucicarmin, uvelicanje x10

Mesoviti, seromucinozni, acinusi se vidaju u submandibularnoj pljuvacnoj zlezdi
(Slika 4). Poseduju karakteristike oba tipa acinsa. Mucinozne sekretorne Ccelije su

skoncentrisane u blizini interkalatnog kanala, a serozne ¢elije su polumesecastog oblika.®

OR

Slika 4. HistoloSka grada submandibularne pljuvacne Zlezde (meSovita Zlezda), A —H&E, uvelicanje
x20; B — AB-PAS, uvelicanje x20; C — Alcian blue, uvelicanje x10; D - Mucicarmin, uvelicanje x20

Transport pljuvacke, kao i elektrolitna modifikacija, se obavlja sistemom kanala, koji

su podeljeni na intralobularne i interlobularne kanale. Prvi deo, oznaéen kao interkalatni

kanal, je u direktnom kontaktu sa acinusima. Histoloski, kanal je obloZen jednorednim

kubi¢nim epitelom, a sa spoljasnje strane se nalaze, nepravilno rasporedene, mioepitelne
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¢elije. U ovom segmentu odvija se sekrecija bikarbonata i apsorpcija hlorida iz primarne
pljuvacke. Duzina interkalatnog kanala varira, pa je najduzi u parotidnoj zZlezdi, dok je jedva
uocljiv u sublingvalnoj. Nastavlja se strijatnim kanalom, koji je oblozen jednorednim
cilindricnim epitelom. Citoplazma ovih ¢elija je jako eozinofilna zbog velikog broja
mitohondrija. Na bazalnoj strani se uocavaju karakteristicne membranske invaginacije. U
ovom segmentu se odvija reapsorbcija natrijuma i sekrecija kalijuma. Strijatni kanal, zajedno
sa interkalatnim, je oznacen kao intralobularni deo sistema, odnosno kao sekretorni deo zbog
njihove metabolicke aktivnosti. Intralobularni sistem kanala sa acinusom predstavljaju

sekretornu jedinicu pljuvacne zlezde — salivon.?%?

Naredni deo je interolobularni, odnosno ekskretorni deo sistema kanala, koji je
smeSten u vezivnom tkivu septi pljuvacnih Zlezda. ObloZeni su pseudostratifikovanim
cilindricnim epitelom 1 pojedinacnim peharastim celijama. Kalibar ovih kanala se
progresivno povecéava do ulaska u glavni sekretorni kanal, koji je oblozen nekeratinizuju¢im
plocastoslojevitim epitelom, a sa spoljasnje strane se nalaze bazalne celije. Ove Celije su
relativno uniformne. U ovom delu, ¢esto su prisutni fenomeni metaplazije, kao i odredeni

broj malignih tumora pljuvaénih zlezda.1%2?

1.4  DosadaSnja istrazivanja

Tumori pljuvacnih Zzlezda poseduju jedan od najveéih dijapazona u histoloSkom
smislu. Godinama unazad se razmatralo i postavljale razne teorije o histogenezi i
morfogenezi tumora, od kojih su mnoge ostale na nivou pretpostavke. Hipoteze koje su
izazivale, a nekim delom 1 danas izazivaju, najve¢i broj polemika, zasnivju se na vezi
histogeneze tumora i embriogeneze, odnosno na rezervne (stem) Celije kanalskog (duktalnog)
sistema.?1?22324 Uloga ovih éelija jeste regeneracija parenhima pljuvacnih Zlezda, ali isto
tako ucetvuju i u procesu metaplazije u zapaljenskim, reaktivnim uslovima. Batsakis je
osamdesetih godina dvadesetog veka postavio hipotezu o dve stem progenitorske celije, koje
su lokalizovane na proksimalnim i distalnim delovima kanalnih sistema. Shodno lokalizaciji
same celije 1 tumor ¢e imati karakteristike ili terminalnih duktuloacinusnih struktura, ili pak
karakteristike ekskretornog dela kanalnog sistema.?® Born i Burns sa kolegama su
imunohistohemijskim metodama dokazali prisustvo nediferentovanih bazalnih ¢elija oko

kanalnog sistema, ali bez jasnih dokaza da se radi o rezervnim (stem) ¢elijama.?®?” Medutim,
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sa druge strane postoje brojni eksperimentalni dokazi o proliferativnom kapacitetu

diferentovanih acinusnih i mioepitelnih ¢elija.?%°

Dardick 1 Nostrand u svom istrazivanju navode da veza izmedu normalne strukture
pljuvacéne zlezde i histoloske slike samog tumora moze da nam pomogne samo u
razumevanju morfoloske klasifikacije, Ipak, moramo imati na umu da slicnost ne mora nuzno
znaditi i to da tumor vodi poreklo iz strukture koju imitira.?* Medutim, i sam Dardick
predlaze morfogenetski pristup diferencijaciji stem celija, koja je nastala kao posledica

razli¢itih genskih ekpresija.3%3!

Inetrkalatni kanal predstavlja jednu od najvaznijih struktura pljuvacne zlezde koja se
povezuje sa morfogenezom velikog broja razli¢itih tumora.?* U tu grupu tumora se ubrajaju
pleomorfni adenom, adeom bazalnih Ccelija, karcinom bazalnih Ccelija, mioepiteliom,
adenoidno cisti¢ni karcinom, embrionalni karcinom, epitelno-mioepitelni karcinom. Kao i
sam interkalatni kanal, i ovi tumori pokazuju kako epitelnu, tako i mioepitelnu
diferencijaciju.3%32333435 prema Batsakis-u ovi tumori i nastaju iz rezervnih éelija
interkalatnog kanala, i to istim pravcem kao i embrionalne terminalne tubularne éelije.?®
Statisticki gledano i najvec¢i broj tumora pljuvacnih Zlezda, oko 80%, jeste lokalizovan u
parotidnoj zlezdi, gde je duZina interkalatnog kanala 1 najvec¢a. Nasuprot tome, u

sublingvalnoj je uéestalost tumora oko 1%, gde je interkalatni kanal i jedva vidljiv.3!

Foote 1 Frazel su 1953. godine prvi objavili histolosku klasifikaciju malignih tumora
pljuvacnih zlezda®, a zatim 1979. godine Batsakis.®” Svetska zdravstvena organizacija (eng.
WHO) je 1972. godine objavila prvu klasifikaciju tumora ove oblasti, a tek je 1991. godine
izdala revidirano izdanje. Tumori epitelnog porekla su prikazani u Tabeli 1. Najc¢es¢i maligni
tumori neepitelnog porekla su maligni fibrozni histiocitom, maligni $vanom i
rabdomiosarkom. Ne-Hockinovi limfomi sa razli¢itim stepenom diferencijacije se najcesce
sre¢u u ovoj regiji. MALT (eng. Mucosa-Associated Lymphoid Tissue) limfom, a posebno
limfom marginalne zone (eng. marginal zone lymphoma), su povezani sa hroni¢nim
sijaloadenitisom koji je imunski posredovan, u sklopu sindroma Sjogren.®% Planocelularni
karcinom i1 melanom koze regije glave i vrata, najces¢e su polaziSte metastaza u pljuvacnim
zlezdama. Hematogene metastaze u ovoj regiji su veoma retke, a naj¢es¢e poticu iz bubrega,
dojke i pluéa.”’ Treba imati u vidu da odredeni benigni tumori, poput pleomorfnog adenoma,

adenoma bazalnih ¢elija, mioepitelioma i onkocitoma, mogu maligno da alterigu.*!
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Tabela 1. Benigni i maligni epitelni tumori pljuva¢nih Zlezda

BENIGNI EPITELNI TUMORI

MALIGNI EPITELNI TUMORI

Pleomorfni adenom
Mioepiteliom
Adenom bazalnih ¢elija
Warthin tumor
Onkocitom
Kanalikularni adenom
Sebacealni adenom
Limfadenom
e sebacealni
e nesebacealni
Duktalni papilom
e invertni papilom
e intraduktalni papilon
e sialoadenoma papilliferum

Cistadenom

Karcinom acinusnih ¢éelija
Mukoepidermoidni karcinom

Adenoidni cisti¢ni karcinom

Polimorfni adenokarcinom niskog gradusa
Epitelno-mioepitelni karcinom
Svetloc¢elijski karcinom

Adenokarcinom bazalnih ¢elija

Sebacealni karcinom

Sebacealni limfadenokarcinom
Cistadenokarcinom

Kribriformni cistadenokarcinom niskog
gradusa

Mucinozni adenokarcinom
Onkaocitni karcinom

Karcinom pljuvacnih kanala
Adenokarcinom [NOS]

Mioepitelni karcinom

Karcinom iz pleomorfnog adenoma
Karcinosarkom

Metastazirajuéi pleomorfni adenom
Planocelularni karcinom

Karcinom malih ¢elija

Karcinom velikih ¢elija
Limfoepitelijalni karcinom
Sijaloblastom

Druga polovina dvadesetog veka se pokazala kao izuzetan period u istrazivanju i

identifikaciji novih tumora pljuva¢nih Zlezda. U prilog ovome ukazuje i ¢injenica da je 1953.

godine opisano 16 tumora ove lokalizacije, a 1996. godine ve¢ 36, §to ¢e reci da se broj

novootkrivenih entiteta udvostrucio.®®#? Po prvoj klasifikaciji opisano je 6, a kasnije 13

benignih tumora, dok je broj malignih tumora bio 10, a potom 23.
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1.5 Etiologija tumora pljuvacnih Zlezda

Tokom godina istrazivanja, doslo je do napretka u razjasnjavanju porekla i otkrivanju
specificnog uzroka u nastanku tumora pljuvacnih zlezda. Najpoznatiji razlog je izlaganje
radijaciji, ¢emu u prilog ide Cinjenica o povecanoj incidenci kod ljudi koji su preziveli
eksploziju nuklearne bombe, kao i kod bolesnika na zra¢noj terapiji tumora drugih
lokalizacija. Takode, je uofena povecana ucestalost tumora kod dece obolele od leukemije,
koja su na hemioterapiji i profilaktickom zra¢enju glave.** Efekat odgovora na niske doze
zracenja pokazao je srednju vrednost latentnog perioda za maligne tumore od 11 godina, a za
benigne tumore 21,5 godina.** Od potencijalno vaznih, jedino infekcija EBV je
identifikovana u patogenezi ovih tumora, narocito u Azijskoj i Eskimo populaciji. Za sada
nema dokaza da infekcije drugim virusima poput herpes virusa, humanog pailoma virusa ili
HIV, imaju ulogu u nastanku tumora.***® Za razliku od tumora drugih lokalizacija, naro¢ito u
predelu glave i vrata, povecanje incidence tumora pljuvacnih zlezda nije povezano sa stilom
Zivota, osim za Vartinov tumor. Mnoge studije su pokazale udruzenost konzumiranja cigareta
i ovog tumora.*’*8 Swanson i Burns su objavili ¢lanak u kome su opisali poveéani rizik za
razvoj malignih tumora pljuvaénih zlezda kod osoba koje rade u frizerskim i kozmetickim

salonima.*®

U novije vreme je pokazano da u osnovi razvoja tumora pljuvaénih zlezda stoje
odredene genetske malformacije. Dokazano je da u sklopu autozomno dominantno naslednog
Turban tumora postoji povecana ucestalost udruzenosti sa cilindromima, trihoepiteliomima i
bazalno éelijskim adenomima pljuvaénih zlezda.>*>! Poznata je pojava poveéane uéestalosti
pleomorfog adenoma, karcinoma acinusnih celija, Vartinovog tumora i limfoepitelnog
karcinoma unatar jedne porodice.5?%® Citogeneti¢ka analiza benignih tumora ukazuje na
trizomiju hromozoma 8, kao i na recipro¢nu translokaciju, koji uzrokuju aktivaciju onkogena
HMGIC lokalizovanog na hromozomu 12q13 i PLAG1 na hromozomu 8q12.>* Dokazano je
da PLAG1, nuklearni protein, aktivira transkripciju faktora rasta humanog insulina Il (IGF-
1), bitnog u tumorogenezi.®® Pojedini histoloski tipovi tumora su, takode, povezani sa
specificnim abnormalnostima - carcinoma ex pleomorphic adenoma (8q12-13 i 12q13-15
rearanzman), adenoidno cistiéni karcinom (translokacija [6; 9] [q21-24; pl13-23]), i

mukoepidermoidni karcinom (translokacija [11; 19] [q14-21; p12-13]).%
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1.6 Epidemiologija tumora pljuvac¢nih Zlezda

Tumori pljuvacnih Zlezda su veoma retke neoplazme. S'obzirom na njihovu
patohistolosku sliku, ovi tumori predstavljaju veoma veliki dijagnosticki izazov. Ucetalost ovih
tumora se krece od 3 do 6% svih tumora regije glave i vrata, sa godiSnjom incidencom od 0,05 do
2 novootkrivena na 100.000 ljudi.®®®" Parotidna Zlezda je najées¢e mesto tumora pljuvaénih
zlezda, sa ucestalo$¢u od 80-85%, a skoro 75% ovih tumora su benigne neoplazme. Druga po
ucestalosti je submandibularna zlezda, sa 10%, ali polovina tumora ove lokalizacije su maligne
neoplazme. Sa frekvencom od 1% je sublingvalna zlezda, ali oko 80% tumora su maligni. Male
pljuvaéne Zlezde su mesta sa najéeséom frekvencom malignih tumora.®®*® Epidemioloski podaci
prikazuju razli¢itu ucestalost u razli¢itim etni¢kim grupana i delovima sveta, $to dodatno otezava
globalnu incidencu ovih tumora.®®* U Sjedinjenim Americkim Drzavama maligni tumori
pljuvac¢nih zlezda ¢ine 6% karcinoma glave i vrata, a u odnosu na ostale lokalizacije u¢estalost im
je 0,3%. Podaci Britanskih istrazivaca prikazuju ucestalost mukoepideroidnog karcinoma od
2,1%, §to je znaCajno manje u odnosu na globalnu ucestalost, koja se kre¢e od 5 do 15%. Veoma
visoka incidenca je prijavljena na Grenlandu.®? Pojedine studije prikazuju da 9% malignih tumora
pljuvaénih zlezda C¢ine limfomi 1 matastatski tumori, Sto treba imati u vidu u pogledu
diferencijalne dijagnoze.®® Veliki rizik za poveéanu ucestalost karcinoma pljuvacnih Zlezda je
detektovan nakon migracija u predele sa niskom incidencom, $to ukazuje da genetski ili rano

steGeni faktori sredine igraju bitnu ulogu u etiologiji ovih tumora.%

U odnosu na polove, u zena se znatno ¢e$ce srecu tumori ove lokalizacije, ali i taj
0dnos znacajno varira u zavisnosti od tipa samog tumora. Prose¢na starost pacijenata je 46-47
pleomorfni adenom i mukoepidermoidni karcinom, kao najucestalije tumore, je u Cetvrtoj i
petoj deceniji. U pacijenata ispod 17 godina ucestalost tumora mezenhimnog i epitelnog
porekla je jednaka, kao i odnos benignih i malignih tumra. Pleomorfni adenom,
mukoepidemoidni karcinom i karcinom acinusnih Celija ¢ine 90% svih epitelnih tumora
pljuvacnih zlezda ove populacija. Medu svim bolesnicima, nevezano za zivotnu dob, pol i
bioloSko ponaSanje tumora, pleomorfni adenom je najucestaliji, sa frekvencom od 50%.
Warthin tumor je drugi po ucestalosti medu benignim, dok je mukoepidermoidni karcinom
najces¢i medu malignim tumorima. Vecina kanalikularnih adenoma 1 polimorfnih
adenokarcinoma niskog gradusa su porekla malih pljuvac¢nih zlezda. Warthin tumor se

najéescée javlja u parotidnoj zlezdi ili periparotidnom limfnom nodusu.53%
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1.7  Patohistoloske karakteristike tumora pljuvaénih Zlezda

1.7.1 Mukoepidermoidni karcinom

(,, Carcinoma mucoepidermoides”)

Mukoepidermoidni karcinom predstavlja najces¢i primarni maligni tumor pljuvacnih
Zlezda, sa najées¢om lokalizacijom u parotidnoj Zlezdi.®® U odnosu na polove, nesto je
frekventniji u Zena, i to u odnosu 3:2.%% Ovaj tumor karakterise visegodi$nji rast, i odsustvo
bolova. Kada ima intraoralnu prezentaciju, povrsina tumora je plavo-crvene prebojenosti i
moze da oponasa mukokelu ili neki tumor vaskularnog porekla.®>®” Po jednoj teoriji vodi
poreklo od éelija ekskretornih kanala, dok je po drugoj porekla rezervih éelija istih kanala.*
Prognoza tumora zavisi od stepena maligniteta, gradusa tumora, stadijuma tumorske bolesti,

pola i starosti bolesnika.%®

Makroskopski, re¢ je o tumoru solidno-cisticne grade, ¢vrste konzistencije, svetle

prebojenosti, sa relativno jasnim marginama.

Patohistoloski, mukoepidermoidni karcinom je izgraden od epidermoidnih
(skvamoidnih) i mukus produkuju¢ih celija. Stepen diferentovanosti ¢elija, kao i1 njihova
arhitektonika, ukljucujuéi formiranje cistiénih struktura, zavise od samog tumora. Pojedini
tumori mogu da budu relativno jasno ograniceni, ali je uvek prisutna infiltracija okolnog
parenhima pljuvacne Zlezde. Obicno su multicisti€nih karakteristika sa solidnom
komponentom, koja vremenom moze da postane dominantna. Cisti¢ne strukture su obloZene
mukusnim, kuboidalnim i bazalnim ¢elijama. Takode su prisutne epidermoidne Celije, ali je
keratinizacija veoma retka. Mukusne celije su velike, sa svetlom citoplazmom i periferno
rasporedenim jedrima, i ¢ine oko 10% celijske populacije tumora. Ove ¢elije vrse produkciju
sijalomucina, i mogu da se dokazu histohemijskim metodama bojenja, Mucicarmin ili Alcian
blue. Svetle, cilindri¢ne ili onkocitne ¢elije mogu, takode, biti prisutne. Ove ¢elije pokazuju
PAS pozitivnost, $to ukazuje na sadrzaj glikogena u citoplazmi (Slika 5). Fokusi skleroze i
ekstravazacija mucina su ¢esti u tumoru. Ovi fenomeni su praceni jakom zapaljenskom
reakcijom do formiranja germinativnih centara, Sto moze da navede na laznu sliku postojanja
infiltracije lokalnih limfnih nodusa. Perineuralna invazija, nekroze, kao i pove¢ana mitotska

aktivnost su retki u ovom tipu karcinoma.®6°
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Slika 5. Mukoepidermoidni karcinom, A — solidna forma rasta tumora, H&E, uvelicanje x10;

B — AB-PAS, uvelicanje x20; C- Alcian blue, uvelicanje x20; D - Mucicarmin, uvelicanje x10
Institut za Patologiju Oruzanih Snaga (eng. The Armed Forces Institute of Pathology
(AFIP)) je dao skoring sistem u odredivanju gradusa tumora. Ukljucili su pet karakteristika —
intracisticna komponenta (<20%, skor 2), perineuralna invazija (skor 2), prisustvo nekroza
(skor tri), broj mitoza (>4 / 10 vidnih polja velikog uveli¢anja(eng. hpf), skor 3) i anaplazija
(skor 4). U ukupnom rezultatu, skor 0-4 odgovara karcinomu niskog gradusa, skor 5-6
karcinomu srednjeg, a skor 7 i viSe bi odgovarao karcinomu visokog gradusa. Ovaj sistem se
pokazao kao veoma dobar za karcinome parotidne i intraoralne lokalizacije, ali ne i za
submandibularnu lokalizaciju. Tumori koji su tu lokalizovani imaju veoma veliki metastatski

potencijal, bez obzira na gradus.”® Kasnije je ovaj sistem unapreden i dodato je jo§ i

limfovaskularna invazija, zahvatanje kosti, kao i Sirenje u obliku ostrvaca ili gnezda™ (Slika 6).

Slika 6. Mukoepidermoidni karcinom, A — limfovaskularna invazija, H&E, uvelicanje x40;
B — perineuralna invazija, H&E, uvelicanje x20,; C — infiltracija kostanog tkiva, H&E, uvelicanje x10
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Imunohistohemijski, tumorske ¢elije su pozitivne na citokeratine velike molekularne
tezine, kao Sto se CK5/6, CK14, zatim na EMA, CEA 1 p63, dok su negativne na S100 1
aSMA. Ponekada se moze detektovati fokalna pozitivnost na GFAP i vimentin.®®

Diferencijalno dijagnosticki treba imati u vidu nekrotizujuéu metaplaziju, LESA,
invertni papilom, planocelularni karcinom, svetlocelijski karcinom, adenoskvamozni

karcinom, kao i metastaze malignih tumora drugih lokalizacija (Slika 7).

Slika 7. A — Sialometaplasia necroticans, uveli¢anje x10; B — LESA, uvelicanje x10;
C — Metastases carcinoma planocellularae, uvelicanje x10;
D — metastasis melanoma malignum, uvelicanje x10

1.7.2  Adenoidni cisti¢ni karcinom

(,, Carcinoma adenoides cysticum”)

Adenoidni cisti¢ni karcinom je drugi po ucestalosti, i ¢ini 20% svih malignih tumora
pljuvacénih zlezda. Ucestalost medu polovima je jednaka, sa pikom u srednjoj zivotoj dobi.

Klini¢ki se karakteride visokim stepenom recidiviranja, kao i pojavom metastaza.®®
Makroskopski se prezentuje kao Cvrsta, svetla dobro ograni¢ena tumorska promena.

Patohistoloski, tumor grade dva tipa c¢elija, duktalne i modifikovane mioepitelne
¢elije sa hiperhromnim, uglastim jedrima i svetlom citoplazmom. Postoje tri forme ovog
tumora. Tubularna forma, koju ¢ine jasni duktusi i tubulusi, oblozeni aplatiranim epitelom, a
sa spoljasnje strane se nalaze mioepitelne celije. Kribriformni tip, izgraden od tumorskih

plaza sa mikrocisticnim prostorima koji su ispunjeni hijalinim ili bazofilnim mukoidnim
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materijalom. Solidni ili bazaloidni tip ¢ine tumorske plaze izgradene od uniformnih

bazaloidnih ¢elija, bez tubularnih ili mikrocisti¢nih prostora. Svaka od formi rasta tumora se

posmatra kao dominantniji ili ucestaliji deo tumora (Slika 8).

o e ‘i - J"(:,\’ “ ) V.. Sﬁ\r
Slika 8. Adenoidni cisti¢ni karcinom, A — kribriformni tip, H&E, uvelicanje x10;
B — tubularni tip sa perineuralnom invazijom, H&E, uvelicanje x10;
C — solidni tip, H&E, uvelicanje x20
Stroma je uglavnom hijalinizovana, ponekada do te mere da je dominantna u tumoru.

Perineuralna invazija je uobicajena i vrlo esto upadljiva karakteristika ovih tumora.®32

Kod adenoidnog cisti¢nog karcinoma histoloski gradus tumora, kao prognosticki marker,
je veoma problemati¢an. Odreduje se na osnovu odnosa komponenti tumora. Generalno, tumori

sa tubularnom i kribriformnom prezentacijom imaju bolju prognozu, i oznaceni su niskostepenim

gradusom. Za razliku od njih, ako je prisutno vise od 30% solidne komponente, tumor pokazuje

znatno agresivniji tok.”>"* Agresivne varijante tumora su prikazane na Slici 9.
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Slika 9. Adenoidni cisti¢ni karcinom, A — solidno-kribriformni tip sa infiltracijom koze obraza, H&E,
uvelicanje x4; B - solidno-kribriformni tip sa infiltracijom kostanog tkiva gornje vilice, H&E, uvelicanje

x10; C - solidno-tubularni tip sa probojem kostanog tkiva gornje vilice i tumorskim plazama koje su
prisutne oko korena zuba, H&FE, uvelicanje x10

Imunohistohemijski, luminalne ¢elije su pozitivne na CEA, EMA i1 CKl14, dok su
bazaloidne ¢elije pozitivne na vimentin, p63 i aSMA..%3

Diferencijalno dijagnosticki se ukljucuju pleomorfni adenom, polimorfni adenokarcinom

niskog gradusa, adenom ili adenokarcinom bazalnih ¢elija.
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1.7.3 Karcinom pljuvaénih kanala
(,,Salivary duct carcinoma”)

Karcinom pljuvacnih kanala je visoko maligni epitelni tumor pljuvacnih Zlezda sa slikom,
gotovo identi¢nom, duktalnog invazivnog karcinoma dojke. Ucestalost ovog tumora iznosi
9% od svih primarnih malignih tumora pljuva¢ne Zlezde, sa predominacijom u zena, i to u
odnosu 4:1. Najéesée je lokalizovan u parotidnoj Zlezdi.®*®% Karakterise se veoma brzim
rastom i variranjem u veli¢ini. Bol i pareza facijalnog nerva su ponekad prisutni. U trenutku
postavljanja dijagnoze, neretko, tumor je velikih dimenzia sa udaljenim metastazama.” U
svojim studijama Barnes (104 bolesnika) i Jaehne (50 bolesnika) prikazali su da se recidiv
javlja izmedu 33% i 48% slucaja, a da su udaljene metastaze bile prisutne kod 48%
bolesnika. Smrtnost je velika i iznosi oko 65% unutar cetiri godine od postavljanja

dijagnoze.”

Makroskopski, tumor je solidne grade sa cisticnom komponentom, ¢vrste konzistencije,

bele do sive boje sa vidljivom infiltracijom okolnog parenhima.

Patohistoloski, karcinom pljuvacnih kanala podeseca, kako arhitektonski, tako i citoloski, na
duktalni invazivni karcinom dojke. Prisutan je polimorfizam epitelnih Celija sa kribriformnim
tipom rasta. Prisutne su intraduktalne, komedo nekroze, kao i hiperplazija duktalnog epitela sa
slikom ,,rimskih mostova” (eng. “Roman bridge formation ) (Slika 10). Kao dokaz skvamozne
diferencijacije, koja se moze po nekada videti u tumoru, prisutna su psamomska telaSca, kao 1
podrucja solidnog 1 papilarnog rasta tumora. Citoloski, celije poseduju svetlu, eozinofilnu
citoplazmu, krupna polimorfna jedra sa prominentnim jedarcima i grubim hromatinom. Istaknut
je veliki broj patoloskih mitoza. U pojedinim slucajevima, celije mogu imati vretenastu ili

sarkomatoidnu diferencijaciju, sli¢no metaplasti¢Gnom karcinomu dojke.%%"’

L Sy

Slika 10. Karcinom pljuvac¢nih kanala, A — intraduktalne komedo nekroze, H&E,
uvelicanje x10; B — hiperplazija intraduktalnog epitela, H&E, uveli¢anje x10
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Kod intrakanalnog (intraduktalnog) karcinoma pljuvacnih Zlezda postoji strogo
definisani Kkritrijum o intaktnim mioepitelnim ¢éelijama, oko samih duktusa. Ovaj tumor je
Cesto prisutan u literaturi kao karcinom pljuvacnih kanala niskog gradusa. Zapravo velika
ve¢ina ovih karcinoma je Cist intraduktalni karcinom ili sa mikroinvazijom. Svetska
Zdravstvena organizacija je usvojila termin ,kribriformni cistadenokarcinom niskog
stepena”, koji je doveo do velikih polemika. Da li je intraduktalni karcinom entitet za sebe ili

zapravo premaligna lezija jos uvek nije razjasnjeno.®>4

Imunohistohemijski, tumorske ¢elije su pozitivne na CEA, EMA, p53, HER-2, a

negativne na mioepitelne markere p63, aSMA i CK 14, vimentin i WT1.%3

Diferencijalno dijagnosti¢ki u obzir dolaze metastaze duktalnog karcinoma dojke i
planocelularnog karcinoma, kao i maligni onkocitom i mukoepideroidni karcinom. U ovom
tipu karcinoma postoji karakteristicni kribriformni celijski aranzman koji iskljucuje
planocelularni karcinom, podruéja sa peharastim ¢elijama se vidaju iskljué¢ivo u podrué¢jima

sa metaplazijom.

1.7.4 Polimorfni adenokarcinom niskog gradusa
(,, Polymorphous low-grade adenocarcinoma”)

Polimorfni adenokarcinom niskog gradusa prestavlja primarni maligni epitelni tumor
pljuvacnih Zlezda sa veoma polimorfnom prezentacijom, monomorfnim celijama,
infiltrativnim rastom i niskim metastatskim potencijalom. Ucestalost tumora iznosi 26% svih
intraoralnih karcinoma. Zastupljeniji je u nesto starijoj poulaciji (oko 70% bolesnika je od 50
do 70 godina starosti), sa predominacijom u Zena, i to u odnosu 2:1. U oko 60% slucajeva je
lokalizovan na nepcu, potom na bukalnoj sluzokozi, retromolarno, gornjoj usni i podu jezika.
Retko je prisutan u velikim pljuva¢nim Zlezdama. Prezentuje se u vidu bezbolne mase, koja

moze da bude pracena krvarenjem, telangiektazijama i ulceracijama.®*%

Makroskopski, tumor je jasno ograni¢en, ali bez kapsule. Cvrste je konzistencije,

prljavo Zute prebojenosti, lobuliranog izgleda.

Patohistoloski, tumor je izgraden od monomorfnih ¢elija, male do srednje veli¢ine sa
malim, ovalnim i hiperhromnim jedrima, baz jasno uo¢ljivih jedaraca. Mitoze i nekroze su
retke. Pod polimorfizmom u samom nazivu ovog tumora podrazumevamo solidni,
kribriformni, tubularni, trabekularni, fascikularni (eng. streaming), linearni (eng. indian file) i

cistiéni tip rasta (Slika 11). Uocava se targetoidna perineuralna i perivaskularna invazija.3®3

Nikola D. Zivkovié 25



DOKTORSKA DISERTACIJA

% ( Y 3 ; Vi :”_. O~

Slika 11. Polimorfni adenokarcinom niskog gradusa, A — tubularni tip rasta, H&E, uvelicanje x10;
B — solidno-kribriformni tip rasta, H&E, uvelicanje x10,
C — solidno-cisticni tip rasta, H&E, uvelicanje x4

Yo ¥ N SRSt L4

Stroma moze da bude hijalinizovana, mukoidna ili fibrozna, $to moze dodatno

komlikovati diferencijalnu dijagnozu (Slika 12).

rare

Slika 12. Polimorfni adenokarcinom niskog gradusa, A — tubularni tip rasta tumora sa
hijalinizovanom stromom, H&E, uvelicanje x10; B — kribriformni tip rasta tumora sa mukoidnom
stromom i mikrokalcifikatima, H&E, uvelicanje x10

Imunohistohemijski, tumorske ¢elije su pozitivne na CEA, EMA, vimentin, S100 i

CK 14, a negativne na p63, aSMA i GFAP.®3

Diferencijalno dijagnosticki se ukljuc¢uje pleomorfni adenom i adenoidni cisti¢ni
karcinom.
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1.7.5 Mioepitelni karcinom

(,, Myoepithelial carcinoma; Myoepithelioma malignum”)

Mioepitelni karcinom predstavlja maligni tumor izgraden isklju¢ivo od tumorskih
mioepitelnih ¢elija. KarakteriSe se infiltrativnim rastom i sposobno$¢u za metastaziranje.
Nastaje de novo, ali u velikom procentu (oko 50%) se razvija iz mioepitelioma i pleomorfnog
adenoma. Ucestalost tumora je oko 2% u odnosu na sve maligne tumore pljuvacnih Zlezda.
Javlja se u starijoj Zivotnoj dobi, sa pikom u Sestoj deceniji i sa jednakom ucestalos¢u medu
polovima. Najées¢a lokalizacija mu je u parotidnoj (75%), a potom u submandibularnoj
pljuvacnoj zlezdi. Klinicki se karakteriSe lokalno destruktivnim rastom, sa zahvatanjem
lokalnog kostanog tkiva. Udaljene metastaze su prisutne u odmakloj bolesti. Prvi put je

opisan 1975. godine %3879

Makroskopski, tumor ne poseduje kapsulu, ali moze da bude jasno ogranicen,
lobulirane povrsine. Veli¢ina tumora varira od 2 do Secm. Na reznoj povrsini, tumor je bele

boje, sedefastog sjaja, sa poljima nekroze i cisti¢ne degeneracije.

Patohistoloski, tumor je multinodularne grade, a same plaze su izgradene od celija
koje mogu imati vretenast, plazmocitoidni, epiteloidni, stelatni (zvezdasti), svetloéelijski i
izgled pecatnog prstena (eng. signet ring cell) (Slika 13). U centru tumorskog nodulusa su
Cesto prisutne nekroze. Nodulusi mogu biti medusobno priblizeni, ili odvojeni okolnom
stromom koja je miksoidna ili hijalina. Veoma cesto mioepitelni karcinom ima sliku
sarkoma. Tumorske celije povremeno formiraju strukture nalik duktusima, ali luminalne
¢elije nisu prisutne. Za postavljanje dijagnoze mioepitelioma, kako benignog, tako i
malignog, neophodno je odsustvo duktusa. Celijski polimorfizam moze biti prisutan, ali je
neupadljiv. Mitotska aktivnost je umereno povecana, tako da su lokalni infiltrativni rast i

destrukcija osnovni i prvi parametar malignog tumora mioepitelnog porekla. 4881
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Slika 13. Mioepitelni tumor, A — epiteloidni tip, H&E, uvelicanje x40, B — vretenasti tip, H&E,
uvelicanje x40; C — plazmocitoidni tip, H&E, uvelicanje x40, D — stelatni tip, H&E, uvelicanje. x40;
E — svetlocelijski tip, H&E, uvelicanje x40; F — hijalina stroma tumora, H&E, uvelicanje x40

Imunohistohemijski, tumorske c¢elije kako kod malignog, tako i benignog tumora
mioepitelnog porekla, su pozitivne na vimentin, CK-AE1/AE3, S-100 i calponin, umereno do

slabo pozitivne na aSMA, GFAP, CK 14 i p63, a negativne su na p53, CEA, EMA i HER-2.5

Diferencijalna dijagnoza mioepitelnog karcinoma ukljuc¢uje pleomorfni adenom i

mioepiteliom.
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1.7.6  Pleomorfni adenom
(,,Adenoma pleomorphum,; Tumor mixtus”)

Pleomorfni adenom, oznacen jos i kao mesSoviti tumor (tumor mixtus), predstavlja
najcescu neoplazmu pljuvacnih zlezda. Srece se u svim zivotnim dobima, ali pik incidence je
u petoj deceniji. Jednako je zastupljen medu polovima, sa blagom dominacijom u zena. U
80% slucaja lokalizovan je u parotidnoj zelzdi, i to u donjem polu. Ako je lokalizovan u
dubokom reZnju ima prezentaciju parafaringealnog tumora; obi¢no su sporog rasta i bezbolni
su. Mali tumori se prezentuju kao glatke, ¢vrste, mobilne kuglice, dok tumori ve¢ih dimenzija
mogu ostetiti kozu i sluzokozu koja ih prepokriva. Multifokalni i rekurentni tumori mogu biti
fiksirani za okolno tkivo. Sporadi¢no se mogu javiti sa drugim tumorima, narocito sa
Wartinovim tumorom. Veli¢ina tumora varira od 2 do 5cm, ali mogu dosti¢i i enormne
dijametre. U slucajevima kada se javi infarceracija tumora, mogu se javiti bol i parestezije.
Na nepcu se najcesce javljaju na prelazu izmedu mekog i tvrdog nepca, kada mogu biti

fiksirani, zbog blizine periosta.®3%8

Makroskopski su jasno definisani, okruglog do ovalnog oblika. Debljina kapsule
varira, a moze i nedostajati, naro¢ito u manjim, mukusnim zlezdama. Ponekad mogu da
probiju samu kapsulu i da daju izgled formiranja novog tumora, koji se prezentuje kao
satelitski nodus; medutim, uvek je u kontaktu sa tumorom. Spoljasnja povrSina tumora je
lobulirana, a na preseku su homogenog izgleda, uglavnom belo prebojeni. Kada je re¢ o

tumoru sa obilnom hrskavi¢avom ili miksohondroidnom stromom, imaju sedefasti sjaj.

Patohistoloski, tumor je izgraden od epitelne, mioepitelne i mezenhimne komponente,
koja moze biti mukoidnog, miksoidnog ili hondroidnog izgleda. Epitelna komponenta
formira plaze ili strukture nalik duktusima, a same celije mog biti kuboidalne, vretenaste,
plazmocitoidne, skvamozne i ¢elije svetle citoplazme. Ponekada epitelna komponenta moze
biti predominantna u tumoru, $to je oznaceno kao celularni pleomorfni adenom, ali je bez
prognostickog znacaja. Duktuse ¢ine luminalne, kuboidalne celije, a mogu da imaju i
abluminalni sloj mioepitelnih ¢elija. Luminalne ¢elije, ponekada, imaju svetlu citoplazmu i
hiperhromna jedra, $to moze da zada veliki diferencijalno dijagnosticki problem ka
adenoidno cisticnom ili epitelno-mioepitelnom karcinomu. U lumenu duktusa, Koji je obi¢no
malog kalibra, moze se videti eozinofilna materija, do formiranja slike mikrocista. Prisutna
podru¢ja skvamozne metaplazije sa keratinizacijom, ali i svetloc¢elijska 1 mukusha

metaplazija, daju sliku koja podse¢a na mukoepidermoidni karcinom. Mioepitelne ¢elije u
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tumoru mogu da daju izgled retikularne potke, ali i istovremeno da imaju vretanasto-celijski
izgled, $to daje sliku §vanoma. Fokusi onkocitne metaplazije se takode vidaju. Mezenhimna

komponenta tumora je mukoidna, miksoidna, kartilaginozna ili hijalina. I ona moze da €ini

dominantnu komponentu (Slika 14).

Slika 14. Pleomorfni adenom, A — epitelna komponenta tumora formira solidno-cisticne plaze sa
hondroidnom stromom, H&E, uvelicanje x4, B — celularni tip tumora sa tubularnom epitelnom
komponentom, H&E, uvelicanje x10; C — dominanta mukoidna stroma tumora, H&E, uvelicanje x20;
D — sinhroni rast pleomorfnog adenoma i mioepitelioma, H&E, uvelicanje x4
E — podrucje ishemijske nekroze, H&E, uvelicanje x10

Celije sa mukoidnom supstancom su zapravo mioepitelne éelije. Ovde mogu da se

vide 1 podrucja koStane metaplazije. Visegodisnji tumori pokazuju izraZenu hijalinizaciju, u
tolikoj meri da je epitelna komponenta prisutna u tragovima i sa znacima degeneracije. Takvi

tumori predstavljaju veliki rizik za malignu transformaciju. 68283

Imunohistohemijski, epitelne duktalne celije su pozitivne na EMA, CEA GFAP,
CK14, dok je mioepitelna komponenta pozitivna na aSMA, p63, vimentin, S100 i GFAP.
Poslednjih godina je uocena i pozitivna reakcija sa WT1. Naime, modifikovane mioepitelne

éelije pokazuju izrazitu citoplazmatsku ekspresiju proteina.5®
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1.7.7 Vartinov tumor
(., Warthin tumor”’)

Warthin tumor predstavlja entitet koji je jo§ u literaturi oznaCen i kao
adenolimphoma, cystadenolymphoma i papilarni limfomatozni cistadenom. Drugi je po
ucestalosti, medu epitelnim tumorima pljuvaénih Zlezda, a najcesce je lokalizovan u
parotidnoj zlezdi 1 periparotidnom limfnom nodusu. Relativno je jednako zastupljen medu
polovima, mada postoje i podaci da je pedestih godina dvadesetog veka bio znatno ¢es¢i u
muskaraca i1 to u odnosu 10:1. Klini¢ki se manifestuje kao multicentri¢na, bezbolna lezija
veli¢ine od 2-4cm, koja je u oko 15% bolesnika obostrana. Primecene su i fluktuacije u

veli¢ini, kao i bol, ali samo kao posledica lokalne inflamacije i fibroze.®35¢

Makroskopski, tumor je sfericnog do ovalnog oblika, jasno ograni¢en, a na preseku je
pretezno cisti¢ne grade. Veli¢ina cisti varira, od 1mm, pa do nekoliko santimetara i ispunjene
su svetlom, mukoidnom ili kremasto belom do mrkom materijom. Solidni delovi tumora su

¢vrste konzistencije, ¢esto fibrozirani.

Patohistoloski, tumor je jasno ograni¢en tankom vezivno-tkivnom kapsulom. Dve
glavne komponente ucestvuju u gradi tumora, i to epitelna i limfoidna. Cisti¢ne strukture se
razlikuju po obliku i1 veli¢ini, a u lumenu su prisutne papilarne projekcije. Same papile
poseduju vaskularnu potku sa limfoidnim tkivom. Epitelnu komponentu ¢ini dvoredni epitel;
unutrasnji, luminalni red sa¢injen od onkocitnih, cilindri¢nih ¢elija u palisadnom rasporedu.
Ove ¢elije imaju ovalna jedra, bogatu citoplazmu, a na povrSini mogu biti prisutne cilije.
Ponekad se moze videti i slika koja podseca na apokrinu metaplaziju. Periferno od njih se
nalaze zaravnjene, kubi¢ne, bazalne Celije, Cija je citoplazma istih karakteristika. Atipija nije
prisutna. Karakteristicma je i veoma mala mitotska aktivnost. U pojedinim slucajevima se
moze videti nekroza (najc¢esce kao posledica infarkcije), infekcija i krvarenje, kao posledica
dijagnosticke ili neke druge manipulacije. Papilarni proliferati mogu imati izgled obrisaka,
poput duha (eng. ghost-like). Takode se mogu uociti i podrucja metaplazije, i to skvamozne i
peharaste, Sto daje spongiozni izgled. Na periferiji tumora je izrazena fibroza, sa gustim
hipocelularnim vlaknima kolagenog tkiva, kao i miofibroblastna proliferacija (Slika 15).

Neretko je prisutna i mesovita zapaljenska infiltracija.5%848%
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Slika 15. Warthin tumor, A — papilarni proliferati u cisticnoj strukturi tumora, H&E, uvelicanje x4,
B — podrucje skvamozne metaplazije, H&E, uvelicanje x10,; C — podrucje peharaste metaplazije, H&E,
uvelicanje x20

Imunohistohemijski, periferni sloj ¢éelija je pozitivan na p63 i CK14, fokalno su
pozitivne na vimentin, dok su luminalne ¢elije negativne na ove markere, a pozitivne su na

CEA. S100 je eksprimiran od strane dendritskih ¢elija. EMA je difuzno pozitivna, u oba sloja

epitelne komponente tumora.®

Patohistoloska slika tumora je prili¢no jedinstvena i teSko zamenljiva sa ostalim
tumorima pljuvacne zlezde. U odredenim stanjima moZe postojati slicnost sa
limfoepitelijalnim cistama, limfoepitelijalnim sijaloadenitisom ili MALT limfomom, kada su
i kanali pljuvacne zlezde cistino izmenjeni. Takode, u uslovima kada je citav tumor
infarceriran ili kada postoje podru¢ja skvamozne ili peharaste metaplazije. Tada slika

Warthin tumora moze biti sli¢na mukoepidermoidnom karcinomu.

Nikola D. Zivkovié 32



DOKTORSKA DISERTACHA

1.7.8 Adenom bazalnih éelija
(,, Basal cell adenoma”)

Ovaj tip adenoma predstavlja retku benignu neoplazmu pljuvaénih zlezda,
bazaloidnog fenotipa. Stroma se karakteriSe odsustvom miksohondroidne komponente, koja
se vida u pleomorfnom adenomu. O ucestalosti ovog tumora tesko je govoriti, s'obziroma da
je do 1991. godine kada ga je Svetska Zdravstvena Organizacija uvela u Klasifikaciju pod tim
entitetom, oznacavan kao monomorfni adenom ili ne-pleomorfni adenom.® Generalno, sre¢e
se U 1-3% slucajeva svih tumora pljuvacnih zlezda, sa pikom u sedmoj deceniji. Medu
polovima je ¢es¢i u zena, sa odnosom 2:1. Najcesc¢e je lokalizovan u velikim pljuvacnim
zlezdama, 1 to u parotidnoj. Klini¢ki se prezentuje kao jasno ograniceni, pokretni nodus,

&vrste konzistencije.®387

Makroskopski, prezentuju se kao tumori sa kapsulom, solidne do cisti¢ne grade, belo-
sive do braon prebojenosti, veli¢ine od 1-3 cm. Membranozni tip moze biti multinodularan ili

multifokalan.

Patohistoloski, tumor je izgraden od bazaloidnih Ccelija, nejasnih meducelijskih
granica, svetle citoplazme sa ovalnim do okruglim jedrima. Celije formiraju solidne,
trabekularne ili tubularne formacije. Kod solidnog tipa rasta, tumorske plaze su razli¢itog
oblika sa perifernim radijalnim ¢elijskim rasporedom (eng. palisading), medusobno odvojene
gustim snopovima kolagenih vlakana. Trabekularni tip se odlikuje bazaloidnim ¢elijama koje
formiraju uske trake ili trabekule, odvojene vaskularnom stromom. Retko, u stromi mogu biti
prisutne brojne tumorske mioepitelne ¢elije. Kod tubularnog tipa dominiraju duktalne
strukture. Membranozni tip se karakteriSe Sirokim trakama hijalinog veziva, po periferiji

tumorskih plaza, kao i intracitoplazmatskim inkluzijama (Slika 16).
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Slika 16. Adenom bazalnih Celija; A — solidni tip rasta tumora, H&E, uvelicanje x10; B - tubularni tip rasta
tumora, H&E, uvelicanje x10; C - trabekularni tip rasta tumora, H&E, uvelicanje x10; D - membranozni tip
rasta tumora, H&E, uvelicanje x10; E - tubularni tip rasta tumora sa podrucjem hondroidne metaplazije,
H&E, uvelicanje x10

Imunohistohemijski, ¢elije na periferiji tumorskih plaza eksprimuju p63, vimentin,
SMA i S100, dok su luminalne celije pozitivne na CK14, CEA i S100. Analizirajuci
ekspresiju markera dolazimo do zakljuc¢ka da je adenom bazalnih celija, histogenetski,

porekla éelija interkalatnih kanala.%®

U svakoj varijanti adenoma mogu se videti cisti¢ne strukture, skvamozna i onkocitna (u

tubularnom tipu) diferencijacija, kao i kribriformni rast.836588
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1.7.9 Mioepiteliom

(,, Myoepithelioma”)

Mioepiteliomi predstavljaju veoma redak entitet medu tumorima pljuvacnih zlezda sa
ucestaloséu od oko 1,5%. Javlja se pretezno u starijoj populaciji, sa pikom u trecoj deceniji
zivota, 1 to sa jednakom zastupljenosti u polovima. Najcesce je lokalizovan u parotidnoj
zlezdi, a manifestuje se kao jasno ograni¢ena, bezbolna masa, dugog toka. Prvi put su opisani
1943. godine, a Svetska Zdravstvena Organizacija ih je odvojila od pleomorfnog adenoma i
klasifikovala ih tek 1991538689

Makroskopski, tumor je jasno ograni¢en, ¢vrste konzistencije, bele do Zute boje na

preseku, najveéeg dijametra do 3 cm.

Patohistoloski, tumor je ¢ine plaze ili trake celija sa mioepitelnom diferencijacijom.
Same ¢elije mogu imati vretenast, plazmocitoidni, epiteloidni, zvezdast i svetlocelijski izgled.
Tumori su uglavnom izgradeni od jednog tipa Celija, ali se mogu javiti i u razliitim
kombinacijama. Kod vretenasto-éelijskog tipa celije su rasporedene u trakama koje se
medusobno preplecu, pa daju izgled tumora koji je mezenhimnog porekla. Plazmocitoidne
¢elije su ovalnog oblika sa ekscentriéno postavljenim jedrima, a citoplazma je obilna,
eozinofilna, gusta do hijalinog izgleda. Mioepiteliomi izgradeni od ovog tipa ¢elija su jo$ i
oznaceni kao hijalini, imaju¢i u vidu izgled strome tumora. Epiteloidne ¢elije su ovalnog do
okruglog oblika, sa centralno postavljenim jedrom. Okolna stroma ima kolageni ili mukoidni
izgled. Svetlocelijski tip Cine celije poligonalnog oblika, nejasnih meducelijskih granica i
veoma svetlom, opticki praznom citoplazmom, zbog velike koli¢ine glikogena koja je
sadrZana u njoj. U ovom tipu mioepitelioma mogu se uociti intracitoplazmatske mikrocisticne
strukture. Kod zvezdasto-celijskog tipa mioepitelioma celije su ovalnog oblika, nejasno
ograni¢ene, umerene citoplazme i centralno postavljenih jedara (Slika 13). Sam tumor ima

reSetkast izgled.%%!

Imunohistohemijski, tumorske ¢elije su pozitivne na vimentin, CK-AE1/AE3, S-100 i

calponin, umereno do slabo pozitivne na aSMA, GFAP, CK14 i p63, a negativne su na p53,
CEA, EMA i HER-2.%3

Diferencijalna dijagnoza ovog retkog tumora ukljucéuje pleomorfni adenom,

mukoepidermoidni karcinom, epitelno-mioepitelni karcinom i karcinom acinusnih c¢elija.
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1.8  Imunohistohemija

Primenom imunohistohemijskih metoda mogu se da se dobiju dodatne i veoma bitne
informicije, ponekad neophodne u diferencijalnoj dijagnozi i prognozi, a vezane su za
¢elijsku diferencijaciju i proliferaciju. Imunohistohemija je prvi put primenjena na
zamrzavanim iseccima, a tek kasnije na tkivu fiksiranom u formalinu. Fiksacija 1 obrada tkiva
je prva i najbitnija karika u imunohistohemijskoj obradi. Za analizu ¢elijske diferencijacije
koristi se veliki panel antitela, u zavisnosti od tkiva koje se analizira. Svakako, najvecu
primenu ima anti-Ki67. Proteklih godina uveden je Citav niz antitela, a prateéi njihovu
eksresiju, odreduje se i Celijska diferencijacija. Primenom razli¢itth panela dobijaju se
dodatne informacije potrebne za adekvatnu patohistolosku dijagnostiku. Uglavnom je
neophodno primeniti ve¢i broj markera, jer ni jedno antitelo nije strogo specificno za
odredeni celijski tip. U pljuvac¢nim zlezdama postoje tri osnovna tipa epitelnih ¢elija, koje se
mogu diferentovati primenom imunohistohemije, i to su acinusne, duktalne i mioepitelne

éelije.929

1.8.1 Markeri €elijske proliferacije

1.8.1.1 Ki-67

Proliferativna aktivnost tumora je definisana kao frakcija rasta. Moze se odrediti
brojanjem aktivnih celija, koje nisu u GO fazi ¢elijskog ciklusa, u odnosu na ukupan broj
¢elija. MKI67 gen se nalazi na hromozomu 10 i kodira Ki-67 protein. Antigen Ki-67 je
aktivan u svim fazama celijskog ciklusa (G1, S, G2, faza mitotske Celijske deobe), ali ne i u
GO fazi.® Poslednjih godina koristi se monoklonsko antitelo MIB-1, koje detektuje
rekombinantne fragmente Ki-67 antigena. Antitelo reaguje selektivno sa jedrima ¢elija koje
su u proliferaciji. Ki-67 imunoreaktivnost je veoma vazan prognosticki marker u brojnim
7lezda.®>% Brojanje mitotskih figura predstavlja tradicionalan nacin procene proliferacije
samog tumora. Haapasalo i saradnici su 1989. godine uveli odredivanje mitotske aktivnosti, u
procentima, kao broj mitotskih figura po volumenu (MV indeks), u zoni tumorskog tkiva.
Ovaj naCin je naSao primenu u brojenju Ki-67 pozitivnih celija (Ki-67 proliferativni
indeks).%’
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1.8.1.2 HER-2

c-ErB-2 gen, poznat jos i kao HER2/neu, je protoonkogen lokalizovan na 17q
hromozomu. Clan je familije ErbB grupe proteina, oznagene jos i kao receptor epidermalnog
faktora rasta, receptor za EGF (eng. epidermal growth factor receptor (EGFR)). Primeceno je
da je amplifikacija ili ekspresija udruzena sa ¢elijskom atipijom, polimorfizmom, visokom
agresivnodéu i metastatskim potencijalom.® Ovaj transmembranski glikoprotein je
eksprimiran, u 20-30%, na membranama c¢elija duktalnog infiltrativnog karcinoma dojke, i u
15-20% svih karcinoma dojke. Po datim preporukama ocenjuje se ekspresija
semikvantitativnom analizom tumorskih ¢elija. Negativnim nalazom podrazumevaju se ocene
0 (odsustvo reakcije) i 1(nepotpuno membransko bojenje u vise od 10% Ccelija). Grani¢ni
nalaz ili ocena 2 (eng. equivocal/borderline) podrazumeva potpuno membransko, ali slabo
bojenje u >10% celija, i na kraju ocenom 3, pozitivna reakcija, podrazumevamo intenzivno,
potpuno bojenje u vise od 10% tumorskih éelija.**1% Na Slici 17 su prikazani razli¢iti nivoi

ekspresije HER2 na preparatima karcinoma dojke.

Slika 17. anti-HERZ2, Invazivni duktalni karcinom dojke, uveli¢anje x20. A — Skor 0 — osustvo
reakcije; B — Skor 1 — nepotpuno membransko bojenje; C — Skor 2 — potpuno slabo membransko
bojenje; D — Skor 3 — potpuno intezivno membransko bojenje

1.8.1.3 p53

TP53 gen je lokalizovan na kratkom kraku hromozoma 17. Kodira tumor supresorni
pS53 protein, ¢ija je funkcija modulacija transkripcije gena koji utiCu na rast tumora.

Modulacija podrazumeva zastoj ¢elijskog ciklusa, apoptozu, odrzavanje genskog integriteta,
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inhibiciju angiogeneze i ¢elijsko starenje, zato je jos i oznacen kao ¢uvar genoma. Supresorna
funkcija p53 je prisutna isklju¢ivo u divljem tipu (eng. wild type), dok je kod mutirane forme
supresija smanjena ili u potpunosti odsutna. Neadekvatna, ili odsustna funkcija p53 odrazava
se na nekontrolisan rast, $to je i jedna od osnovnih karakteristika ¢elija malignih tumora u
ljudi, gde se i susre¢e.l®1%2 Najéeséi mehanizam direktnog oStecenja p53 jeste tackasta
(point) mutacija gena. Postoje i indirektni putevi oStecenja putem DNK virusa, kao $to je na
primer humani papiloma virus. Takode, do inaktivacije pS3 moze do¢i i kao posledica
mutacije gene Ciji proizvodi inetraguju sa p53, ili prenose informacije do ili od samog gena.
MDM?2 je najvazniji negativni regulator p53.1% Mutiran p53 gen kodira proteine &iji je
poluzivot produzen, a kao posledica dolazi do prekomerne ekspresije p53 proteina. Sam
kompleks povratnog ¢elijskog sistema, ili p5S3 mreza, je u normalnim uslovma neaktivna. Do
aktivacije dolazi u uslovima oSte¢enja ili samog celijskog stresa. Takve ¢elije mogu biti
okida¢ za nastanak kancerogeneze, imaju¢i u vidu da potencijalno mogu imati neku od
mutacija. Mutiran p53 je Cesto udruzen sa loSom prognozom, ali konkretna povezanost sa

karcinomima pljuvaénih Zlezda nije u potpunosti razjasnjena.0+1%

1.8.2 Markeri intermedijarnih filamenata

Intermedijarni filamenti predstavljaju intracitoplazmatske proteine koji su u kontaktu sa
Celijskom membranom, a funkcija im je ocuvanje celijske strukture, u smislu jacanja i
organizacije ¢elije u tkivima. Najvaznija funkcija im je da obezbede mehanicku podrsku celijskoj
membrani, koja je u kontaktu sa drgim Celijama ili ekstraéelijskim matriksom. Grupisani su u Sest
glavnih Klasa, i to: tip I (kiseli keratini), tip 1l (osnovni proteini), tip Il (intermediarni filamenti

mezenhimalnog tkiva), tip IV (neurifilamenti), nestandardni tip 1V i tip V' (laminini).1%®

1.8.2.1 Glijalni fibrilarni kiseli protein - GFAP

Glijalni fibrilarni kiseli protein (eng. Glial Fibrillary Acidic Protein (GFAP)) je 50 kDa
intacitoplazmatski fibrilarni protein i predstavlja deo citoskeleta astrocita, te primenom anti-
GFAP anitela dokazuje se astrocitno poreklo ¢elija. Sa drugim intermedijarnim filamentima utice
na strukturnu morfologiju ¢elija. Funkcionalno, sam GFAP u astrocitima odrzava motilitet i
stabilnost ¢elije obezbedujuéi strukturalnu stabilnost. Nakon povrede CNS izazvane traumama,
genetskim poremecajima ili hemikalijama, dolazi do uvecenja astrocita i povecane koliCine
GFAP, $to se imunohistohijskim metodama lako i dokazuje. Nasuprot ovim procesima, sa
malignom alteracijom astrocita dolazi do regresije proizvodnje GFAP. Tako, kod astrocitoma
dolazi do smanjene ekspresije GFAP, ili je odsutna, u zavisnosti od stepena maligne alteracije, za

Nikola D. Zivkovié 38



DOKTORSKA DISERTACIJA

razliku od zdravog mozdanog tkiva, gde je izrazena. Pored celija CNS, GFAP pokazuje
senzitivnost za Svanove ¢elije, Celije glije, tumorske éelije pljuvacnih Zlezda, mioepitelne ¢elije
dojke.20%1%8 J tkivu zdrave pljuvacne zlezde GFAP moze da pokaze ekspresiju u ¢elijama

strijatnog kanala.'® Ekspresija GFAP u tkivu pljuvaéne Zlezde je prikazana na Slici 18.

Slika 18. Umerena ekspresija GFAP u luminalnim celijama strijatnog kanala, uvelicanje x20

1.8.2.2 Vimentin

Vimentin je 57 kDa intermedijarni filament, koji pripada tre¢oj klasi. Pokazuje veoma
visoku specificnost za celije mezenhimalnog porekla. Koekspresija intermedijarnih
filamenata, naro€ito vimentika 1 citokeratina, je prisutna u razli¢itim tumorskim ¢elijama, pa
je neophodna primena velikog panela markera u cilju diferencijalne dijagnostike. Pored ¢eilja
mezenhimalnih tkiva, vimentin pokazuje senzitivnost i za mioepitelne celije, melanocite,
éelije endokrinog porekla i endotela.’?®% U zdravom tkivu pljuvaéne zlezde vimentin se

eksprimuje u interkalatnim i periacinusnim mioepitelnim ¢elijama (Slika 19).

Slika 19. Citoplazmatska ekspresija vimentina u periacinusnim i interkalatniim mioepitelnim
Celijama, uvelicanje x20

1.8.2.3 S100

S100 protein je 21-24 kDa, podeljen u dva podtipa A i B. S100A grade alfa i beta
lanci, dok je S100B izgraden od beta lanaca. Pripada familiji kalcijum vezujucih proteina,

poput kalmodulina i troponina C. Familija S100 je uklju¢ena u mnogim kalcijum zavisnim
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citoplazmatskim aktivnostima, poput fosforilacije proteina, celijske proliferacije (ukljucujuéi
malignu transformaciju) i ¢elijske diferencijacije. Anti-S100 antitelo se koristi u dijagnostici
Svanoma, astroglioma 1 gotovo svim benignim i malignim melanocitnim lezijama,
adenokarcinomima ovarijuma, pljuvacnih Zzlezda, endometrijuma i dojke. Pokazano je.
takode, da je S100 antigen prisutan u antigen prezentuju¢im Langerhansovim celijama
koze. 111! U zdravom tkivu pljuvaéne zlezde S100 se eksprimuje u luminalnim interkalatnim

¢elijama, acinusnim i mioepitelnim ¢elijama (Slika 20).

Slika 20. Ekspresija S100 u luminalnim celijama interkalatnih kanala i éelijama acinusa,
uvelicanje x20

1.8.2.4 Epitelni membranski antigen - EMA

Epitelni membranski antigen (EMA), protein koji prida heterogenoj grupi masnih
globula ljudskog mleka. Osim u mleku, ovi proteini su prisutni i u mnogim kako normalnim i
tako i malignim epitelima. EMA u kombinaciji sa drugim antitelima ima veoma S$ireku
primenu u diferencijalnoj dijagnostici mnogih maligniteta. Predstavlja veoma vazan marker u
potvrdivanju mestastaza karcinoma dojke u jetri, limfnim nodusima i kostima. Takode je
veoma znacajan u diferencijaciji limfoma od anaplasti¢nih karcinoma, kao i za potvrdu

2 EMA je pozitivan u luminalnim celijama

mnogih vretenastoéelijskih karcinoma.!
ekskretornih i interkalatnih kanala pljuvaéne Zlezde, ponekada i u c¢elijama acinusa i

periacinusnim mioepitelnim ¢elijama (Slika 21).

Slika 21. Izrazena ekspresija EMA u luminalnim éelijama ekskretorniim i interkalatniim kanalima,
uvelicanje x20
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1.8.2.5 Citokeratin 14

Citokeratin 14 (CK14) je 50 kDa protein koji pripada | kalsi intermedijarnih
filamenata (kiseli filamenti). Obi¢no se primenjuje u kombinaciji sa citokeratinom 5/6
(CK5/6), tip Il intermedijarnih filamenata (osnovni proteini) ili p63, u diferencijalnoj
dijagnostici karcinoma prostate i mioepitelnih ¢elija karcinoma dojke i pljuvacnih zlezda.
Siroku primenu je nasao, takode, u dijagnostici planocelularnog karcinoma pluéa.**** U

zdravom tkivu pljuvacne zlezde detektuje bazalne celije ekskretornih kanala, kao i

mioepitelne ¢elije inetrkalatnih kanala i acinusa (Slika 22).
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Slika 22. Izrazena ekspresija CK14 u bazalnim celijama ekskretornih kanala, mioepitelnim celijama
interkalatnih duktusa i periacinusnim mioepitelnim celijama, uvelicanje x20

1.8.2.6 a-glatkomiSi¢ni aktin - a-SMA

Aktin je protein, komponenta citoskeleta, prisutan u misi¢nim i ne misi¢nim Celijama.
Postoje tri izotopa (a, B, v), koji se razlikuju po aminokiselinama i izoelektri¢noj tacki. Anti-
sudova, kao 1 sa ¢elijama parenhimatoznih organa, u zavisnosti od koli¢ine aktina u glatkim
miSi¢ima, mioepitelnim Celijama i pericitima. Takode se eksprimira u stromalnim ¢elijama
creva, testisa i ovarijuma. Antitelo ne reaguje sa aktinom fibroblasta (B i y citoplazmatski
aktin), kao ni sa popre¢noprugastim i miokardnim migi¢nim ¢elijama.'*® U tkivu pljuvacne
zlezde pokazuje pozitivnu reakciju sa mioepitelnim ¢elijama interkalatnih kanala i acinusa

(Slika 23).
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Slika 23. Ekspresija aSMA prisutna u periacinusnim mioepitelnim éelijama, uvelicanje x20

1.8.3 Ostali markeri u diferencijalnoj dijagnostici tumora pljuvacnih Zlezda

1.8.3.1 p63

p63 zajedno sa p73 je Clan p53 familije proteina. Postoji najmanje Sest razlicitih
transkripta p63, koji nastaju kao posledica razli¢itih spajanja i kodiranja dva razli¢ita N (TA i
AN) 1 tri razlicita C (a, B 1 y) kraja. Proteinski izotopi TAp63a, TAp63f 1 TAp63y sadrze N-
terminal transaktivacioni (TA) domen, dok ostala tri izotopa ANp63a, ANp63 1 ANp63y, ne
sadrze. Najbitnija lokalizacija p63 se nalazi u bazalnom sloju plocastoslojevitog i prelaznog
epitela. Bazalne celije, kao progenitorna celije suprabazalnih, podvrgavaju ¢elijskoj
diferencijaciji i apoptozi u procesu regeneracije epitela. Kod p63 deficitarnih misSeva
nedostaje plocastoslojeviti epitel i njegovi derivati, uklju¢ujuéi dlaku, zube, mle¢ne, suzne i
pljuvaéne Zlezde.!'® Eksprimira se u bazalnim éelijama ekskretornih kanala i mioepitelnim

¢elijama interkalatnih kanala i acinusa pljuvaéne zlezde (slika 24).
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Slika 24. Jedarna ekspresija p63 u mioepitelnim céelijama interkalatnih kanala i acinusa,
uvelicanje x20
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1.8.3.2 Wilms tumor 1 - WT1

WT1 gen, je tumor supresorni gen koji je ukljuen u indukciji Vilms-ovog tumora,
malignog tumora bubrega u dece. Nalazi se na hromozomu 11p13, i aktivan je u 5-10%
sporadi¢nih Vilms tumora, a u 100% ,,Denys-Drash” pacijenata, sindromom koji je povezan
sa genitourinarnim abnormalnostima i Vilms tumorom. Kodira transkripcioni faktor koji
prepoznaje odgovor na rani rast (eng. early growth response (EGR-1)), sekvence koja je
pronadena u promotoru gena za faktor rasta. Protein kodiran od strane WTI reguliSe
transkripciju i drugih gena, i moze da funkcioniSe i kao aktivar i kao represor transkripcije.
Transkripciona akktivost ovog proteina moze biti izmenjena kao posledica interakcije WT1 i
p53. Pokazano je da u nedostatku divljeg alela p53, WTI funkcioniSe kao aktivator
transkripcije EGR-1.11"118 Anti-WT1 antitelo se vezuje za jedra éelija i ima Siroku
dijagnosticku primenu, pored Vilms-ovog tumora, kod malignih tumora jajnika,
mezotelioma, melanoma, a takode ekspresiju pokazuju i neoplasticne mioepitelne celije
pleomorfnog adenoma i mioepitelnih tumora. U studiji je Langman pokazao citoplazmatsku
ekspresiju i tumacio je kao pozitivnu reakciju.!’® U praksi se inace pozitivnom reakcijom

smatra jedarna ekspresija WT1 (Slika 25).

Slika 25. Zdravo tkivo ne eksprimira WT1 protein. Ekspresija je prisutna u intersticijalnim
kapilarima, uvelicanje x20
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1.8.3.3 Karcinoembrionalni antigen - CEA

Karcinoembrionalni antigen je ¢lan superfamilije imunoglobulina koji regulisu
¢elijsku signalizaciju 1 adheziju. Gen je lokalizovan na dugom kraku hromozoma 19, a sam
protein je prvo opisan u intrahepati¢nim zu¢nim putevima kao bilijarni glikoprotein, a kasnije
I u leukocitima, epitelu i endotelu. CEA inhibiSe celijsku diferencijaciju i olakSava rast
tumora, a takode je prisutan 1 u procesu angiogeneze, apoptoze, metastaziranju, kao 1 u
adaptaciji imunskog odgovora. Eksprimiran je u mnogim malignim tumorima, kao §to su
kolorektalni karcinom, karcinom pluca i dojke.’?® CEA pokazuje pozitivnost u luminalnim

¢elijama interkalatnih i ekskretornih kanala pljuvacne zlezde (Slika 26).

Slika 26. Umerena ekspresija CEA u luminalnim celijama ekskretornih i interkalatnih kanala i
éeiljama acinusa, uvelicanje x20

Nikola D. Zivkovié 44



2. NAUCNO RADNAHIPOTEZA

Na osnovu navedenih razli¢itih stavova o znacaju adekvatne diferencijalne dijagnoze

tumora pljuvacénih zlezda, postavili smo slede¢u hipotezu istrazivanja:

2.1  Ho— Nulta hipoteza istrazivanja

Visina Ki67 proliferativnog indeksa i parametri morfometrijskih karakteristika jedara

ne zavise od bioloskog ponasanja tumora (benigni ili maligni), kao i od tipa tumora.

Ako se 1 utvrdi postojanje odredenog stepena zavisnosti, ta zavisnost nije nastala pod

dejstvom sistemskog faktora, ve¢ je slucajnog karaktera i nije statisti¢ki znacajna.

2.2  Hi—Radna hipoteza istrazivanja

Visina Ki67 proliferativnog indeksa i parametri morfometrijskih karakteristika jedara

zavise od biolo§kog ponasanja tumora (benigni ili maligni), kao i od tipa tumora.

Ako se utvrdi postojanje odredenog stepena zavisnosti, ta zavisnost je nastala pod

dejstvom sistemskog faktora, odnosno zavisnih komponenti i statisticki je znacajna.
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3. CILJEVI RADA

1. Ispitivanje ekspresije odredenih markera u benignim i malignim tumorima

pljuvacnih zlezda.
2. Odredivanje Ki67 indeksa u tumorima pljuvacnih zlezda.
3. Ispitivanje povezanosti visine Ki67 indeksa i bioloskog ponasanja tumora.

4, Utvrdivanje morfometrijskih karakteristika jedara benignih i malignih

tumora pljuvacnih zlezda.
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4. MATERIJAL | METODE

Celokupno istrazivanje je sprovedeno u Centru za patologiju Medicinskog fakulteta u
Nisu. Analizirani materijal predstavlja tkivo dobijeno operacijskom i biopsijskom
procedurom pljuvacnih Zzlezda, sa Klinike za Maksilofacijalnu hiirurgiju u Nisu. Odnos
polova je varirao u zavisnosti od tumora, ali je prisutna blaga predominacija zenskog pola,
Sto je izrazenije u malignim tumorima. Starosna dob bolesnika je dosta varirala, u opsegu od
12 do 75 godina, naro¢ito u benignim lezijama. Maligniteti u de¢ijem dobu nisu bili
registrovani. Nakon primenjene intervencije tkivo se fiksira u 10% formalinu, najmanje 24h,
po preporukama Ameri¢kog udruzenja onkologa i koledza patologa (eng. American Society
of Clinical Oncology/College of American Pathologists (ASCO/CAP)).*?! Istrazivanje je
obuhvatilo 60 reprezentativnih tumora pljuvacnih Zlezda, 30 benignih i 30 malignih. Od
ukupno 60 pregledanih materijala, 58 je bilo operativnih, a 2 su bili biopsijski materijali.
Operativni materijal je podrazumevao, najée$¢e parotidektomiju (u 40 bolesnika) ili
tumerektomiju (u 10 bolesnika). Ostatk je Cinio materijal dobijen radikalnijim hirurSkim
metodama lecenja.U grupi benignih tumora posmatrani su pleomorfni adenom, Vartinov
tumor, adenom bazalnih ¢elija i mioepiteliom, a od malignih adenoidnocisti¢ni karcinom,
mukoepidermoidni karcinom, karcinom pljuvaénih kanala, polimorfni karcinom niskog
gradusa i mioepitelni karcinom. Detaljniji prikaz analiziranih tumora dat je u Tabeli 2.
Mikroskopskom analizom dobijenih preparata vrSena je preliminarna dijagnostika.
Istovremeno, oderedivan je i reprezentativni isecak, Sto podrazumeva veli¢inu tumorskog
polja sa minimalnim poljima nekroze i zapaljenskim infiltratom na kome su se radila
imunohistohemijska bojenja. Imajuci u vidu polimorfnost tumora pljuva¢nih Zlezda, jos jedan
od parametara za izbor isecka bila je i najpolimorfnija slika na patohistoloskom preparatu.

Kao kontrola sluzilo je zdravo tkivo pljuvacéne Zlezde.
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Tabela 2. Karakteristike pacijenata

Tip tumora Broj (N) Pol (musarac/Zena) Srednja starost
Pleomorfni adenom 10 6/4 40
Warthin tumor 10 5/5 62
Adenom bazalnih 6 2/4 67
Celija

Mioepiteliom 4 2/2 59
Mukoepidermoidni 8 2/6 47
karcinom

Adenoidno cisti¢ni 6 3/3 55
karcinom

Karcinom pljuvacnih 6 4/2 61
kanala

Polimorfni 6 2/4 64
adenokarcinom niskog

gradusa

Mioepitelni karcinom 4 2/2 59

4.1  Imunohistohemijska analiza

Analizirana je ekspresija Ki67, p53 i HER-2 antigena, kao markera proliferacije. U
sklopu diferencijalne dijagnostike analizirana je ekspresija karcinoembrionalnog antigena,
epitelnog membranskog antigena, kiselog glijalnog fibrilarnog proteina, p63 antigena,
vimentina, citokeratina 14, a-glatkomisi¢nog aktina, S-100 protein i Vilms tumor 1 antigena.
Pravljene su digitalne mikrofotografije, kako osnovnih, tako i preparata dobijenih

imunohistohemijskim bojenjem.

Imunohistohemijska bojenja vrsena su na iseccima debljine do Sum, dobijenih iz
parafinskih blokova. Za analizu je uziman reprezentativan isecak, a primenjena su sledeca
antitela: anti-Ki67 (MiB-1, ready to use; DAKO, Glostrup, Denmark), anti-p53 (DO-7, ready
to use; DAKO, Glostrup, Denmark), anti-p63 (e DAK-p63, ready to use; DAKO, Glostrup,
Denmark ), anti-HER-2 (HercepTest™, DAKO, Glostrup, Denmark), anti-CEA (l1-7, ready
to use; DAKO, Glostrup, Denmark), anti-EMA (E29, ready to use; DAKO, Glostrup,
Denmark), anti-S-100 (S-100, ready to use; DAKO, Glostrup, Denmark), anti-CK14 (LL002,
1:20; Novocastra Laboratories, Newcastle, UK), anti-WT-1 (6F-H2, ready to use; DAKO,
Glostrup, Denmark), anti-GFAP (6F2, ready to use; DAKO, Glostrup, Denmark), anti-aSMA
(1A4, ready to use; DAKO, Glostrup, Denmark), anti-vimentin (V9, ready to use; DAKO,
Glostrup, Denmark).
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Za pozitivnu reakciju smatra se bojenje jedara za slede¢e markere: Ki67, p53, p63 i
WT1. Pozitivno membransko bojenje analizirano je za HER-2, a za CEA i EMA
membransko i citoplazmatsko, a za S-100 jedarno i citoplazmatsko. Pozitivno citoplazmatsko
bojenje vidi se kod aSMA, GFAP, CK14 i vimentina.

Ki67 indeks odredivan je analizom i brojanjem pozitivnih jedara na 10 vidnih polja,
na povecanju x40. Indes je izrazen u procentima, kao odnos pozitivnih tumorskih ¢elija u

odnosu na negativne, neobojene ¢elije.

4.2  Morfometrijska analiza

Morfometrijska analiza vrsena je u softverkom paketu ,,ImageJ” verzija 1.43u (public
domain software, Wayne Rasband, National Institutes of Health, Bethesda, Maryland, USA).
Mikrofotografije, u boji, su dobijene digitalnom kamerom visoke rezolucije (Nikon, DS-Fil,
Tokyo, Japan), koja je povezana sa mikroskopom (Nikon, ECLIPSE 50i, Tokyo, Japan).
Nakon toga slika je prebacena na kompatibilni racunar i vrSena je analiza jedarnih parametara
primenom paketa. Osmobitna slika je menuelno obradivana, nakon kalibracije, koris¢enjem
kompjuterskog misa (Slika 27). Analizirano je 100 nasumi¢no odabranih tumorsko-¢elijskih

jedara, na uvelic¢anju x40, i to ¢elija koje se ne preklapaju.

image Process Analyze
|- EAPARANNPNCS

Slika 27. Princip rada u softverskom paketu ,,/mageJ”
Analizirano je Sest jedarnih parametara: povrSina (eng. area), perimetar (eng.

perimeter), cirkularnost (eng. circularity), zaobljenost (eng. roundness), Feretov dijametar
(eng. Feret diameter) i integrisana optic¢ka gustina (eng. Integrated Optical Density).
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4.3  Statisticka obrada podataka

StatisitiCka analiza podataka radena je u programskom paketu SPSS 15.0. Dobijeni
re-zultati su prikazani tabelarno i graficki.

Kontinualne varijable su predstavljene osnovnim statistickim parametrima -
aritmetickom sredinom (X ), standardnom devijacijom (SD), medijanom (Me) kao merom
centralne tendencije, te opsegom, tj. minimalnim i maksimalnim vrednostima. Kvalitativna

obelezja ispitivanih promenljivih data su ucestalo$¢u (n) i procentualnom zastupljenoscéu (%).

U =zavisnosti od veli¢ine uzorka, normalnost distribucije kontinualnih varijabli,

ispitivana je Kolmogorov-Smirnov ili Shapiro-Wilk-ovim testom.

Za ocenu znacajnosti razlike (p) kontinualnih varijabli izmedu dve nezavisne grupe
ispitanika kori§¢eni su Studentov t-test nezavisnih uzoraka, kod normalne distribicije
podataka, ili Mann-Whitnijev U test, kod distribucije koja odstupa od normalne. Kao prag

statisticke znacajnosti definisana je standardna vrednost - p<0,05.

Za testiranje znaCajnosti razlike izmedu viSe nezavisnih grupa koriS¢ena je ANOVA,
a na osnovu testiranja homogenosti varijansi po Levenu sprovedena je sledstvena Post Hoc
analizom, odnosno multipna poredenja Tukey HSD (za homogene varijanse) ili

Tamhaneovim testom u slu¢aju nehomgenosti varijansi.

Za testiranje statistiCke znacajnosti razlika apsolutnih frekvencija izmedu uzoraka
kori$éen je ¥? test, ili Fisher-ov test egzaktne verovatnoce, ukoliko je apsolutna frekvencija

obelezja manja od 5.

Posmatrajuéi tip tumora kao dihotomnu varijablu, u cilju utvrdivanja nezavisnih
varijabli koje mogu da statisticki znacajno prediktuju maligni tip tumora, sprovedene su

univarijantna i multivarijantna logisticka regresiona analiza.

Odredivanje grani¢nih (cut-off) vrednosti ispitivanih parametara koje razdvajaju
tumore po njihovom bioloskom ponasanju na benigne i maligne vrseno je ROC (Receiver
operating characteristics) analizom. Kao grani¢ne vrednosti definisane su one vrednosti kod

kojih je zbir senzitivnosti i specificnosti najveci.
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5. REZULTATI

5.1 Rezultati imunohistohemijska analiza ekspresije intermedijarnih
filamenata benignih i malignih tumora pljuvaé¢nih Zlezda

Rezultati  imunohistohemijske analize ekspresije  markera proliferacije i
intermedijarnih filamenata, kao i ostalih markera koji su analizirani u istrazivanju su

prikazani u Tabeli 3.

Tabela 3. Imunohistohemijska ekspresija

. EM Vimenti aSM CK1 GFA HER
Tip tumora CEA A n p63 A S100 4 WT1 p p53 5
. + + + + + + + 1(;'/10 + +
Tumor mixtus (5/10)  (5/10) (9/10) (10/10)  (7/10)  (8/10)  (7/10) ( (10/10)  (1/10) )
) (0/10)
L L ABL ABL ABL ABL  UABL g ABL L
+ +
+ + + + +
; (10710 - - (3/10) . )
Warthin tumor (6/10) ) Quoy - A9 ongy ooy X0 LAZ  (010) GO (o)
Basal Ce” + + + + + + + + +
(3/6) (4/6) (6/6) (6/6) (5/6) (4/6) (6/6) (3/6) o6 (3/6) o/
adenoma L L ABL ABL ABL ABL ABL ABL (0/6) L/ABL (0/6)

Mioepithelioma/ _ . . . . . . . _ _
Myoepithelial o om G @) @ @@ @ @ gy (g
carcinoma

Carcinoma N . + . . .
. : - (8/8) - - - - (5/8)
mucoepidermoide @ @ ) s o8 o & o o skn G
S T T
Carcmpma . . . . . o . _ _ . _
devides o RO e e @ e
Salivary duct * * . . . + . } ) . *
carcinoma G5 @5 (0/6) oo o O oe o o @ @O
Polymorphus + + . . + . . .
low-grade Oad Und 9 @m gy Ga @0 @8 gy @) g
adenocarcinoma L L ABL ABL (06) L L/ABL ABL (0/6) L/ABL (016)

+ prisutna ekspresija proteina; - odsutna ekspresija proteina; ABL — abluminalne éelije; L — luminalne Celije; M

— mioepitelne ¢elije; SK — skvamoidne ¢elije; INT — intermedijarne celije

Ekspresija proteina se prati u duktalnoj i mioepitelnoj komponenti pleomorfnog
adenoma. Neoplasti¢ne ¢elije su pokazale jaku ekspresiju GFAP (10/10), p63 (10/10), WT1
(10/10), vimentin (9/10) i S100 (8/10) (Slika 28).
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Slika 28. Tumor mixtus, uvelicanje x20; A — Difuzna, intaezivna ekspresija oSMA u mioepitelnoj
komponenti tumora; B — Ekspresija CEA u luminalnim celijama; C — intezivna citoplazmatska
ekspresija GFAP u epitelnim i mioepitelnim celijama; D — Jedarna ekspresija S100; E — Citoplazmatska
ekspresija vimentina; F — Ekspresija WTI u citoplazmi neoplasticnih mioepitelnih éelija

Epitel u Vartinovom tumoru je dvoredan i ¢ine ga unutracnji (luminalni) sloj onkocitnih
¢elija, svetle, bogate citoplazme ¢ija su jedra u palisadnom rasporedu. Ove Celije su pokazale
pozitivnost na EMA (10/10), fokalno na CEA (6/10) i fokalno na WT1u apikalnim delovima
(3/10). Bazalni sloj je pokazao ekspresiju CK 14 (10/10). Vimentin se eksprimirao u stromi

tumora, a fokalno je obojio pojedinacne epitelne celije. S100 je oznacio dendritske celije. Slika

29 pokazuje ekpresiju antitela od znacaja u diferencijaciji ovog tipa tumora.

Slika 29. Warthin tumor, uvelicanje x20; A — Fokalna, pretezno apikalna ekspresija CEA u
luminalnim éelijama; B — ekspresija CK14 u bazalnom sloju dvorednog epitela; C — ekspresija EMA
u celoj debljini epitelne komponente; D — p63 — jedarna ekspresija u celijama bazalnog sloja
E — dendritske celije eksprimiraju S100; F — Fokalna ekspresija vimentina u epitelnim ¢elijama i u
stromalnoj komponenti tumora; G — Fokalna ekspresija WT1 u luminalnim celijama
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U grupi adenoma bazalnih Celija analizirali smo sva Cetiri tipa rasta tumora. Ukupno
je bilo Sest slucajeva iz ove grupe tumora. Najbrojniji je, generalno, solidni tip rasta. Pracena
je ekspresija u luminalnim i bazaloidnim ¢elijama. Odsustvo pozitivne reakcije primeceno je
sa GFAP. WT1, CEA i S100 su pokazali fokalnu pozitivnost, vimentin i CK14 su se
eksprimirali u bazaloidnim ¢elijama u tubularvom tipu, odnosno na periferiji tumorskih plaza
u solidnom tipu rasta (Slika 30).

Slika 30. Basal cell adenoma, uvelicanje x20; A — CK14 — intezivna citoplazmatska ekspresija u
neoplasticnim ¢elijama; B — Jedarna ekspresija p63 u bazaloidnim éelijama; C — Jedarna i
citoplazmatska ekspresija S100 u bazaloidnim celijama; D — Intezivna citoplazmatska i salba jedarna
ekspresija WT'l u bazaloidnim Celijama tumorskih plaza

U grupi mioepitelnih tumora analizirano je Cetiri mioepitelioma i Cetiri mioepitelnih

karcinoma. Pokazali su slabu, fokalnu pozitivnost na GFAP, odsustvo reakcije sa CEA i

EMA, dok su sa ostalim markerima intermedijarnih filamenata pokazali izrazitu pozitivnost
(Slika 31).
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Slika 31. Tumori mioepitelnog porekla, uvelicanje x20; A — Neoplasticne mioepitelne Celije pokazuju
intezivnu ekspresiju aSMA; B — Metastaza mioepitelnog karcinoma u limfnom nodusu (anti-CK14,
uvelicanje x4); C — Ekspresija CK14 kod Myoepithelioma; D — Fokalna, zanemarljivo slaba
ekspresija EMA; E — Citoplazmatska, difuzna ekspresija S100; F — Intezivna ekspresija vimentina; G
— Neoplasticne mioepitelne celije pokazuju jaku citoplazmatsku ekspresiju WT'1

Jaka pozitivnost je uocena sa CEA i EMA (8/8), kao i sa p63 i CKI14 u
epidermoidnim i intermedijarnim ¢elijama mukoepidermoidnog karcinoma (8/8). Tumorske

¢elije, u nasem istrazivanju su pokazale potpuno odsustvo reakcije na S100, aSMA i
vimentin (Slika 32).

Sllka 32 Carcinoma mucoepzdermozdes uvellcan]e x20; A— Cltoplazmatska ekspresija CK14 u
epidermoidnim i intermedijarnim celijama; B — Difuzna ekspresija EMA; C — Jedarna ekspresija p63
u epidermoidnim i intermedijarnim celijama

Ekspresija CK14 kod adenoidno cisticnog karcinoma prisutna je u unutra$njim,
luminalnim ¢elijama, dok su mioepitelne celije, spoljasnji sloj, negativne. U solidnom tipu
rasta detektovana je fokalna ekspresija. Potpuno odsustvo reakcije uoceno je sa GFAP, i
slaba fokalna pozitivnost sa WT1 na periferiji tumorskih plaza (Slika 33).
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Slika 33. Carcinoma aden0|des cystlcum uvellcan]e x20; A Spoljasnji, abluminalni deo pokazuje
Jjaku pozitivnost na aSMA; B — Luminalne Celije eksprimuju CK14 u kribriformnom i tubularnom delu
tumora, celije solidnog dela pokazuju fokalnu ekspresiju,; C - p63 eksprimovan od strane
mioepitelnih, ablumenskih éelija; D — S100, difuzna reakcija svih éelija;

E — Vimentin, jaka ekspresija u ablumenskim celijama

Analizom Sest slucajeva karcinoma pljuvacnih kanala utvrdili smo apsolutnu
ekspresiju CEA, EMA i p53 (6/6). Intenzivna, kompletna ekspresija HER2 bila je prisutna u

tri tumora ove grupe. Ekspresija mioepitelnih markera je u potpunosti bila odsutna (Slika 34).

Slika 34. Salivary dust carcinoma, uvelicanje x20,; A — Intezivno citoplazmatsko prebojavanje CEA,;
B — Difuzna ekspresija EMA; C — Intezivna, kompletna membranska ekspresija HERZ2;
D — Jedarna ekspresija p53
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Za razliku od adenoidno cistiénog karcinoma, u grupi od Sest polimorfnih
adenokarcinoma niskog gradusa prisutna je difuzna ekspresija CK14 (6/6). S100, vimentin i

EMA su bili apsolutno eksprimirani, dok je aSMA bio negativan. Uocena je fokalana

ekspresija WT1, narocito u kribriformnim delovima tumora (Slika 35).

Slika 35. Polymorphus low-grade adenocarcinoma, uvelicanje x20, A — Difuzna i intezivna ekspresija
CK14; B — Ekspresija EMA u luminalnim i abluminalnim éelijama; C — Homogeno prebojavanje
neoplasticnih ¢elija S100; D — Citoplazmatska ekspresija vimentina;

E — Ekspresija WT1 u kribriformnom delu tumora
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5.2  Ki67 proliferativni indeks benignih i malignih tumora
pljuvacnih Zlezda

U nasem istrazivanju analizirana je ekspresija Ki67 kod svih 60 tumora pljuvac¢nih
zlezda. U diferencijaciji agresivnosti i bioloSkom ponasanju tumora grani¢na vrednost je bila

5%. Za pozitivnu reakciju se smatra intezivno jedarno bojenje, nalik intezitetu bojenja u

bazalnom sloju plocastoslojevitog epitela (Slika 36).

Slika 36. Ekspresi Ki 67 u benignim i malignim tumorima pljuvacnih zlezda; A —Basal cell adenoma,
uvelicanje x20; B — Myoepithelioma, uvelicanje x40; C — Tumor mixtus, uveli¢anje x40; D — Warthin
tumor, uvelicanje x40, E — Carcinoma adenoides cysticum, uvelicanje x20;

F — Salivary duct carcinoma, uvelicanje x40; G — Carcinoma mucoepidermoides, uvelicanje x40, H —
Myoepithelial carcinoma, uvelicanje x40, | - Polymorphus low-grade adenocarcinoma, uvelicanje
x20

Vrednost proliferativnog indeksa statisticki je znacajno visa kod malignih

(21,57+16,13 (17,99)) u odnosu na benigne tumore (2,48+1,05 (2,40)) — p<0,001 (Tabela 4,
Grafikon 1).

Tabela 4. Vrednost proliferativnog indeksa kod benignih i malignih tumora
Tumori X+ SD (Me) Min—- Max
Benigni 2,48 +1,05 (2,40) 1,30- 5,30
Maligni 21,57 £ 16,13 (17,99) 1,18 — 72,30

Podaci su predstavljeni kao X+SD (Me) Min—Max
™ — p<0,001 (Mann-Whitney U Test)
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Grafikon 1. Vrednosti medijane, 25. i 75. percentila i opsega proliferativnog indeksa
kod benignih i malignih tumora

Na osnovu Kruskal Wallis testa vrednosti proliferativnog indeksa, prikazane u tabeli
2 i na grafikonu 3, statisti¢ki znacajno zavise od tipa tumora, kako malignih (p<0,001), tako i
benignih (p<0,05).

Gledano po tipu tumora najveca vrednost proliferativnog indeksa je kod adenoidno
cisticnog karcinoma i statisticki je znacajno veca u odnosu na mucoepidermoidni karcinom
(p<0,05), u odnosu na mioepitelni karcinom (p<0,01) i sve ostale tumore ponaosob (p<0,001).
Najnize vrednosti proliferativnog indeksa su kod mioepitelioma, bliska je ovoj kod polimorfnog

adenokarcinoma niskog gradusa (Tabela 5, Grafikon 2).

Vrednosti proliferativnog indeksa kod svih malignih tumora, izuzev polimorfnog

adenocarcinoma niskog gradusa, veée su nego kod svih benignih tumora.
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Tabela 5. Vrednosti proliferativnog indeksa u odnosu na tip tumora

Tip tumora™” X +SD (Me) Min— Max
Benigni”
Myoepithelioma 2,48+ 1,05 (2,40) 1,30- 5,30
Tumor mixtus 5,97 £ 4,05 39 (4,60) 1,20 — 13,00
Basal cell adenoma 3,85+3,71 (2,34) 0,76 — 12,00
Warthin tumor 4,78 1,653 (5,18) 2,05— 6,98
Maligni™*
Myoepithelial carcinoma 17,48 + 10,24 acdb™* (16,65) 3,40 — 37,40
Carcinoma adenoides cysticum 32,87 + 18,86 abcdn™*e™g* (31 63) 3,60 — 72,30
Carcinoma mucoepidermoides 18,29 + 9,76 acdn o™ (19,53) 7,96 — 39,55
Polymorphus low grade adenocarcinoma 2,57 + 1,32 (2,78) 1,18- 4,78
Salivary duct carcinoma 28,69 + 10,17 2bcd™eg* (27 56) 15,52 — 43,39
Kruskal Wallis test:
1 df p
Benigni tumori 10,37 3 0,0157 "~
Maligni tumori 29,51 4 0,0000 "
Svi tumori 76,81 8 0,0000

Podaci su predstavljeni kao X+SD (Me) Min—Max
" —p<0,05, ™ — p<0,01, ™ — p<0,001 (Kruskal Wallis test, Mann-Whitney U Test)

a - vs Myoepithelioma, b - vs Tumor mixtus, ¢ - vs Basal cell adenoma, d - vs Warthin tumor,
e - vs Myoepithelial carcinoma, f - vs Carcinoma adenoides cysticum, g - vs Carcinoma mucoepidermoides,
h - vs Polymorphus low-grade adenocarcinoma, i - vs Salivary duct carcinoma

Salivary duct carcinorma-] —— 1T+
Palymorphus low grade adenaca— 1

Carcinoma mucoepidermoides 4 T

Carcinoma adenoides cysticum— ——————————1 I

Myoepithelial carcinoma-|  #* 1 o

Tip tumora

Warthin tumar- —{I+
Basal cell adenoma—10 @0
Tumar mixtus- —1I_+—

Myoepithelioma— ik ©

T T T
0 20 40 60 80

Proliferativni indeks

Grafikon 2. Vrednosti medijane, 25. i 75. percentila i opsega proliferativnog indeksa
kod razlicitih tipova tumora
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5.3  Morfometrijska analiza benignih i malignih tumora
pljuvacnih Zlezda

5.3.1 Povrsina jedra
(Area)

Vrednosti povrSine jedra statisticki su znacajno vise kod malignih (51,43420,20

(46,47)) u odnosu na benigne tumore (44,19+8,34 (44,52)) — p<0,05 (Tabela 6, Grafikon 3).

Tabela 6. Vrednosti Area kod benignih i malignih tumora
Tumori X+SD (Me) Min— Max
Benigni 44,19 + 8,34 (44,52) 29,50 - 61,65
Maligni 51,43 £20,20°  (46,47) 21,57 — 111,43

Podaci su predstavljeni kao X+SD (Me) Min—Max
* — p<0,05 (Studentov t-test nezavisnih uzoraka)
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Grafikon 3. Vrednosti medijane, 25. i 75. percentila i opsega Area
kod benignih i malignih tumora

Na osnovu ANOVE analize, vrednosti povrsine jedra, date u tabeli 7 i na grafikonu 4,
statisticki znacajno zavise od tipa tumora, kako u grupi malignih tumora (p<0,001), tako i u
grupi benignih tumora (p<0,01).

PovrSina jedra je najvec¢e vrednost pokazala kod karcinoma pljuvacnih kanala,
statistiCki znacajno veée u odnosu na polimorfni adenokarcinom niskog gradusa (p<0,05),
mukoepidermoidni karcinom i Vartinov tumor (p<0,01) i sve ostale tumore ponaosob

(p<0,001) izuzev na mioepitelni karcinom.
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Vrednosti povrsine jedra svih malignih tumora, osim adenoidno cisti¢nog karcinoma

niskog gradusa, vece su nego kod benignih tumora.

Tabela 7. Vrednosti povrSine jedra u odnosu na tip tumora

Tip tumora™" X +SD (Me) Min—- Max
Benigni™
Myoepithelioma 42,42 + 7,36 (42,67) 30,75 - 51,23
Tumor mixtus 35,82 + 3,57 (35,69) 31,59 — 40,31
Basal cell adenoma 40,97 + 7,70 (40,80) 29,50 — 51,64
Warthin tumor 48,17 +£7,84" (48,90) 34,44 — 61,65
Maligni™”
Myoepithelial carcinoma 55,01 +12,39 (61,25) 36,41 — 65,32
Carcinoma adenoides cysticum 35,23 £ 8,024 (36,49) 21,57 — 50,54
Carcinoma mucoepidermoides 49,94 + 6,95 0™ (51,98) 38,86 — 58,45
Polymorphus low-grade adenocarcinoma 54,23 + 12,38 (50,08) 39,47 — 70,44
Salivary duct carcinoma 83,22 + 19,19 abcdg™h* (79 63) 57,06 — 111,43
ANOVA
F df
Benigni tumori 5,08 3 0,0038 ™
Maligni tumori 32,63 4 0,0000 "
Svi tumori 25,35 8 0,0000 ™

Podaci su predstavljeni kao X£+SD (Me) Min—Max

" — p<0,05, ™ — p<0,01, ™ — p<0,001 (ANOVA, Post Hoc Test, Tamhane test)

a - vs Myoepithelioma, b - vs Tumor mixtus, ¢ - vs Basal cell adenoma, d - vs Warthin tumor,
e - vs Myoepithelial carcinoma, f - vs Carcinoma adenoides cysticum, g - vs Carcinoma mucoepidermoides,
h - vs Polymorphus low-grade adenocarcinoma, i - vs Salivary duct carcinoma
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F Warthin tumor- — T
Basal cell adenoma-] —— T
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Grafikon 4. Vrednosti medijane, 25. i 75. percentila i opsega Area

kod razlicitih tipova tumora

Nikola D. Zivkovié

61



DOKTORSKA DISERTACHA

5.3.2 Obim jedra, Perimetar
(Perimeter, (Perim))

Vrednosti obima jedra statisti¢ki znacajno su viSe kod malignih (26,75+5,08 (25,92)) u
odnosu na benigne tumore (25,15+2,29 (25,44)) — p<0,05 (Tabela 8, Grafikon 5).

Tabela 8. Vrednost perimetra kod benignih i malignih tumora

Tumori X+SD (Me) Min—- Max
Benigni 25,15+ 2,29 (25,44) 20,48 — 29,80
Maligni 26,75+508"  (25,92) 17,25 39,26

Podaci su predstavljeni kao X+SD (Me) Min—Max
* — p<0,05 (Studentov t-test nezavisnih uzoraka)
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Grafikon 5. Vrednosti medijane, 25. i 75. percentila i opsega perimetra
kod benignih i malignih tumora

ANOVA analiza, je potvrdila da vrednosti obima jedra (perim), date u tabeli 9 i na
grafikonu 6, statisticki znacajno zavise od tipa tumora, kako u grupi malignih (p<0,001), tako
I U grupi benignih tumora (p<0,05). Takode je potvrdeno da vrednosti obima jedra statisticki

znacajno zavise od tipa tumora, nezavisno od njegove prirode (p<0,001).

Obim jedra je pokazao najvece vrednost kod karcinoma pljuvacnih kanala, statisticki
znac¢ajno veée u odnosu na polimorfni adenokarcinom niskog gradusa (p<0,05),
mukoepidermoidni karcinom (p<0,01) i sve ostale tumore ponaosob (p<0,001) izuzev na

mioepitelni karcinom.

Vrednosti obima jedra svih malignih tumora, osim adenoidno cisticnog karcinoma, vece su

nego kod benignih tumora.
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Tabela 9. Vrednosti perimetra u odnosu na tip tumora

Tip tumora™” X +SD (Me) Min—- Max
Benigni”
Myoepithelioma 25,59 + 2,47 (25,55) 22,23 — 29,80
Tumor mixtus 23,28+ 1,37 (23,36) 21,53 — 24,86
Basal cell adenoma 24,04 + 2,09 (24,28) 20,48 — 27,17
Warthin tumor 25,95 + 2,09 (26,30) 22,41 — 29,44
Maligni™”
Myoepithelial carcinoma 28,85 + 3,43 (30,19) 23,95 - 32,55
Carcinoma adenoides cysticum 22,19+ 2,63 (22,68) 17,25 — 27,05
Carcinoma mucoepidermoides 27,07 £ 2,257 (27,50) 23,51 — 29,84
Polymorphus low-grade adenocarcinoma 27,85 + 2,98 ™ (26,93) 24,04 — 31,88
Salivary duct carcinoma 33,93 + 3,87 abcd™™g™h* (33 25) 28,33 — 39,26
ANOVA
F df p
Benigni tumori 3,71 3 0,0174~
Maligni tumori 31,61 4 0,0000 ™
Svi tumori 22,59 8 0,0000 ™"

Podaci su predstavljeni kao X+SD (Me) Min—Max
* —p<0,05, ™ - p<0,01, ™ — p<0,001 (ANOVA, Post Hoc Test, Tamhane test)

a - vs Myoepithelioma, b - vs Tumor mixtus, ¢ - vs Basal cell adenoma, d - vs Warthin tumor,
e - vs Myoepithelial carcinoma, f - vs Carcinoma adenoides cysticum, g - vs Carcinoma mucoepidermoides,
h - vs Polymorphus low-grade adenocarcinoma, i - vs Salivary duct carcinoma
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Grafikon 6. Vrednosti medijane, 25. i 75. percentila i opsega Perim
kod razlicitih tipova tumora
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5.3.3 Cirkularnost jedra
(Circularity, (Circ))

Cirkularnost je pokazala vise vrednosti kod malignih (0,87+0,03 (0,88)) u odnosu na
benigne tumore (0,86+0,04 (0,87)) (Tabela 10, Grafikon 7), ali ova razlika nije statisticki

znacajna.

Tabela 10. Vrednosti cirkularnosti jedra kod benignih i malignih tumora

Tumori X+SD (Me) Min—- Max
Benigni 0,86 + 0,04 (0,87) 0,72—- 0,92
Maligni 0,87 £ 0,03 (0,88) 0,76 — 0,91

Podaci su predstavljeni kao X+SD (Me) Min—Max
(Man-Whitney U test)
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Grafikon 7. Vrednosti medijane, 25. i 75. percentila i opsega Circ
kod benignih i malignih tumora

ANOVA analiza, potvrdila je da vrednosti za cirkularnost (Tabela 11, Grafikon 8)
statistiCcki znacajno zavise od tipa tumora, kod benignih, malignih, ali i svih tumora, bez

obzira na njihovu prirodu (p<0,001).

Cirkularnost je nesto vece vrednosti pokazala kod karcinoma pljuvacnih kanala,
statisticki znacajno veée u odnosu na polimorfni adenokarcinom niskog gradusa (p<0,05),
kao 1 mioepiteliom (p<0,01) kod koga je cirkularnost najniza, statisticki znacajno niza u
odnosu na Warthin tumor (p<0,01), ali i na adenom bazalnih c¢elija i adenoidno cisti¢ni

karcinom (p<0,05).
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Tabela 11. Vrednosti cirkularnosti jedra u odnosu na tip tumora

Tip tumora™ X +SD (Me) Min—- Max
Benigni™”
Myoepithelioma 0,80 £ 0,04 (0,82) 0,72—- 0,86
Tumor mixtus 0,83 +0,02 (0,82) 0,81- 0,86
Basal cell adenoma 0,87 £0,02% (0,87) 0,82—- 0,92
Warthin tumor 0,88 + 0,02 (0,89) 0,85—- 0,91
Maligni™
Myoepithelial carcinoma 0,82 £0,04 (0,83) 0,76 0,86
Carcinoma adenoides cysticum 0,88 +0,02% (0,88) 0,83—- 0,91
Carcinoma mucoepidermoides 0,85+ 0,04 (0,86) 0,77- 0,90
Polymorphus low-grade adenocarcinoma 0,86 + 0,02 (0,86) 0,84—- 0,88
Salivary duct carcinoma 0,89 + 0,012 (0,89) 0,86— 0,90
ANOVA
F df p
Benigni tumori 27,69 3 0,0000 ™
Maligni tumori 9,70 4 0,0000 ™
Svi tumori 14,96 8 0,0000 ™

Podaci su predstavljeni kao X+SD (Me) Min—Max
* —p<0,05, ™ - p<0,01, ™™ — p<0,001 (ANOVA, Post Hoc Test, Tamhane test)

a - vs Myoepithelioma, b - vs Tumor mixtus, ¢ - vs Basal cell adenoma, d - vs Warthin tumor,
e - vs Myoepithelial carcinoma, f - vs Carcinoma adenoides cysticum, g - vs Carcinoma mucoepidermoides,
h - vs Polymorphus low-grade adenocarcinoma, i - vs Salivary duct carcinoma
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Grafikon 8. Vrednosti medijane, 25. i 75. percentila i opsega Circ
kod razlicitih tipova tumora
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5.3.4 Feretov dijametar jedra
(Feret)

Vrednosti Feretovog dijametra (Feret) su vise kod malignih (9,92+1,81 (9,73)) u

odnosu na benigne tumore (9,44+0,86 (9,41)), ali dobijena razlika nije statisticki znacajna
(Tabela 12, Grafikon 9).

Tabela 12. Vrednosti Feret kod benignih i malignih tumora

Tumori X+SD (Me) Min—- Max
Benigni 9,44 +0,86 (9,41) 784- 11091
Maligni 9,92 +1,81

(9,73) 6,31— 14,54

Podaci su predstavljeni kao X+SD (Me) Min—Max
(Studentov t-test nezavisnih uzoraka)

Feret

Benligni Malligni
Tip tumora
Grafikon 9. Vrednosti medijane, 25. i 75. percentila i opsega za Feret
kod benignih i malignih tumora
ANOVA analiza, potvrdila je da vrednosti Feret (Tabela 13, Grafikon 10) statisticki

znacajno zavise od tipa tumora, kod benignih (p<0,05), malignih, ali i svih tumora, bez
obzira na njihovu prirodu (p<0,001).

Feret je najvece vrednosti pokazao kod karcinoma pljuvacnih kanala, statisticki zna¢ajno

veée U odnosu na mucoepidermoidni karcinom (p<0,05), mioepitelioma, Vartinov tumor

(p<0,01), kao i pleomorfni adenom, adenom bazalnih ¢elija i adenoidni cisticni karcinom
(p<0,001).
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Tabela 13. Vrednosti Feretovog dijametra u odnosu na tip tumora

Tip tumora™” X +SD (Me) Min—- Max
Benigni”
Myoepithelioma 9,71+1,10 (9,49) 8,27- 1191
Tumor mixtus 8,66 £ 0,49 (8,829 7,97- 9,04
Basal cell adenoma 9,07 £ 0,65 (9,24) 7,84- 10,11
Warthin tumor 9,69 +£0,79 ™ (9,73) 8,35- 11,39
Maligni™”
Myoepithelial carcinoma 10,68 + 1,30 (11,13) 8,72- 12,16
Carcinoma adenoides cysticum 8,30+ 0,97 (8,51) 6,31- 9,78
Carcinoma mucoepidermoides 10,11 + 1,09 (10,19) 8,59 — 11,55
Polymorphus low-grade adenocarcinoma 10,42 + 0,90 ™~ (10,14) 9,26 — 11,62
Salivary duct carcinoma 12,31 + 1,43 bef*rad™g* (11 99) 10,35 — 14,54
ANOVA
F df p
Benigni tumori 3,42 3 0,0241°
Maligni tumori 26,03 4 0,0000 "
Svi tumori 18,45 8 0,0000 ™

Podaci su predstavljeni kao X+SD (Me) Min—Max

" —p<0,05, ™ - p<0,01, ™™ — p<0,001 (ANOVA, Post Hoc Test, Tamhane test)

a - vs Myoepithelioma, b - vs Tumor mixtus, ¢ - vs Basal cell adenoma, d - vs Warthin tumor,
e - vs Myoepithelial carcinoma, f - vs Carcinoma adenoides cysticum, g - vs Carcinoma mucoepidermoides,

h - vs Polymorphus low-grade adenocarcinoma, i - vs Salivary duct carcinoma
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Grafikon 10. Vrednosti medijane, 25. i 75. percentila i opsega Feret

kod razlicitih tipova tumora
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5.3.5 Integrisana opticka gustina jedra
(Intergated Optical Density, (10D))
Integrisana opticka gustina (IOD, IntDen) je statisticki znacajno visih vrednosti kod

malignih tumora (16,87+7,45 (16,46)) u odnosu na benigne (11,9345,20 (12,30)) — p<0,001

(Tabela 14, Grafikon 11).

Tabela 14. Vrednosti IOD kod benignih i malignih tumora
Tumori X+SD (Me) Min—- Max
Benigni 11,93 +5,20 (12,30) 4,01 - 25,95
Maligni 16,87 +7,45"" (16,46) 0,90 — 4255

Podaci su predstavljeni kao X+SD (Me) Min—Max
™ — p<0,001 (MannWhitny U test)
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Grafikon 11. Vrednosti medijane, 25. i 75. percentila i opsega za IntDen
kod benignih i malignih tumora

ANOVA analiza, potvrdila je da vrednosti IntDen (Tabela 15, Grafikon 12) statisticki

znacajno zavise od tipa tumora, kod malignih (p<0,01), tako i benignih i svih tumora, bez

obzira na njihovu prirodu (p<0,001).
Vrednost 10D kod mukoepidermoidnog karcinoma, koja je druga po veliini,

statistiki je znacajno visa u odnosu na mioepiteliom, pleomorfni adenom, Vartinov tumor i

mioepitelni karcinom (p<0,001). Statisticki znacajne razlike izmedu ostalih tipova tumora

date su u tabeli 15.
68
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Tabela 15. Vrednosti integrisane opticke gustine jedra u odnosu na tip tumora

Tip tumora™” X +SD (Me) Min— Max
Benigni™*
Myoepithelioma 5,88 +1,32 (593) 401- 784
Tumor mixtus 4,53 +0,38 (4,54) 4,07- 4,98
Basal cell adenoma 15,81 + 4,54 30" (14,32) 10,95 — 25,95
Warthin tumor 13,19 + 3,423 (12,95) 5,96 - 21,82
Maligni™
Myoepithelial carcinoma 7,30 +1,38 (6,87) 590- 9,06
Carcinoma adenoides cysticum 15,40 + 3,52 3™ (16,15) 9,30 — 22,05
Carcinoma mucoepidermoides 19,27 + 3,58 abde™* (19,03) 14,43 — 25,79
Polymorphus low-grade adenocarcinoma 18,71 + 6,79 2" (18,95) 9,02 - 25,90
Salivary duct carcinoma 20,79 + 13,17 (14,23) 0,90 — 4255
ANOVA
F df p
Benigni tumori 24,21 3 0,0000 "
Maligni tumori 4,98 4 0,0016 ™
Svi tumori 10,53 8 0,0000 "
Podaci su predstavljeni kao X+SD (Me) Min—Max
Podaci su predstavljeni kao X+SD (Me) Min—Max
" —p<0,05, ™ — p<0,001 (ANOVA, Post Hoc Test, Tamhane test)
a - vs Myoepithelioma, b - vs Tumor mixtus, d - vs Warthin tumor,
e - vs Myoepithelial carcinoma
Salivary duct carcinomg ———————————— I}
FPolymorphus low-grade | — 1
adenocarcinoma
mucoepiggrr%g?drgz_ ==
g Carcinoma adcig%iguig_ .
5 iyoepithelial carcinoma- a—
o
=

Warthin tumor-
Basal cell adenoma-
Turmor mixtus-

Myoepithelioma-

0

T T
10 20

IntDen

T
30

T
40 50

Grafikon 12. Vrednosti medijane, 25. i 75. percentila i opsega integrisane opticke gustine kod

razlicitih tipova tumora
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5.3.6 Zaobljenost jedra
(Roundness (Round))

Vradnosti za zaobljenost (Round) jedara su ve¢e kod malignih (0,73+0,06 (0,71)) u

odnosu na benigne tumore (0,71+0,05 (0,71)) (Tabela 16, Grafikon 13), ali dobijena razlika
nije statisticki znacajna.

Tabela 16. Vrednosti zaobljenosti jedra kod benignih i malignih tumora
Tumori X +SD

Benigni  0,71+0,05

Maligni 0,73 + 0,06

(Me) Min—- Max
(0,71) 0,51- 0,80
(0,74) 0,54—- 0,87

Podaci su predstavljeni kao X+SD (Me) Min—Max
(Studentov t-test nezavisnih uzoraka)
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Grafikon 13. Vrednosti medijane, 25. i 75. percentila i opsega za Round

kod benignih i malignih tumora

ANOVA analiza pokazala je da vrednosti za zaobljenost jedara (Tabela 17, Grafikon

14) statisticki znacajno zavise od tipa tumora, kod benignih (p<0,01) i svih tumora zajedno,
ali gledaju¢i samo maligne tumore, znacajnost ne postoji.

Zaobljenost jedra ima najvecu vrednost kod karcinoma pljuvacnih kanala koja je

statisticki znacajno veca u odnosu na adenom bazalnih ¢elija i mioepiteliome (p<0,05).
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Tabela 17. Vrednosti zaobljenosti jedra u odnosu na tip tumora

Tip tumora™ X +SD (Me) Min— Max
Benigni™
Myoepithelioma 0,66 + 0,07 (0,67) 051- 0,75
Tumor mixtus 0,69 + 0,04 (0,69) 0,65- 0,74
Basal cell adenoma 0,71 +£0,05 (0,70) 0,61- 0,80
Warthin tumor 0,73+0,03 (0,74 0,63- 0,78
Maligni
Myoepithelial carcinoma 0,71+0,04 (0,73) 0,64- 0,74
Carcinoma adenoides cysticum 0,73+0,04 (0,73) 0,66 - 0,80
Carcinoma mucoepidermoides 0,71+0,10 (0,71) 054- 0,87
Polymorphus low-grade adenocarcinoma 0,70 £0,05 (0,70) 0,61- 0,75
Salivary duct carcinoma 0,76 £ 0,022 (0,76) 0,71— 0,79
ANOVA
F df p
Benigni tumori 6,06 3 0,0013 ™
Maligni tumori 2,03 4 0,1018
Svi tumori 3,47 8 0,0014 ™

Podaci su predstavljeni kao X+SD (Me) Min—Max
" —p<0,05, ™ — p<0,01 (ANOVA, Post Hoc Test, Tamhane test)

a - vs Myoepithelioma, ¢ - vs Basal cell adenoma
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Grafikon 14. Vrednosti medijane, 25. i 75. percentila i opsega Round
kod razlicitih tipova tumora

Nikola D. Zivkovié 71



DOKTORSKA DISERTACHA

5.3.7 Rezultati univarijantne i multivarijantne logisticke regresije

Da bi se dobio odgovor na pitanje da li se na osnovu vrednosti morfoloskih
parametara moze predvideti da li je re¢ o malignom tumoru, Sprovedene su univarijantna i

multivarijantna logisti¢ka regresija.

Na osnovu rezultata univarijantne logisticke regresione analize, utvrdeno je da su kod
malignih tumora statisticki znacajno ve¢i Slede¢i morfometrijski parametri: area, perim
(p<0,05) i IOD (p<0,001). Povecanje area za jednu mernu jedinicu povecava verovatnou za
malignim tumorom za 3,3% (IP 0 do 6%), povecanje perim za jedini¢nu vrednost povecava

verovatnoc¢u za malignim tumorom za 10,9% (IP 0 do 22%), a IOD za ¢ak 14,4% (IP 6—23%).

Tabela 18. Vrednosti OR za procenu uticaja statisticki znacCajnih morfoloskih
parametara od interesa za diferencijaciju malignih tumora, rezultati univarijantne logisti¢ke

regresione analize

OR 95,0% IP p
Donja  Gornja
Area 1,033 1,00 1,06 "0,0215
Perim 1,109 1,00 1,22 *0,0402
IntDen 1,144 1,06 1,23 70,0003

* _ p<0,05, *** — p<0,001

Znacajne prediktorske varijable iz univarijantne analize uvrStene su u model

multivarijantne logisticke regresije.

Tabela 19. Vrednosti OR za procenu uticaja statisti¢ki znacajnih morfoloskih faktora od
interesa za diferencijaciju malignih tumora, rezultati multivarijantne logisticke regresione

analize
OR 95,0% IP p
Donja  Gornja
IntDen 1,144 1,063 1,231 70,0003
Constant 0,17 0,0013
**% _ n<0,001

Multivarijantna logisti¢ka regresiona analiza iz polaznog modela sa tri prediktorske
varijable Backward Conditional metodom u tre¢em, finalnom koraku, kao jedini znacajni
prediktor za maligne tumore izdvaja IntDen (p<0,001). Jedini¢no povecanje vrednosti IOD

poveéava verovatno¢u da je maligani tumor za 14,4% (IP 6,3-23,1%). Promene vrednosti
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licnog 10D uslovljavaju 18,3% promena odnosa verovatnoéa za biolosko ponasanje tumora
(R2=0,183).

Univarijantnom logisticCkom regresionom analizom, utvrdeno je da na verovatnoc¢u da
je re¢ o malignom tumoru statisticki znacajno uti¢e i proliferativni indeks (p<0,001).
Povecanje proliferativnog indeksa za jednu mernu jedinicu povecava verovatno¢u za maligni
tumoro za 26,6% (IP od 14,7 do 39,8%).

Tabela 20. Vrednosti OR za procenu uticaja prolifartivnog indeksa na verovatnocu za
malignim tumorom, rezultati univarijantne logisti¢ke regresione analize

OR 95,0% IP p
Donja  Gornja
Proliferativni indeks 1,266 1,147 1,398 ™" 0,0000
**% _ n<0,001

5.3.8 Procena klasifikacionih karakteristika proliferativnog indeksa
na osnovu ROC analize
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Grafikon 15. ROC kriva za procenu Klasifikacionih karakteristika proliferativnog indeksa
za biolosko ponasanje tumora

Specifi¢nost pocinje znacajnije da opada kada senzitivnost prede 68,97%. PovrSina
ispod krive (area under the curve — AUC) iznosi 0,863 sa standardnom greskom procene od

0,036, tako da je statistiCka znacajnost p<0,001, a 95% interval poverenja (0,792 do 0,934)

ukazuje na veliku pouzdanost u zakljucivanju.
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Tabela 21. Koordinate ROC krive za procenu karakteristika proliferativnog indeksa

Senzitivnost

Pl Senzitivnost Specifi¢nost s
P + specifi¢nost

9,25 0,7069 0,8868 1,59

9,41 0,6897 0,8868 1,58

9,73 0,6897 0,9057 1,60
10,39 0,6897 0,9245 1,61
11,39 0,6897 0,9434 1,63
12,50 0,6897 0,9811 1,67
13,34 0,6897 1,0000 1,69
13,69 0,6724 1,0000 1,67
14,05 0,6552 1,0000 1,66
14,75 0,6379 1,0000 1,64
15,31 0,6207 1,0000 1,62
16,06 0,6034 1,0000 1,60

ROC analiza definiSe senzitivnost i specificnost za svaku vrednost proliferativnog
indeksa. Kada se kao cut-off izabere vrednost proliferativnog indeksa od 13,43 zbir
senzitivnosti i specifi¢nosti je najveci, odnosno senzitivnost metode tada iznosi 68,97%, a

specifi¢nost je 100,00%.

5.3.9 Procena klasifikacionih karakteristika povrsine jedra na osnovu ROC analize
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Grafikon 16. ROC kriva za procenu Klasifikacionih karakteristika vrednosti povrsine jedra
za biolosko ponasanje tumora

Specificnost pocCinje znacajnije da opada ve¢ kada senzitivnost prede 35,48%.
Povrsina ispod krive (AUC) iznosi 0,591 sa standardnom greskom procene od 0,090, tako da
nema statisticke znacajnosti, a 95% interval poverenja (0,487 do 0,696) ukazuje na

nedovoljnu pouzdanost u zaklju¢ivanju.
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Tabela 22. Koordinate ROC krive za procenu karakteristika povrsine jedra

Senzitivnost
+ specifi¢nost

Area Senzitivnost Specifi¢nost

52,27 0,3871 0,8704 1,26

52,78 0,3710 0,8704 1,24
53,33 0,3710 0,8889 1,26
53,56 0,3710 0,9074 1,28
54,33 0,3548 0,9074 1,26
55,96 0,3548 0,9259 1,28
56,95 0,3387 0,9259 1,26
57,09 0,3226 0,9259 1,25
57,36 0,3065 0,9259 1,23
58,02 0,2903 0,9259 1,22
58,44 0,2903 0,9444 1,23

ROC analiza definiSe senzitivnost i specifi¢nost za svaku vrednost Area. Kada se kao
cut-off izabere vrednost Area od 55,96 zbir senzitivnosti i specifi¢nosti je najveci, tj. senzi-

tivnost metode tada iznosi svega 35,48%, a specifi¢nost je 92,59%.

5.3.10 Procena klasifikacionih karakteristika obima jedra na osnovu ROC analize
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Grafikon 17. ROC kriva za procenu Kklasifikacionih karakteristika obima jedra
za biolosko ponasanje tumora

Specificnost znacajnije da opada ve¢ kada senzitivnost prede 32,26%. PovrSina ispod
krive (AUC) iznosi 0,590, standardna gresku procene od 0,095, bez statisticke znacajnosti, i

95% interval poverenja (0,485 do 0,695) ukazuju na nedovoljnu pouzdanost u zakljucivanju.
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Tabela 23. Koordinate ROC krive za procenu karakteristika obima jedra

Perim Senzitivnost Specifi¢nost

Senzitivnost
+ specifi¢nost

28,51
28,67
28,71
28,83
28,96
29,04
29,13
29,31
29,56
29,68
29,74

0,3548
0,3387
0,3226
0,3226
0,3226
0,3226
0,3065
0,2903
0,2903
0,2742
0,2581

0,9074
0,9074
0,9074
0,9259
0,9444
0,9630
0,9630
0,9630
0,9815
0,9815
0,9815

1,26
1,25
1,23
1,25
1,27
1,29
1,27
1,25
1,27
1,26
1,24

ROC analiza definiSe senzitivnost i specifi¢nost za svaku vrednost perimetra. Kada se

kao cut-off izabere vrednost perimetra od 29,04, za koju je najveci zbir senzitivnosti i

specifi¢nosti je, senzitivnost metode tada iznosi svega 32,26%, a specifi¢nost je 96,30%.

5.3.11 Procena klasifikacionih karakteristika cirkularnosti na osnovu ROC analize
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Grafikon 18. ROC kriva za procenu Klasifikacionih karakteristika cirkularnosti jedra
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za biolosko ponasanje tumora

Specificnost znacajnije pocinje da opada kada senzitivnost prede 53,23%. PovrSina

ispod krive (AUC) je svega 0,511, standardna greska procene 0,055 (statisticki bez znacaja) i

95% interval poverenja (0,404 do 0,619) ukazuju na nedovoljnu pouzdanost u zakljuc¢ivanju.
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Tabela 24. Koordinate ROC krive za procenu karakteristika cirkularnosti jedra

Senzitivnost
+ specifi¢nost

Circ  Senzitivnost Specifi¢nost

0,87 0,5484 0,4444 0,99

0,87 0,5484 0,4815 1,03
0,87 0,5484 0,5185 1,07
0,87 0,5484 0,5370 1,09
0,87 0,5323 0,5741 1,11
0,88 0,5323 0,5926 1,12
0,88 0,5000 0,6111 1,11
0,88 0,4677 0,6111 1,08
0,88 0,4355 0,6111 1,05
0,88 0,4194 0,6111 1,03
0,88 0,4194 0,6296 1,05

ROC analiza definiSe senzitivnost i specifi¢nost za svaku vrednost cirkularnosti. Kada
se kao cut-off izabere vrednost Circ od 0,88, za koju je najveéi zbir senzitivnosti i

specifi¢nosti, senzitivnost metode tada iznosi 53,23%, a specifi¢nost je 59,26%.

5.3.12 Procena klasifikacionih karakteristika Feretovog dijametr
na osnovu ROC analize
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Grafikon 19. ROC kriva za procenu klasifikacionih karakteristika Feretovog dijametra
za biolosko ponasanje tumora

Specifi¢nost znacajnije da opada kada senzitivnost prede 64,52%. PovrSina ispod
krive (AUC) je 0,571, standardna greSka procene 0,054 (statisticki bez znac¢aja), 95% interval
poverenja (0,465 do 0,677), te daje nedovoljnu pouzdanost u zaklju¢ivanju.
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Tabela 25. Koordinate ROC krive za procenu karakteristika Feret

Senzitivnost
+ specifi¢nost

Feret Senzitivnost Specifi¢nost

8,90 0,6774 0,3148 0,99

8,91 0,6774 0,3333 1,01
8,92 0,6613 0,3333 0,99
8,94 0,6452 0,3333 0,98
8,98 0,6452 0,3519 1,00
9,02 0,6452 0,3704 1,02
9,03 0,6290 0,3704 1,00
9,04 0,6290 0,3889 1,02
9,11 0,6129 0,3889 1,00
9,17 0,5968 0,3889 0,99
9,21 0,5806 0,3889 0,97

ROC analiza definiSe senzitivnost i specifi¢nost za svaku vrednost Feret. Kada se kao
cut-off izabere vrednost Feret od 9,02, za koju je maksimalan zbir senzitivnosti i

specifi¢nosti, senzitivnost metode iznosi svega 64,52%, a specificnost svega 37,04%.

5.3.13 Procena klasifikacionih karakteristika integrisane opticke gustine
na osnovu ROC analize

Sensitivity
=
T

o
=
1

02+ [f
00—+ T T T T

T
0o 02 04 06 08 10
1 - Specificity

Grafikon 20. ROC kriva za procenu klasifikacionih karakteristika integrisane opticke gustine jedra za
biolosko ponasanje tumora

Specifi¢nost pocinje znacajnije da opada kada senzitivnost prede 59,68%. PovrSina
ispod krive (AUC) iznosi 0,713, standardna greska procene od 0,048, statistiCka znacajnost je
p<0,001, a 95% interval poverenja (0,619 do 0,807) Sto ukazuje na relativnu pouzdanost u

zakljucivanju.
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Tabela 26. Koordinate ROC krive za procenu karakteristika integrisane opticke gustine jedra

IntDen Senzitivnost Specifi¢nost

Senzitivnost
+ specifi¢nost

14,29
14,35
14,41
14,55
14,82
14,97
15,08
15,34
15,55
15,86
16,22

0,6129
0,6129
0,6129
0,5968
0,5968
0,5968
0,5806
0,5806
0,5645
0,5484
0,5323

0,7407
0,7593
0,7778
0,7778
0,7963
0,8148
0,8148
0,8333
0,8333
0,8333
0,8333

1,35
1,37
1,39
1,37
1,39
1,41
1,40
1,41
1,40
1,38
1,37

ROC analiza definiSe senzitivnost i specifi¢nost za svaku vrednost integrisane opti¢ke

gustine. Kada se kao cut-off izabere vrednost integrisane opticke gustine od 14,97, za koju je

maksimalan zbir senzitivnosti i specificnosti, senzitivnost metode iznosi 59,68%, a

specifi¢nost 81,48%.

5.3.14 Procena klasifikacionih karakteristika zaobljenosti na osnovu ROC analize

Grafikon 21. ROC kriva za procenu Klasifikacionih karakteristika zaobljenosti jedra
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za biolosko ponasanje tumora

Specificnost pocCinje znacajnije da opada ve¢ kada senzitivnost prede 41,94%.

Povrsina ispod krive (AUC) iznosi 0,607, standardna greska procene od 0,048, statisticka

znacajnost je p<0,05, a 95% interval poverenja (0,504 do 0,709), §to ukazuje na malu

pouzdanost u zakljucivanju.
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Tabela 27. Koordinate ROC krive za procenu karakteristika zaobljenosti

Round Senzitivnost Specifi¢nost

Senzitivnost
+ specifi¢nost

0,74
0,74
0,74
0,74
0,75
0,75
0,75
0,75
0,75
0,75
0,76

0,4839
0,4677
0,4516
0,4194
0,4194
0,4194
0,4032
0,3871
0,3710
0,3548
0,3387

0,7037
0,7037
0,7037
0,7407
0,7593
0,7963
0,7963
0,7963
0,8148
0,8148
0,8333

1,19
1,17
1,16
1,16
1,18
1,22
1,20
1,18
1,19
1,17
1,17

ROC analiza definiSe senzitivnost i specifi¢nost za svaku vrednost zaobljenosti jedra.

Kada se kao cut-off izabere vrednost zaobljenost od 0,75, za koju je maksimalan zbir

senzitivnosti i specifiénosti, senzitivnost metode iznosi svega 41,94%, a specifi¢nost 79,63%.
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6. DISKUSIJA

Tumori pljuvaénih Zlezda predstavljaju veoma heterogenu grupu neoplazmi, koje su
izgradene od razli¢itih masa tumorskih ¢elija i stromom promenljivih karakteristika. Epitelna
komponenta tumora ¢esto pokazuje znake metaplazije, degeneracije i nekroze, a u stromi su
prisutni znaci hroni¢ne i akutne inflamacije, kao i fibroze, $to u mnogome komplikuje
dijagnostiku ove grupe tumora. Takode, treba uvek imati na umu da se u pljuvaénim
zlezdama, kao i u drugim organima mogu naéi metastatski depoziti tumora drugih
lokalizacija. NajceS¢e se radi o primarnim malignim tumorima koze glave i vrata.
Heterogenost tumora, naroCito karcinoma pljuvacnih Zlezda, je dobro poznat problem.
Obic¢no, podru¢je sa najve¢om proliferativnom aktivnosti i odreduje biolosko ponasanje
tumora, pa se i iz tog razloga ovo podrucje i uzima za dodatna ispitivanja i dalju analizu u
diferencijalnoj dijagnostici (imunohistohemija, in situ hibbridizacija, morfometrija,...).1??
Nedostaci ovog nacina ispitivanja predstavljaju ve¢u mogucénost greSke zbog inflamacije i
nekroze, koje mogu da maskiraju sliku i daju lazno pozitivne ili negativne rezultate.
Istovremeno, moze do¢i do otpadanja tkiva, pa se reakcija mora ponoviti, $to je finansijski
neisplativo. U slucaju komparacije rezultata sa drugim studijama iz drugih centara, mora se
voditi strogo rauna o uveli¢anjima pod kojima se posmatra, kao i o povrSini vidnog polja

pod najve¢im povecanjem.

6.1 Imunohistohemija

Do pojavljivanja trenutno vazece klasifikacije Svetke Zdravstvene Organizacije (eng.
WHO), 2005. godine, prikazano u Tabeli 1, kriterijumi u diferencijalnoj dijagnozi su se dosta
menjali.®®> Tada su uvedeni entiteti metastazirajuéi pleomorfni adenom, sijaloblastom,
svetloc¢elijski karcinom, karcinom krupnih (velikih c¢elija; eng. large cell carcinoma) i
limfoepitelni karcinom. Tokom poslednje decenije, dijagnosticki kriterijumi su se dosta
menjali, a tendencija i dalje postoji. Velika heterogenost tumora, preklapanja velikog broja
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karakteristika, narocito tipa rasta, razli¢itih tumora, predstavljaju veliki dijagnosticki izazov
za patologe. U tom pogledu, a u poslednje vreme, neretki su sluc¢ajevi menjanja dijagnoze,
promene naziva benignih u maligne i obratno.!?® Veliki broj slu¢ajeva je sada svrstano u
pleomorfne adenome, upravo zbog velike heterogenosti ovog tumora. Ovo sugeriSe na
Cinjenicu da bi dijagnostikom tumora pljuvacnih Zzlezda trebalo da se bave
visokospecijalizovane ustanove sa adekvatnim pomoénim dijagnostickim metodama. Danas,
u dijagnostickom izvestaju, patolog se izjasnjava o tipu tumora i varijanti, histoloSkom i
nuklearnom gradusu, ako je re¢ o malignom tumoru, prisustvu invazije i stanju resekcionih
ivica. Takode, dijagnoza je upotpunjena imunohistohemijskim profilom tumorskih ¢elija, kao

i proliferativnim indeksom, iako to nema klini¢ku znacajnost.>*

Histoloski gledano, postoji dvostruka struktura u organizaciji pljuvacne Zlezde, i to
luminalni deo (acinusi i duktalni epitel) i abluminalni deo (mioepitelne i bazalne ¢elije).
Sekretorni acinusi i interkalatni kanali su obloZeni mioepitelnim éelijama, dok su strijatni i
ekskretorni kanali obloZzeni bazalnim Cdelijama. Primenom imunohistohemije mogu se
detektovati luminalne 1 abluminalne strukture, S§to ima veoma veliku primenu u
razjaSnjavanju kompleksne arhitekture tumora pljuvacnih zlezda i njihovu diferencijalnu

dijagnozu.

Luminalne c¢elije mogu da se detektuju primenom CEA 1 EMA, s'obzirom da ove
¢elije pokazuju imunoreaktivnost sa datim antitelima. Sa druge strane abluminalne celije
pokazuju ekspresiju CK14, vimentina i SMA, a u novije vreme sve veéu primenu ima p63.
p63 je postao veoma koristan marker kako za mioepitelne celije, tako i za bazalne celije.
Treba imati u vidu da se p63 primenjuje i u diferencijalnoj dijagnostici planocelularnog
karcinoma. Nuklearna ekspresija je prisutna i u zdravim i modifikovanim (neoplasti¢nim)
varijantama. Langman je 2011. godine u studiji sa svojim saradnicima pokazao znacaj
primene WT1 antitela u dijagnostici neoplastiénih mioepitelnih ¢elija.!'® Marker je negativan
u zdravom tkivu. Takode, primenom GFAP, markiraju se neoplasti¢éne mioepitelne celije, §to
je 1 naslo ogromnu primenu u dijagnostici mioepitelioma i1 pleomorfnog adenoma. Shah je u
svojoj studiji dokazao veliki znafaj ovog markera, s'obzirom da je pokazao apsolutnu

pozitivnost GFAP u pleomorfnom adenomu.*?*

Mukoepidermoidni karcinom je maligni epitelni tumor pljuvacnih zlezda izgraden od
mucinoznih, epidermoidnih, intermedijarnih, cilindri¢nih, svetlih i onkocitnih celija.

Imunohistohemijskom analizom tumorske c¢elije su pozitivne na citokeratine velike
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molekularne tezine, kao $to se CK5/6, CK14, zatim na EMA, CEA i p63, dok su negativne na
S100 i aSMA. Ponekada se moze detektovati fokalna pozitivnost na GFAP i vimentin. U
skladu sa vec¢ objaveljenim rezultatima iz prethodnih velikih studija, CK14 je marker visoke
senzitivnosti u ovom tipu karcinoma.!?® Pokazano je da ima veliku ekspresiju u
intermedijarnim i epidermoidnim ¢elijama. p63 se pokazao kao veoma koristan marker u
diferencijalnoj dijagnostici. Fonseca i saradnici su uporedivali mukoepidermoidni karcinom
niskog gradusa sa retencionim cistama i papilarnim cistadenomima, $to i predstavlja vrlo
Cesto dijagnostic¢ku dilemu. Pokazali su da je ekspresija p63 u cistama bila u bazalnim
slojevima, dok je u niskostepenom mukoepidermoidnom karcinomu bila difuzna u
suprabazalnom sloju epidermoidnog dela tumorskih plaza.'®® Primenom p63 moZe se
onkocitna varijanta tumora razlikovati od onkocitoma i onkocitnog karcinoma. Naime, kod
mukoepidermoidnog karcinoma vise od 50% tumorskih ¢elija je difuzno pozitivno, za razliku
od onkocitnih tumora gde je pozitivnost markera prisutna iskljudivo na periferiji plaza.'?’
Vimentin je pokazao pozitivnost u stromi tumora, Sto nema dijagnostickog znacaja, takode
kao ni SMA, koji je obelezio glatke miSi¢e krvnih sudova i miofibroblaste u
dezmoplasti¢cnom stromalnom tkivu oko tumorskih plaza. EMA je bio visoko pozitivan u
vecini slu¢ajeva, dok je CEA naglasio mucinozne ¢elije. Visoka pozitivnost CEA i EMA je u
skladu sa dostupnim literaturnim podacima.®® Ve¢ je reeno da su tumorske éelije ovog tipa
karcinoma negativane na S100, ali su Lanzel i saradnici u svojoj studiji pokazali veliku
primenjivost ovog proteina u detekciji perineuralne invazije. U velikom broju slu¢ajeva na
standardnim H&E preparatima mali nervi se ne mogu sa velikom sigurno$¢u detektovati, a i
postoji velika moguénost zamene sa delovima strome. Upravo primenom S100 se nervne
strukture dokazuju, a samim tim i prisustvo ili odsustvo perineuralne invazije, koja je veoma
bitan prognosticki faktor.}?® HER-2 je bio pozitivan u 1 sluéaju, i to u karcinomima visokog
gradusa sa udaljenim metastazama. U diferencijalnoj dijagnozi mukoepidermoidnog
karcinoma treba iskljuciti onkocitne tumore, zapaljenske bolesti (LESA), kao 1 metastatsku

bolest (planocelularni karcinom, melanom). Primeri diferencjalno dijagnostic¢kih dilema.

Adenoidni cisticni karcinom je bifazicni maligni epitelni tumor pljuvacnih zlezda.
Ve¢ je reCeno da postoje tri forme rasta ovog tumora, a to su kribriformni, tubularni i solidni.
Sama heterogenost tumora je veliki diferncijalno dijagnosti¢ki problem, naro¢ito kribriformni
tip rasta, koji se vida i u drugim neoplazmama pljuvaénih Zlezda. U tom pogledu, u praksi
patologa, veoma cCesto se nailazi na dilemu da li je re¢ o adenoidno cisticnom karcinomu ili

polimorfnom adenokarcinomu niskog gradusa, i to kada je kribriformni tip rasta dominantan
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u tumoru. Primenom ve¢ datog panela antitela moZze se diferencirati dijagnoza ovih malignih
tumora, Sto je od velikog znacaja, s'obzirom da je re¢ o tumorima sa jako razli¢itim bioloskim
ponasanjem. Za razliku od polimorfnog adenokarcinoma niskog gradusa, adenoidni cisti¢ni
karcinom je znatno agresivniji sa velikim metastatskim potencijalom. Kribriformne strukture
adenoidno cisti¢nog karcinoma izgradene su od luminalnih ¢elija koje su pozitivne na CK14,
1 ¢elija koje imaju svetlu citoplazmu i homogeni hromatin. Re€ je o mioepitelnim celijama
koje se nalaze na periferiji tumorskih plaza i koje oblazu pseudocisti¢ne strukture. Te Celije
su negativne na CK14, ali pokazuju ekspresiju vimentina i aSMA, sto je i pokazano u drugim
studijama.t?®130131 Kribriformne strukture polimorfnog adenokarcinoma niskog gradusa su
izgradene od jednog ¢elijskog tipa, i difuzno su pozitivne na CK14. Aradjo je u svojoj studiji
pokazao da je re¢ o tumoru izgradenom od luminalnih ¢elija koje su porekla sa spoja acinusa
i interkalatnih kanala, gde i ne postoje mioepitelne éelije.!3? Regezi je sugerisao na upotrebu
S100, kao diferencijalno dijagnosti¢kog markera ova dva tipa tumora.’*®* Naime, adenoidni
cisti¢ni karcinom pokazuje jako slabu pozitivnost na protein, dok polimorfni adenokarcinom
pokazuje izrazenu ekspresiju. Kasnijih godina je ovo stanoviSte opovrgnuto, jer ekspresija
antitela moze varirati i dovesti do pogresne dijagnoze. EMA i CEA su pozitivni u luminalnim
éelijama oba tumora, §to je i u skladu sa podacima iz literature.***** Treba jo§ napomenuti da
tubularne strukture, prisutne i kod jednog i drugog tumora, mogu dovesti do pogre¢nog
tumacenja. Tubuli kod adenoidno cistiénog karcinoma su u najve¢em broju slucajeva
oblozeni dvorednim epitelom, za razliku od polimorfnog adenokarcinoma, gde se vida jedan

red kubi¢nog epitela. Takode, atipija jedara je karakteristika adenoidno cisti¢nog karcinoma.

Velika dijagnosti¢ka dilema moze da nastane u diferencijaciji pleomorfnog adenoma i
polimorfnog adenokarcinoma niskog gradusa. To je narociti problem kada se govori o malim,
incizionim biopsijama. U tom slu¢aju moZe se stvoriti lazna slika o infiltrativnom rastu, ako
je re¢ o tumorima malih pljuvacnih Zlezda, gde pleomorfni adenom najceS¢e ne poseduje
kapsulu, a moze imati i fokalne ekstenzije u susedne Zlezde i1 prezentovati se kao maligna
neoplazma. Oba tipa tumora se sastoje od relativno uniformnih celija koje karakterise
odsustvo atipije. Miksohondroidna podrucja su patognomoni¢an nalaz za pleomorfni
adenom, za razliku od polimorfnog adenokarcinoma niskog gradusa, gde hondroidna
podrucja nisu nikada prisutna. Takode, adenomi malih pljuvacnih Zlezda se karakteriSu
povecanom celularnosé¢u i malom koli¢inom ili potpunim odsustvom miksoidne ili
hondroidne strome.*? Veoma bitan parametar o malignitetu, kada je re¢ o polimorfnom

adenokarcinomu niskog stepena, jeste perineuralna invazija, o kojoj se ne moze izjasniti na
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malom biopsijskom uzorku. U ovakvim sluCajevima neophodna je primena
imunohistohemije. U prvom redu se primenjuju markeri mioepitelne diferencijacije i GFAP.
Nakazato i saradnici su jo§ 1982. godine ukazali na ukrStenu ekspresiju GFAP, vimentina i
citokeratina u diferencijaciji pleomorfnog adenoma.’®® GFAP pokazuje veoma izrazenu
citoplazmatsku ekspresiju u duktalnim epitelnim i mioepitelnim ¢elijama adenoma, dok je
zanemarljivo mala pozitivnost registrovana u ¢elijama polimorfnog adenokarcinoma niskog
gradusa.'®® Nasi rezultati, pokazuju potpuno odsustvo pozitivne reakcije GFAP kod ovog tipa
karcinoma, a apsolutnu pozitivnost kod pleomorfnog adenoma, $to je u skladu sa velikim
studijama koje su se bavile diferencijalnom dijagnozom ova dva entiteta.’*"'*® Takode,
veoma znacajan nalaz u diferencijaciji jeste i ekspresija aSMA u pleomorfnom adenomu i
adenoidno cisticnom karcinomu, koja je odsutna u polimorfnom adenokarcinomu niskog
gradusa.’® Kao §to je ve¢ i reeno, za dokazivanje neoplasti¢nih (modifikovanih)
mioepitelnih ¢éelija, u poslednje vreme, koristi se WT1. Leader i Langman su u svojim
studijama sugerisali na znacaj ovog markera. WT1 je pokazao apsolutnu citoplazmatsku
pozitivnost u abluminalnim Ccelijama sa mioepitelnom diferencijacijom pleomorfnog
adenoma. Te ¢elije su pokazale i ekspresiju p63. Slican nalaz smo imali i kod mioepitelioma,
Sto se 1 poklapa sa podacima iz literature. Kod adenoma bazalnih c¢elija intezivna
citoplazmatska ekspresija je prisutna na periferiji tumorskih plaza, takode su ove celije
pozitivne na p63. Slaba pozitivnost je fokalno uo¢ena i u centru plaza. Analizom ekspresije
WT1 u Vartinovom tumoru uocili smo slabu, fokalnu pozitivnost u apikalnim delovima
luminalnih ¢elija. Za razliku od benignih tumora, gde je ekspresija bila prisutna u visokom
procentu, kod malignih tumora pljuvaénih zlezda ekspresija WT1 je bila znatno slabija. U
mukoepidermoidnom karcinomu nalaz je bio apsolutno negativan. Kod polimorfnog
adenokarcinoma niskog gradusa intezitet ekspresija je varirala u zavisnosti od varijante
¢elijskog aranZmana. Intraluminalna materija je intezivno obojena. Primecena je pozitivnost
u jedrima bazaloidnih éelija adenoidno cistiénog karcinoma.!'®% U skladu sa nalazima
objavljenih studija, i naSi rezultati ukazuju na znacaj imunohistohemijskog dokazivanja

mioepitelnih ¢elija u dijagnostici polimorfnog adenokarcinoma niskog gradusa.

Karcinom pljuva¢nih kanala je takode jo$ jedan od entiteta koji mogu da daju
diferencijalno dijagnosti¢ke dileme imajuéi u vidu patohistolosku prezentaciju tumora. Rec je
0 veoma agresivnom malignom epitelnom tumoru koji vodi poreklo od intralobularnih i
interlobularnih kanala. U sklopu agresivnosti ovog tumora, pored lokalne infiltracije, jeste i

veoma Visoki metastatski potencijal. Imunohistohemijskom analizom tumorske c¢elije su

Nikola D. Zivkovié 85



DOKTORSKA DISERTACHA

pozitivne na CEA, EMA, p53, HER-2, a negativne na mioepitelne markere p63, aSMA i
CK14, kao i na vimentin i WTL, sto je od velikog znacaja u diferentovanju ovog tipa
karcinoma od mukoepidermoidnog.!*! Na osnovu nasih rezultata, a u skladu sa podacima iz
dostupne literature, ekspresija HER-2 i p53, ne samo da ima dijagnostic¢ki, ve¢ i veliki
prognosticki znacaj. Ekspresija ova dva antitela je udruzena sa velikom proliferativnom
aktivnodéu tumora, i neretko je prisutha kod veé postoje¢e metastatske bolesti.’>4?
Imunohistohemijskom analizom utvrdili smo veoma visoki Ki67 proliferaivni indeks ovog
tumora. Giannoni je u studiji pokazao da je proliferativni indeks benignih tumora malih
pljuvaénih Zlezda, takode, veoma visok i iznosi 12%.* Nasuprot ovom podatku, Norgard je
prikazao da je proliferativni indeks preko 4% udruzen sa ve¢im procentom recidiva
adenoidno cisti¢nog karcinoma.'* Jaehne je u svojoj studiji pokazao da je proliferativni
indeks kod karcinoma pljuvaénih kanala iznosio oko 35%.”°> Veoma visoka vrednost Ki67
proliferativnog indeksa, ekspresija HER-2 i p53, ide u prilog agresivnosti ovog tipa

karcinoma. 145146

Mioepitelni tumori predstavljaju veliki dijagnosti¢ki izazov za patologe. Re€ je o
tumorima koji su prepoznati tek sredinom dvadesetog veka, a uvrsteni u klasifikaciju 1991.
godine. Tumor se karakteri$e visokim stepenom pleomorfizma, i patohistoloska prezentacija
moze biti veoma razli¢ita. Tumorske mioepitelne ¢elije mogu biti vretenastog, epiteloidnog,
stelatnog, svetlocelijskog, plazmocitoidnog izgleda. Stroma tumora moze biti hijalinizovama
ili mukoidna, ali nikada miksohondroidna kao u pleomorfnom adenomu. Ova grupa tumor, i
benigni 1 maligni, su veoma Cesto loSe prepoznati, 1 dijagnostikovani kao pleomorfni adenom,
maligni meSoviti tumor, karcinom iz pleomorfnog adenoma ili kao neka od varijanti tumora
mezenhimnog porekla. Imunohistohemijskom analizom tumorske celije su pozitivne na
vimentin, CK-AE1/AE3, S-100 i calponin, umereno do slabo pozitivne na aSMA, GFAP,
CK14 i p63, a negativne su na p53, CEA, EMA i HER-2.1*! U diferencijaciji benignih od
malignih mioepitelnih tumora imunohistohemija nije od znacaja. Primenom markera
dokazujemo isklju¢ivo poreklo ovih neoplazmi. Osnovni postupak jeste detaljna
mikroskopska analiza tumora. Posmatra se margina, koja je infiltrativna kod mioepitelnog
karcinoma, dok je mioepiteliom jasno ograni¢en. Polja nekroze su prisutna iskljucivo u
mioepitelnom karcinomu. Treba voditi racuna o limfovaskularnoj 1 perineuralnoj invaziji,
koja moze biti prisutna u karcinomu. Takode, veoma bitni su i klinicki podaci o postojanju
metastaza. Slede¢i korak jeste raCunanje proliferativnog indeksa, koji je znatno veéi kod

maligne varijante. U oko 40% mioepitelni tumori nastaju de novo, dok u ostatku nastaju na
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terenu pleomorfnog adenoma. Za postavljanje dijagnoze mioepitelnog tumora, imperativ je
odsustvo tubularnih formacija. Pojedine varijante mogu da formiraju pseudocisti¢ne ili
pseudotubularne formacije, kao i prisustvo skvamozne metaplazije, pa da daju sliku
adenoidno cistiénog karcinoma, polimorfnog adenokarcinoma niskog gradusa ili
mukoepidermoidnog karcinoma. U takvim slu¢ajevima imunohistohemija i predloZeni panel
antitela je neophodan postupak u diferencijaciji. Vretenastocelijska varijanta tumora moze da
zada dijagnosticku dilemu u odnosu na miome, lejomiosarkome ili fibrosarkome, ali
primenom citokeratina ova moguénost se odbacuje.!*’ Na osnovu studije Bilal i saradnika,
p63 predstavlja jedan od najsuverenijih markera u diferencijaciji mioepitelnih ¢elija. Pokazali
su da je antitelo pokazalo apsolutnu ekspresiju u svim benignim tumorima sa ovim tipom
diferencijacije. U mioepiteliomima bila je jaka ekspresija kod vretenastocelijskog tipa, dok je
u ostalim formama ekspresija bila umerenija. U Warthin tumoru zapazena je intezivna
reakcija u bazalnom sloju, dok je ekspresija bila odsutna u luminalnim, cilindri¢nim ¢elijama.
Kod adenoma bazalnih ¢elija izrazena jedarna ekspresija je prisutna u perifernim, bazalnim
éelijama, koje su u palisadnom rasporedu.}*®14® Eventualna ekspresija p53, koja je
kontradiktorna, u dostupnoj literaturi ukazuje na mogucu malignu alteraciju u benignim

tumorima pljuvaénih zlezda.'*

Adenom bazalnih ¢elija je uveden u klasifikaciju Svetske Zdravstvene Organizacije
1991. godine. Do tada je sa kanalikuliranim adenomom oznacavan kao ne-pleomorfni
adenom ili monomorfni adenom. Na osnovu histoloske prezentacije 1 nacinu rasta 1 rasporeda
neoplasti¢nih ¢elija podeljen u viSe varijanti, solidni, koji je i najées¢i, tubularni, trabekularni
i membranozni.® Uglavnom se u tumoru vida viSe varijanti nadina rasta, ali je jedna
dominantna, na osnovu koje se dalje vr$i morfoloska subklasifikacija adenoma bazalnih
¢elija. Svi imaju fibroznu stromu, ali bez miksohondroidnih podruéja, koja se vidaju u
pleomorfnom adenomu. Cisticna degeneracija, skvamozna metaplazija, keratinizacija i
kribriformni rast su povecali moguénost ovom tumoru za dijagnostickom greSkom.
Generalno, tumorske plaze su izgradene od tamnih, plavih ¢elija na periferiji, koje Cesto
imaju palisadni aranzman. U centralnim delovima su prisutne nesto krupnije celije, svetlije
citoplazme. Kod svih varianti postoji mioepitelna diferencijacija, koja na standardnim H&E
preparatima nije ocigledna, ali imunohistohemijskom analizom je dokazana.'® U
diferencijalnu dijagnozu adenoma bazalnih celija se ukljucuje polimorfni adenokarcinom
niskog gradusa i pleomorfni adenom, kao 1 neke od varijanti mioepitelioma.

Imunohistohemijskom analizom nasih rezultata, a u skladu sa podacima iz literature, pokazali
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smo da ¢elije na periferiji tumorskih plaza eksprimuju p63, vimentin, SMA i S100, dok su
¢elije u unutra$njosti ili luminalne, ako govorimo o tubularnoj varijanti, pozitivne na CK14,
CEA 1 S100. Analiziraju¢i ekspresiju markera dolazimo do zakljucka da je adenom bazalnih

éelija, histogenetski, porekla éelija interkalatnih kanala.'>?

Vartinov tumor predstavlja veoma kontraverzan benigni entitet u pogledu morfologije
1 jo§ uvek u potpunosti nejasne etiologije. Histoloska prezentacija tumora je poprilicno
jedinstvena i ne tako veliki diferencijalno dijagnosticki problem. Parenhimatoznu
komponentu tumora gradi dvoredni epitel, unutras$nji, onkocitni i spoljasnji bazaloidni sloj
¢elija, sa formiranjem cisti¢nih, zlezdanih i papilarnih struktura, koje su pracene gustom
limfoidnom stromom. Neki autori smatraju da tumor vodi poreklo od zaostalih epitelnih
éelija intraparotidnog limfnog nodusa i to heterotopi¢ne pljuvaéne zlezde.*> Sa druge strane
molekularna istrazivanja ukazuju da je epitelna komponenta tumora poliklonska, bez gubitka
klonalnih alela, $to govori da se ne radi o pravoj neoplazmi.® Najsire zastupljena hipoteza
jeste da tumor vodi poreklo od zaostalih pljuvacnih kanala u limfnom nodusu nakon zacetka.
Ova hipoteza je podrzana na osnovu relativno Cestog prisustva epitela sa onkocitnom i
papilarnom prezentacijom u intra- i periparotidnom limfnom nodusu. Opisani epitel je gotovo
identiCan sa epitelnom komponentom tumora. Warthin tumor se gotovo uvek vida u
parotidnoj pljuvacnoj zlezdi. UnutaSnji, luminalni red celija pokazuje veoma slicne
karakteristike sa luminalnim éelijama strijatnog kanala. Celije imaju obilnu, jako eozinofilnu
citoplazmu bogatu mitohondrijama. Oznacene su kao oksifilne ili onkocitne ¢elije. Takode je
primeceno da se broj ovih ¢elija povecava, normalno, tokom starenja i ta pojava je oznacena
koa onkocitoza ili onkocitna metaplazija.'®> Metaplazija moZe da se vidi i u samom tumoru, ii
to moze dovesti do diferencijalno dijagnostickih dilema. U tim slu¢ajevima treba iskljuciti
mukoepidermoidni karcinom, metastatski karcinom, limfom, kao i razliite cisticne lezije i
zapaljenske Dbolesti. Imunohistohemijskim metodama smo pokazali da je spoljasnji,
bazaloidni sloj ¢elija sa mioepitelnom diferencijacijom, §to je u skladu sa dosadasnjim
nalazima.’®® Te ¢elije su pozitivne na SMA, p63 i CK14, fokalno pozitivne na vimentin i
S100, dok su luminalne celije negativne na ove markere, a pozitivne na CEA. Podrucja
metaplazije pokazuju sli¢an imunofenotip kao 1 bazaloidni sloj. Iako ovaj benigni tumor ne
predstavlja veliki dijagnosticki problem, treba biti obazriv, jer su opisani slucajevi maligne

alteracije, i to planocelularnog karcinoma i mukoepidermoidnog karcinoma.5":*%
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6.2  Proliferacija tumora

Tumori pljuvacnih Zlezda su relativno retke neoplazme sa oko 34 razli¢itih tipova.
Imajuéi u vidu njihovu veliku varijabilnost u histoloskoj prezentaciji i bioloSkom ponasanju,
tumori ove lokalizacije predstavljaju veliki izazov kako za hirurga, tako i za patologa u
pogledu dijagnoze, prognoze i tretmana. Evaluacija mitotskog indeksa, pre svega Ki67
proliferativnog indeksa pokazala se kao veoma bitan parametar u diferencijalnoj dijagnostici,
predvidanju bioloSkog ponasanja i agresivnosti u mnogim tumorima. NaSim istraZivanjem
smo obuhvatili 60 tumora pljuvacnih Zzlezda, benignih i1 malignih, analizirali smo
proliferacioni indeks i u korelaciji sa ostalim klini¢ko-patoloskim karakteristikama dobili

smo znacajne rezultate u diferencijalnoj dijagnostici ovih neoplazmi.

Za potrebe naSeg istrazivanja Koristili smo 5% kao grani¢nu vrednost za Ki67
proliferativni indeks, ali u dostunoj literaturi postoje studije koje su se vodile viSim
vrednostima za agresivnost tumora, i to >10%.1°%1%° Nasi rezultati se kre¢u u opsegu od
0,76% do 13% u grupi benignih tumora. Najvecu vrednost je pokazao celularni rekurentni
pleomorfni adenenom mekog nepca. U grupi malignih tumora opseg je bio od 1,18% do
72,30%. Najvecu proliferaciju je pokazao adenoidno cisticni karcinom, potom karcinom
pljuvaénih kanala, dok je najmanju pokazao polimorfni adenokarcinom niskog gradusa.
Diferencijalno dijagnosticki ovo su veoma znacajni i korisni podaci, naro€ito u slucajevima

kada se radi o sli¢noj, gotovo preklapaju¢om histoloSkom prezentacijom.

Sli¢no rezultatima naseg istrazivanja, Shida i saradnici su dobili nesto veée vrednosti
Ki67 proliferativnog indeksa u grupi adenoma bazalnih éelija.’®! Sa rezultatima Horii i
saradnika se poklapaju naSi rezultati, koji ukazuju na najvecu proliferativhu aktivnost
pleomorfnog adenoma u grupi benignih tumora.'®? Sa druge strane, Terada iznosi podatke o
proliferaciji u Warthin tumoru oko 3%, $to ve¢ ne korelira sa na$im rezultatima.l®®
Uporedujuci ekspresiju p53 i Ki67, Saghravanian i saradnici navode da je od velikog znacaja
u diferencijaciji polimorfnog adenokarcinoma niskog gradusa i adenoidno cisticnog
karcinoma. U njihovoj studiji 24% jedara tumorskih celija je pokazalo ekspresiju Ki67, dok
je svega 3,88% u grupi polimorfnog adenokarcinoma niskog gradusa. Pokakazani rezultati
date studije su u korelaciji sa nasim rezultatima.’®* U svojoj studiji Hellquist i saradnici su
pokazali da je proliferacioni indeks veéi od 10% nezasivsan parametar u odnosu na

agresivnos karcinoma acinusnih ¢elija. Do sli¢nih rezultat su dosli i Triantafillidou i Suzzi sa

svojim saradnicima.'®>1%® Nagao je u svojoj studiji pokazao da visok stepen proliferativne
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aktivnosti u bolesnika sa mioepitelnim karcinomom korelira sa nepovoljnim tokom bolesti.'®’

Na osnovu velike varijabilnosti dobijenih rezultata u nasem istrazivanju, a i od strane drugih
istrazivaca, po naSem misljenju jedan je od dokaza da niska vrednost proliferativnog indeksa
nije uvek strogo povezana sa tumorom niskog gradusa. rezultati naseg istrazivanja pokazuju
da vrednost Ki67 proliferativnog indeksa varira u zavisnosti od slucaja do slucaja, kao i od
histoloSkog tipa samog tumora. Proliferativni indeks je varirao od 0,76% (kod adenoma
bazalnih ¢elija) do 72,30% (kod adenoidnog cisti¢nog karcinoma). Svakako smo dokazali da

je indeks znatno vec¢i u grupi malignih tumora pljuvacnih zlezda.

Ispitivanje ekspresije p53 i Ki67 je siroko zastupljena metoda u utvrdivanju evolucije
1 prognoze malignih tumra svih lokalizacija. p53 je najces¢e identifikovani mutirani gen u
malignim neoplazmama, naro€ito u zastupljen kod karcinoma dojke, Zeluca, jetre i prostate.
Ekspresija p53 je udruzena sa negativnom prognozom bolesti, i obi¢no je prisutna kod
agresivnih malignih tumora visokog gradusa. Mutacija gena je uocena i kod tumora
pljuvacnih zlezda, eli ali su rezultati jo§ uvek nedovoljni i nepotpuni. Weber je sa svoji
saradnicima analizirao ekspresiju p53 u grupi benignih tumora. Pokazali su da ekspresija
proteina postoji jedino u grupi pleomorfnog adenoma i mioepitelioma. Svoje rezultate su
tumacili kao poveéanu sklonost tumora ka malignoj alteraciji.®®® Al-Ani i Al-Azzawi su
pokazali u njihovom istrazivanju jako malu ekspresiju p53 u pleomorfnom adenomu, ali je
zato ekspresija u mukoepidermoidnom karcinomu bila oko 60% i u adenoidno cisticnom
karcinomu oko 20%.'%® Kada je re¢ o diferencijalnoj dijagnozi karcinomim pljuva¢nih
zlezda, p53 nema velikog znac¢aja. U nasem istraZzivanju, povecana ekspresija proteina je
prisutna u karcinomu pljuvaénih kanala (4/6). Dobijeni rezultati, koji i jesu u skladu sa
podacima iz literature, bili su i ocekivani. Re¢ je o karcinomu visokog gradusa sa velikim
metastatskim potencijalom. Analizom ekspresije p53 u mukoepidermoidnom karcinomu,
registrovana je pozitivnost u 5 bolesnika, $to 1 nije bilo u slkadu sa klinickim tokom bolesti.
U ovom slucaju ekspresija p53 moze imati diferencijalno dijagnosticki znacaj u razdvajanju
mukoepidermoidnog karcinoma od drugih lezija, naro€ito ako su u pitanju male biopsije. U
prvom redu se misli pseudoepiteliomatoznu hiperplaziju i nekrotizujuéu sijalometaplaziju,
gde je ekspresija p53 negativna. lako je tumor sa dobrom prognozom i terapija se obi¢no
zavrSava hirurSkom intervencijom, polimorfni adenokarcinom niskog gradusa je pokazao
pozitivnost u 50% slucaja (3/6). Isti odnos je naden i kod adenoidnog cisti¢nog karcinoma
(3/6), dok je kod mioepitelnog karcinoma ekspresija bila odsutna. Ekspresija p53 kod

pleomorfnog adenoma je bila jako mala, svega 10% (1/10), i to kod rekuretnog adenoma koji
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je bio lokalizovan na mekom nepcu. U grupi Vartinovog tumor i adenoma bazalnih ¢elija
pozitivnost je iznosila 50%, dok je kod mioepitelioma bila odsutna u potpunosti. Dobijeni
rezultati ekspresije p53 su u skladu sa drugim studijama.'®® Na osnovu iznetih rezultata, i sa
korelacijom rezultata iz literature p53 bi mogao da bude marker diferencijacije benignih od

malignih tumora, ali iskljuc¢ivo u kombinaciji sa drugim markerima.

Karcinom pljuvaénih kanala je adenokarcinom visokog gradusa koji pokazuje veliku
fenotipsku sli¢nost i bioloSko ponasanje kao duktalni karcinom dojke visokog gradusa.
Bolesnici sa lokalno uznapredovalom, rekurentnom ili metastatskom bolesti su dosta
limitirani u pogledu terapije i generalno podlezu bolesti. Ispitivanje gena, razli¢itih markera
¢elijskih puteva, hromozomskih aberacija, receptora hormona i faktora rasta su u mnogome
pomogli u razumevanju samih tumora, a i za razvoj i napredovanje terapije. Danas se zna da
HER?2 i receptor epidermalnog faktora rasta (EGFR) igraju centralnu ulogu u patogenezi
karcinoma dojke. Medutim, nivoi eksprecije ovih proteina ne mogu sami predvideti odgovore
na terapiju. Istovremena imunohistohemijska analiza i ispitivanje amplifikacije gena kod
grani¢ne ekspresije dokazuju da postoji grupa bolesnika koji pokazuju visoku amplifikaciju 1
odli¢ni su kandidati za terapiju trastuzumabom (anti-HER2). Ova korelacija je do danas jo$
uvek slabo definisana, kada je re¢ o karcinomima pljuvaénih zlezda, zbog relativno malog

broja testiranih tumora.'42

Nasim istarazivanjem smo dokazali da je ekspresija HER-2 udruzena sa karcinomima
visokog gradusa. Pozitivna ekspresija (3+) je bila prisutna kod tri karcinoma pljuva¢nih
kanala i jednom mukoepidermoidnom karcinomu. Kod ovih karcinoma bila je prisutna
lokalna infiltracija (2/6 karcinoma pljuva¢nih kanala), kao 1 metastaze u regionalnim limfnim
nodusima (4/8 mukoepidermoidnih karcinoma, 1/6 karcinoma pljuvacnih kanala), $to ukazuje
da i sama ekspresija proteina nije uvek udruzena sa metastatskom bolesti, kako su i pokazali
Williams i Ettl sa svojim saradnicima.'*2"® Grani¢nu ekspresiju (2+, equvocal) je pokazalo
dva karcinoma pljuvacnih kanala, §to bi zahtevalo dodatnu CISH/SISH/FISH analizu. Ostali

benigni 1 maligni tumori pljuvaénih zlezda su bili negativni (0, 1+).
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6.3  Morfometrijska analiza

Kori$¢enjem softverskog paketa ,,Imagel]” analizirano je Sest jedarnih parametara:
povrsina, perimetar, cirkularnost, zaobljenost, Feretov dijametar i integrisana opticka gustina
30 benignih i 30 malignih tumora pljuvacnih Zlezda. Digitalne fotografije se radene na
prethodno pregledanim preparatima bojenim standardnom hematoksilin-eozin metodom
(H&E).

Pracenje jedarnih parametara benignih i malignih tumora vr$eno je unutar grupa, kao
1 izmedu grupa tumora. Statisticki znacajna razlika (p<0,05) nadena je za jedarne parametre
koji se odnose na veli¢inu jedara (povrSina i perimetar) i zavisi od prirode i tipa tumora.
Najveca je bila u karcinomu pljuvacnih kanala. Feretov dijametar je bio veéi u grupi malignih
tumora, ali nije nadena statisticki znacajna razlika. Vrednosti parametara koji se odnose na
oblik jedra (cirkularnost i zaobljenost) su minimalno bili ve¢i u grupi malignih tumora, a
najvecu vrednost je pokazao karcinom pljuvacénih kanala. Vrednosti integrisane opticke
gustine statisticki znacajno zavise od prirode 1 tipa tumora (p<0,05). Najvecu vrednost je

pokazao karcinom pljuvacnih kanala.

Primenom multivarijantne logisticke regresione analize Integrisana opticka gustina se
izdvojila kao najbitniji prediktor u diferencijaciji benignih od malignih tumora pljuvacnih

#lezda (p<0,001).

U nama dostupnoj literaturi, generalno, jako je malo studija koje su se bavile
morfometrijskim karakteristikama tumora. Vec svetlostnom mikroskopijom mozemo da
uocimo neke od karakteristika jedara. Jasno se vidi da li je re¢ o hiperhromnim jedrima,
krupnim ili malim, da li je prisutna atipija, kakav je hromatin, da li su ivice ravne, povrSina
nazupana. Kako je do sada viSe puta napomenuto, diferencijalna dijagnoza tumora
pljuvaénih zlezda je cesto veoma teSka, a morfometrija omogucava kvantifikaciju
patohistoloSkog nalaza, a samim tim 1 smanjuje mogucnost greSke u postavljanju definitivne
dijagnoze. Morfometrijska analiza tumora pljuvacnih zlezda je do sada primenjivana i mali je
broj studija koje su komparirale rezultate ovih analiza u razli¢itim tipovima tumora. U
dosadasnjim istrazivanjima autori su uglavnom istrazivali jedarnu povrSinu, cirkularnost,
171,172

perimetar i integrisanu opticku gustinu, koriS¢enjem razli¢itih softverskih paketa.

Layfield je u svojoj studiji objavio rezultate vezane za ove parametre, i pokazao njihovu
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dijagnosticku znacajnost u diferencijaciji beignih i malignih meSovitih tumora parotidne
Zlezde.'™® Prvulovi¢ je sa svojim saradnicima objavila studiju u diferencijaciji duktalnog i
lobularnog karcinoma dojke na citoloSkom materijalu. Takode je istakla i primenjivost ove
metode, ne samo u diferencijaciji, ve¢ i u gradiranju samog karcinoma.’* Oz i saradnici su
objavili studiju koja se bavila morfometrijskim karakteristikama celija oralne sluzokoze u
pacijenata sa diabetes mellitus-om tip I, i pokazali kako su jedarni parametri statisti¢ki veci u
ovoj grupi bolesnika.l”™ Obad-Kovacevié¢ je svoje istrazivanje ukljucila morfometrijske
karakteristike benignih i malignih tumora parotidne zlezde, proucavajuéi karakteristike cele
¢elije. Dosli su do zakljcka da je odnos povrSine jedara i citoplazme znatno veci, u korist
jedara, kod malignih tumora. U zaklju¢ku su naveli da je ova metoda znatno teza za
izvodenje, i predlozili su jedarne karakteristike kao najkorisnije u diferencijaciji tumora.
Njihovi rezultati ukazuju na povecéane vrednosti ovih parametara u malignim tumorima.l’®
Kawahara i saradnici su ispitivali karakteristike karcinoma pljuva¢nih kanala sa skvamoznom
diferencijacijom. Pokazali su da je srednja vrednost jedarne povrSine ove varijante karcinoma
manja od srednje vrednosti planocelularnog karcinoma nastalom na terenu pleomorfnog
adenoma, a veca od povrSine mukoepidermoidnog karcinoma srednjeg i visokog gradusa
maligniteta. Pokazali su, takode, statisticki znaCajnu razliku izmedu povrSine jedara
karcinoma pljuvacnih kanala i ostalih karcinoma pljuvaénih zlezda sa skvamoznom

diferencijacijom.*”
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ZAKLJUCAK

Na osnovu rezultata sprovedenog istrazivanja, procenom i poredenjem karakteristika

benignih i malignih tumora pljuvacnih zlezda na standardnim hematoksilin-eozin

preparatima, analizom imunohistohemijske ekspresije markera proliferacije i intermedijarnih

filamenata, analizom Ki67 proliferativnog indeksa, analizom morfometrijskih parametara

jedarnih karakteristika, utvrdeno je da:

1. U grupi benignih tumora pljuvaénih zlezda, plemorfni adenomi su pozitivni na S-100,

4.

GFAP, CK14, aSMA, CEA, EMA i WT1. Warthin tumor je pozitivan na CK14, CEA
I p63. Adenom bazalnih ¢elija pokazuje pozitivnost na S-100, CEA, p63 i vimentin,
dok mioepiteliom na vimentin, GFAP, S100, CK14, a-SMA , CEA i WT1. Ekspresija

HER2 u grupi benignih tumora je bila u potpunosti odsutna.

U grupi malignih tumora pljuvaénih Zlezda, epitelne celije adenoidnocisticnog
karcinoma eksprimuju CEA, CK14, p63, S-100 i a-SMA. Mukoepidermoidni
karcinom je pozitivan na vimentin, CK14 i p63. Karcinom pljuva¢nih kanala
pokazuje pozitivnost na EMA, CEA, p53 i HER-2, dok polimorfni adenokarcinom
niskog gradusa na CK14, p63, EMA, S100 i vimentin.

Ki67 proliferativni indeks pokazuje statisticki znacajne razlike izmedu benignih i
malignih tumora pljuvacnih zlezda. U grupi malignih tumora proliferativni indeks se
kretao u opsegu od 1,18% do 72,30%, dok se u grupi benignih tumora kretao od
1,30% do 5,30%.

Najvecu proliferativnu aktivnost u grupi benignih tumora ima pleomorfni adenom, a
najmanju adenom bazalnih Celija. Dobijeni rezultati su u skladu sa frekvencom

recidiviranja tumora, kao i sa stepenom maligne alteracije.
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Najvecu proliferativnu aktivnost u grupi malignih tumora pokazuje adenoidnocisti¢ni
karcinom, dok najmanju pokazuje polimorfni adenokarcinom niskog gradusa.
Dobijene vrednosti su u skladu sa bioloskim ponacanjem tumora, lokalnom

agresivnoscu, kao i sa brzinom davanja metastaza.

Morfometrijski parametri koji se odnose na veli¢inu jedara tumorskih ¢elija, odnosno
povrsSina i dijametar, statisticki su znacajno visi u grupi malignih tumora. Najvece

vrednosti pokazuje karcinom pljuvacnih kanala.

Morfometrijski parametri koji se odnose na oblik jedara tumorskih ¢elija, odnosno
cirkularnost i zaobljenost jedara, statisticki znac¢ajno zavise od tipa. Najvece vrednosti

pokazuje karcinom pljuvacnih kanala.

Vrednosti integrisane opticke gustine jedara statisticki su znacajno veée u grupi
malignih tumora. Najveéu vrednost pokazuje karcinom pljuvaénih kanala.
Multivarijantna logistiCka regresiona analiza pokazala je da je ova varijabla

najznacajniji prediktor za diferencijaciju jedara malignih Celija.

Morfometrijski parametri integrisane opti¢ke gustine i veli¢ine jedara pokazuju

statisti¢ki znacajno vece vrednosti u grupi malignih tumora.
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HU3JABA O AYTOPCTBY

Msjasibyjem Jia je JOKTopcKa AUCEpTaluja, noj HacI0BOM

MAPKEPH NPOJIUP®EPAITAIE U HHTEPMEJUJAPHUX ®HIIAMEHATA'Y
JIMOEPEHIIMIATHOJ TUJATHO3W BEHUTHUX U MAJIUTHUX TYMOPA
IJbYBAUHHUX AUIE3IA

Koja je ombpamena Ha MenuiuHcKkoM dakynreTy YHupepsurera y Humry:

© pe3yiTar COICTBCHOTr HCTpaXXHUBAUKOT pajia,

o Ja OBY JMCEPTAlH]y, HU y LEJTMHH, HUTH Y JEJOBEMA, HUCAM NPUjaB/bHBA0 Ha JPYTHM
dbaxynreTiHMa, HUTH YHHBEP3UTETHMA;

e @ HHCAM MOBPEJMO AyTOPCKA MpaBa, HWTH 3I0YNOTPeOHO MHTENEKTYalHy CBOjHHY
IPYTHX JULA.

JlosBospaBaM na ce oGjaBe MOjU JIMYHH TOJALM, KOjU Cy Y BE3H Ca ayTOpCTBOM H
no6ujameM aKaJieMCKOT 3Bafba JIOKTOpa Hayka, Kao WITO Cy MMe M Ipe3HMe, IoJMHa ¥ MECTO
poljersa U Jatym ojbpane paja, U TO y Karanory bubauoreke, JlururanHom PETIO3UTOPHjYMY
Vuupepsurera y Humry, kao u y rnyOnukanujamMa Yaupepsutera y Huy.

YV Humy,

Iornuc gyrppa nuc fn‘aup[je:

V.

L

,[[f) Huxomna JI. Kukoruh




M3JABA O HCTOBETHOCTH IITAMIIAHOI' M EJJEKTPOHCKOTI" OBJINKA
JOKTOPCKE TUCEPTAIIUJE

Hacnor mucepranyje:

MAPKEPH MPOJIUDPEPAITMIE I UHTEPME/IMJAPHUX ®PUITAMEHATA 'Y
NIMPEPEHIIUIATHOJ IMJATHO3U BEHUTHUX U MAJIMT'HAX TYMOPA
IJbYBAYHMX KIIE3TA

V3jaBibyjeM Ja je eneKTPOHCKH 0BJIMK Moje JOKTOPCKE TUcepTaLyje, Kojy caM mpejao 3a
yHomeme y JMraTaana pemosHTopujym Yuupepsutera y Humry, HCTOBETaH MITaMNaHOM
00HKY.

VY Humy,

ITornme yropiﬁpraije:
.

Jlp Huxona JI. XXuskosuh




U3JABA O KOPUII'REHKY

OgnamhyjeM VYHupepsutercky Oubmuorexy ,Huxona Tecna® na y Jururannu
penosuTopHjyM Yuusepsurera y Huiy yHece Mojy JOKTOPCKY AMCEPTaLH]y, MO HACIOBOM:

MAPKEPH MPOJIM®EPAIIUJE U HHTEPME/THJAPHUX ®UTAMEHATA Y
JUOEPEHIIUJAJTHOJ IHJATHO3HY BEHUT'HUX U MAJIMTHUX TYMOPA
IMJbYBAUHUX XKIIE3JA

HucepTanujy ca CBMM NPWIO3MMa Npeliao caMm y eJNEeKTPOHCKOM OOJIMKY, MTOrOJHOM 3a
TPajHO apXUBHPAE.

Mojy IOKTOpCKY aMcepTaldjy, yHery y JIMruTanHu peno3uTopujyM YHUBEp3HUTETa y
Hunry, MOry KOPHCTHTH CBM KOjU IOLITYjy oipenbe caipikaHe y oJabpaHOM TUIY JIULIEHIE
Kpearuene 3ajequune (Creative Commons), 3a KOjy caMm ce 0JUIy4HO.

1. Ayropctro (CC BY)

2. Ayropcreo — HekoMmeprujaiano (CC BY-NC)

3. AytopcTBo — HekomepuHjaiaHo — 6e3 npepaje (CC BY-NC-ND)

4. AyTOpCcTBO — HEKOMepIHjaHo — AenuTH noj uctum yciaosuma (CC BY-NC-SA)
5. AyropetBo — 6e3 npepane (CC BY-ND)
6. AytopcTBo — AenautH 1oj uctum yesoeuma (CC BY-SA)

Y Humy,

IMornuc ayropa W
//}//ﬁ

T Huxona JT. Kuskosuh




