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Imunohistohemijska analiza i prognosti¢ki znac¢aj markera unutrasnjeg puta apoptoze u

adenoidnom cisticnom karcinomu pljuvacnih zZlezda

Uvod Adenoidni cisti¢ni karcinom (ACC), je jedan od najces¢ih malignih tumora pljuvacnih
zlezda. UcCestvuje sa oko 10-15% kod salivarnih neoplazmi. KarakteriSe ga spor rast, visoka
incidenca ka invaziji nerva, retko regionalno metastaziranje, ¢esti lokalni recidivi 1 spor razvoj
progresivnih i relativno indolentnih udaljenih metastaza. Najznacajniji faktori za prognozu ovog
tumora su klini¢ki stadijum i histoloski izgled tumora, prisustvo ili odsustvo tumorskog tkiva na

linijjama resekcije, invazija nerva.

Apoptoza je regulatorni mehanizam tkivne homeostaze. Poremecaj regulacije apoptoze je
relativno Cesta karakteristika maligne celije. U zavisnosti od stimulansa, putevi aktivacije
apoptoze mogu biti: receptorski (spoljasnji) 1 mitohondrijski (unutrasnji) put. U unutraSnjem
putu apoptoze znacajnu ulogu igraju Apaf-1, inicijatorne i efektorne kaspaze. Apaf-1 je
multidomenski protein, za koji se vezuje citohrom c i prokaspaza 9 §to dovodi do formiranja
apoptozoma. Ovaj kompleks proteoliticki aktivira inicijatornu kaspazu-9. U zavrS$noj fazi
apoptoze, aktivirana kaspaza 9 dovodi do aktivacije efektorne kaspaze 3, ¢ijim ulaskom u jedro

zapocinje degradaciona faza apoptoze.

Cilj U ovoj studiji cilj je bio ispitati imunohistohemijsku ekspresiju Apaf-1, kaspaze 91 3 u
ACC pljuvacnih zZlezda, i rezultate korelirati sa kliniCko-patoloSkim parametrima kako bi se

utvrdilo koji je od njih nezavistan prognosti¢ki parametar.

Materijal i metode Istrazivanje je koncipirano kao studija preseka, koja obuhvata 50 pacijenata
sa ACC pljuvacnih Zlezda, muskog i zenskog pola, prosecne starosti 58 godina. U ovoj studiji
koristili smo tehniku tkivnog mikroniza (TMA kalupi). Preseci sa TMA kalupa, debljine 5um,
bojeni su  streptavidin-biotin imunohistohemijskom tehnikom pomocu primarnih antitela
specificnih za: Apaf-1, kaspazu 9 i kaspazu 3. Obojeni tkivni preseci su analizirani svetlosnim
mikroskopom (Olympus tip BH-2). Na osnovu prikupljenih podataka formirana je baza podataka
u —SPSS 18.0 koja je koriS¢ena za dalju statisticCku obradu. StatistiCka analiza podataka

obuhvatala je metode deskriptivne i analiticke (inferencijalne) statistike.



Rezultati U pedeset ispitivanih konsekutivnih slucajeva ACC, Apaf-1 se eksprimovao u
citoplazmi tumorskih ¢elija. Kod 42% ispitanika bio je jak intenzitet ekspresije, dok je umerena i
slaba ekspresija bila zastupljena kod 30% dnosno 28% ispitanika. Kaspaza 9 je pokazivala
pozitivnost i u jedru i u citoplazmi tumorskih ¢elija, pri ¢emu su razli¢iti nivoi imunorektivnosti
bili statisticki znacajni (p=0,000). Intenzitet ekspresije kaspaze 9 bio je umeren kod 54%
pacijenta, jak intenzitet kod 40% ispitanika, dok je najrede ocenjena ekspresija bila slaba ili je
nedostajala (6%). Kaspaza 3 je pokazivala samo citoplazmatsku pozitivnost u tumorskim
¢elijama, gde je kao 1 kod Apaf-1 najceSce bio prisutan jak intenzitet ekspresije (42%). Nesto
reda pozitivnost ovog proteina ocenjena je kao umerena (36%) i slaba ili je nedostajala (22%).
Pomoc¢u y2-testa, korelirana ekspresija Apaf-1, kaspaze 9 i kaspaze 3 je imala statisticku
znacajnost u nivou ekspresije izmedu Apaf-1 i kaspaze 3. Ispitujuci znacaj ekspresije markera
unutra$njeg puta apoptoze u odnosu na klini¢ko-patoloske parametre samo se ekspresija kaspaze
9 pokazala statisticki znac¢janom u odnosu na pol pacijenata sa ACC (p=0,000). U odnosu na
prezivljavanje pacijenata ni jedan od ispitivanih markera se nije pokazao kao znacajan statisticki
parametar. Univarijantnim Koksovim regresionim modelom samo se starost izdvojila kao

prediktor prezivljavanja posmatrane grupe obolelih od ACC pljuvac¢nih Zlezda.

Zakljucak Nasi rezultati pokazuju razlike u ekspresiji markera unutras$njeg puta apoptoze U
ACC pljuvacnih Zlezda i otvaraju nove puteve istrazivanja funkcionalnog znac¢aja ovih molekula

u patoloskim procesima pljuvacnih zZlezda.

Kljuéne reci: adenoidni cisti¢ni karcinom, apoptoza, Apaf-1, kaspaza 9, kaspaza 3



Immunohistochemical Analysis and Prognostic Value of Markers of the

Intrinsic Pathway of Apoptosis in Adenoid Cystic Carcinoma of the Salivary Glands

Introduction Adenoid cystic carcinoma (ACC), is one of the most common malignant salivary
gland tumors. It participates about 10-15% in salivary neoplasms. It is characterized by a slow
growth, high incidence of the nerve invasion, rare regional metastasis, frequent local recurrence
and slow development of progressive and relatively indolent distant metastases. The most
important factors for the prognosis of this tumor are the clinical stage and histological
appearance of the tumor, presence or absence of tumor tissue on the lines of resection, nerve

invasion.

Apoptosis is the regulatory mechanism of tissue homeostasis. Dysregulation of apoptosis
is a relatively common feature of cancer cells. Depending on the stimuli, activation of apoptotic
pathways may include: receptor (extrinsic) and mitochondrial (intrinsic) pathways. In the
intrinsic apoptotic pathway, Apaf-1, initiator and effector caspases play an important role.
Apaf-1 is a multi domain protein, that binds cytochrome ¢ and procaspase 9, which leads to the
formation of apoptosome. This complex proteolytically activates the initiator caspase-9. In the
final stage of apoptosis the activated caspase 9 leads to activation of the effector caspase 3,

whose entry into the nucleus initiates the degradation phase of apoptosis.

Objective The aim of this study was to examine the immunohistochemical expression of Apaf-
1, caspases 9 and 3 in the ACC of the salivary glands, and to correlate the results with
clinicopathological parameters in order to determine which of them is an independent prognostic

factor.

Materials and Methods The study was designed as a study of sections, which included 50
patients with ACC of the salivary glands, male and female, average age 58 years. In this study,
we used the technique of tissue microarray (TMA moulds). Sections from the TMA mould, Sum
thick, were stained with the streptavidin-biotin immunohistochemical technique using primary
antibodies specific for: Apaf-1, caspase 9 and caspase 3. Stained tissue sections were analyzed

by the light microscope (Olympus type BH-2). Based on the data collected, the database was



created in -SPSS 18.0, which was used for a further statistical analysis. The statistical data

analysis included methods of descriptive and analytical (inferential) statistics.

Results In fifty examined consecutive cases of ACC, Apaf-1 was identified in the cytoplasm of
tumor cells. In 42% of respondents there was a strong intensity of expression, while moderate
and weak expressions were present in 30% i.e. 28% of respondents. Caspase 9 showed
positivity both in the nucleus and in the cytoplasm of tumor cells, with different levels of
immunoreactivity which were statistically significant (p = 0.000). The intensity of expression of
caspase 9 was moderate in 54% of patients, strong intensity was in 40% of respondents, while
the least evaluated expression was weak or lacking (6%). Caspase 3 showed only cytoplasmic
positivity in tumor cells, where, the same as with Apaf-1, the most frequently present was a
strong expression intensity (42%). Somewhat less frequent positivity of this protein was
evaluated as moderate (36%) and weak or lacking (22%). With the y2-test, correlated expression
of Apaf-1, caspase 9 and caspase 3 had statistically significant levels of expression between
Apaf-1 and caspase 3. In examining the significance of expression of markers of the intrinsic
pathway of apoptosis in relation to the clinicopathological parameters only the expression of
caspase 9 showed itself as statistically significant in relation to the gender of patients with ACC
(p = 0.000). Compared to the survival rate of patients none of the markers examined was found
as a statistically significant parameter. Using univariate Cox regression model, only the age was
established as a predictor of survival in the observed group of patients with ACC of the salivary
glands.

Conclusion Our results show differences in the expression of markers of the intrinsic pathway
of apoptosis in ACC of the salivary glands and they open new directions in research of the

functional importance of these molecules in the pathological processes of the salivary glands.

Key words: adenoid cystic carcinoma, apoptosis, Apaf-1, caspase 9, caspase 3.
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1. UVOD



Pljuvacne zlezde kod coveka su podeljene u dve grupe: velike i male pljuvacne
zlezde. U velike pljuvacne Zlezde se ubrajaju parotidna, submandibularna i1 sublingvalna.
Male pljuvacne Zlezde, veli¢ine od 1 do 5 mm, su prisutne u sluzokozi usne duplje (u
najvecem broju u sluzokozi usana, jezika, obraza i nepca) i1 orofarinksa. Osnovna funkcija
pljuvaénih zlezda je lucenje pljuvacke koja ima znacajnu ulogu u ocuvanju oralne

homeostaze (1).

Oboljenja pljuvacnih Zlezda su generalno nespecificne i relativno ograni¢ene
simptomatologije. Pacijenti se uglavnom zale na otok, bol, kserostomiju, poremecaj ukusa i
ponekad na sijaloreu ili hipersalivaciju. Uprkos prevalenciji napredne tehnologije u
identifikaciji oboljenja pljuva¢nih Zlezda, detaljna anamneza i detaljan klinicki pregled
igraju znacajnu ulogu u postavljanju dijagnoze, zbog ¢ega se posvecuje velika paznja ovim
pocetnim koracima evaluacije bolesti (1). Bolesti koje se razvijaju u pljuvaénim zlezdama
se mogu podeliti na ne-neoplasti¢ne i neoplasticne. U ne-neoplasti¢na oboljenja spadaju
razli¢ite razvojne anomalije pljuvacnih Zlezda, ciste, infektivne i inflamatorne lezije kao i
neke tumorolike promene. U praksi se od ovih promena najéesce srecu razlicite vrste cista i

sijaloadenitisa (2).

Neoplazme pljuvacnih zlezda su retke i ¢ine 1-4% svih neoplazmi kod coveka.
Medu brojnim klasifikacijama salivarnih neoplazmi, danas je u upotrebi Klasifikacija
svetske zdravstvene organizacije (World Health Organization — WHO) iz 1991.godine
(Tabela 1). Ona obuhvata benigne i maligne neoplazme epitelnog, mezenhimnog i
limfoidnog porekla (3,4). Epitelne noplazme pljuvacnih Zzlezda su 2005. godine,
klasifikovane na 10 subtipova benignih i 24 subtipa malignih tumora (Tabela 2) (4).

Tumori pljuvacnih zlezda se skoro podjednako javljaju kod oba pola, najéesée u
velikim pljuva¢nim zlezdama, naj¢eSca lokalizacija tumora je parotidna zlezda (80%), dok
su u malim pljuva¢nim zlezdama, najcesce lokalizovani u zlezdama sluzokoze nepca (6).
Vecina ovih neoplazmi je benigna, dok maligniteti ¢ine oko 20% dijagnostikovanih
sluc¢ajeva (7). Iskustva iz klini¢ke prakse pokazuju da §to je manja pljuvacna Zlezda, veca je

verovatno¢a da se radi o malignom tumoru. Podaci iz literature ukazuju da je razlicita



ucestalost malignih tumora u velikim pljuvaénim zlezdama. Tako, u sublingvalnoj
pljuvatnoj Zlezdi je viSe od 90% tumora malignog bioloskog ponaSanja, U

submandibularnoj oko 40%, a u parotidnoj Zlezdi od 20 do 25% (8, 9).

Etioloski agensi neoplazmi pljuvacnih zlezda ostaju nejasni. Vecina karcinoma usne
duplje, etioloski je vezana za puSenje i alkohol, dok kod tumora pljuva¢nih Zlezda oni nisu
Znacajni etioloski faktori. Moguci faktori rizika za karcinome pljuvacnih Zzlezda su
terapeutska zracenja regiona glave i vrata, imunosupresija, a kod nekih tumora znacajnu
ulogu u nastanku ima Epstein-Bar-ov virus (10). Studija uradena u Svedskoj je prikazala da
je kod pacijenata sa Hodgkin limfomom povecana ucestalost karcinoma pljuvacnih Zlezda

(11).

Karcinomi pljuvaénih zlezda ¢ine oko 0,5% svih maligniteta, odnosno 3-5%
maligniteta glave i vrata (12, 13). Njihova karakteristicna specificnost je da pokazuju Siroku
varijaciju u histoloskom tipu i klinickom ponaSanju (14). Jo$ uvek postoje neslaganja koji
je salivarni karcinom naj¢es$¢i. Prema nekim autorima najucestaliji je mukoepidermoidni

karcinom, dok drugi zastupaju miSljenje da je to adenoidni cisti¢ni karcinom (15, 16).



Tabela 1.WHO histoloska klasifikacija tumora pljuva¢nih zlezda (1991)

1. Adenomi

2. Karcinomi

Pleomorfni adenom
Mioepiteliom

Adenom bazalnih ¢elija
Warthin-ov tumor
Onkocitom

Kanalikularni adenom
Sebacealni adenom

Duktalni papilom

o Invertni duktalni papilom
o Intraduktalni papilom

o Sialoadenoma papiliferum
Cistadenom

o Papilarni cistadenom

o Mucinozni cistadenom

Karcinom acinusnih ¢elija
Mukoepidermoidni karcinom
Adenoidni cisti¢ni karcinom

Polimorfni adenokarcinom niskog

stepena

Epitelno-mioepitelni karcinom
Adenokarcinom bazalnih Celija
Sebacealni karcinom

Papilarni cistadenokarcinom
Mucinozni adenokarcinom
Onkocitni karcinom

Karcinom salivarnog duktusa
Adenokarcinom

Maligni mioepiteliom

Maligni meSoviti tumor
Karcinom skvamoznih ¢elija
Karcinom malih ¢elija
Nediferentovani karcinom
Drugi karcinomi

3. Ne-epitelni tumori

4. Maligni limfomi

5. Sekundarni tumori

6. Neklasifikovani tumori

7. Tumorima slicne lezije
e Sialoadenoza
e Onkocitoza
e Nekrotizirajuca sialomeptaplazija
e Benigna limfoepitelna lezija
e (iste salivarnih Zlezda
e Hronicni sklerozirajuci sialoadenitis
submandibularne Zlezde

e (isti¢na limfoidna hiperplazija u AIDS-u




Tabela 2. WHO Kklasifikacija epitelnih tumora pljuva¢nih Zlezda (2005)

Benigni epitelni tumori

Maligni epitelni tumori

Pleomorfni adenom
Mioepiteliom
Adenom bazalnih celija
Warthin-ov tumor
Onkocitom

Kanalikularni adenom
Sebacealni adenom
Limfadenom

o Sebacealni

o Ne-sebacealni
Duktalni papilom

o Invertni duktalni papilom
o Intraduktalni papilom
o Sialoadenoma papiliferum
Cisti¢cni adenom

Karcinom acinusnih ¢elija
Mukoepidermoidni karcinom
Adenoidni cisti¢ni karcinom
Polimorfni adenokarcinom niskog
stepena maligniteta
Epitelno-mioepitelni karcinom
Svetlocelijski karcinom
Adenokarcinom bazalnih ¢elija
Maligni sebacealni tumor
Sebacealni limfadenokarcinom
Cisti¢ni adenokarcinom
Kribriformnicisti¢ni adenokarcinom
niskog stepena

e Mucinozni adenokarcinom

e Onkocitni karcinom

e Karcinom salivarnog duktusa

e Adenokarcinom bez drugih
specificnosti

Mioepitelni karcinom

Karcinom u pleomorfnom adenoma
Karcinosarkom

Metastazirajuci pleomorfni adenom
Karcinom skvamoznih ¢elija
Karcinom malih ¢elija

Karcinom velikih ¢elija
Limfoepitelni karcinom

e Sijaloblastom




1.1. Adenoidni cisti¢ni karcinom

Adenoidni cisti¢cni karcinom (ACC) je jedan od naj¢e$¢ih malignih tumora
pljuvacnih Zlezda. Ucestvuje sa oko 10-15% kod salivarnih neoplazmi. ACC karakterise
spor rast, visoka tendencija ka invaziji nerva, retko regionalno metastaziranje, cesti lokalni

recidivi i spor razvoj progresivnih i relativno indolentnih udaljenih metastaza (17).

Ovaj tumor su prvi opisali francuski naucnici (Robin, 1853.god; Lorain i
Laboulbene, 1854 godine), kao tumor koji ima cilindri¢an izgled. Billorth i saradnici, su ga
1859.godine, prvi put nazvali cilindroma, i ukazali da se radi o tumoru koji ima veliku
tendenciju ka recidiviranju. Kasnije je dobio ime adenoidni cisti¢ni karcinom od strane
autora Spies JW, a zahvaljujuéi predlogu naucnika Foote and Frazell, ovaj tumor je

klasifikovan kao tumor pljuvaénih zlezda (18, 19).
1.1.1. Incidenca

ACC je redak epitelni tumor koji se javlja u oko 1% svih malignih tumora glave i
vrata (20). Kao $to smo ve¢ naveli, ¢ini oko 10-15% malignih tumora pljuvacnih Zlezda,
odnosno 30% maligniteta malih pljuvacnih zlezda (21). Kod pedijatrijskih pacijenata, gde

se tumori pljuvaénih zlezda retko sre¢u, ACC se dijagnostikuje u 4% slucajeva (22).

1.1.2. Starosna i polna distribucija

.....

u bilo kom zivotnom dobu. Dosta je redak kod dece, gde se uglavnom javlja posle Cetvrte

godine zivota (20, 22, 23, 24, 25).

U odnosu na pol, ACC se opisuje kao tumor koji se skoro podjednako javlja i kod
osoba muskog i kod osoba Zenskog pola (20, 24, 26, 27, 28. 29). U literaturi su prikazani i
podaci o ¢eS¢em javljanju ovog tumora kod osoba Zenskog pola, a §to se narocCito odnosi
na tumore koji su lokalizovani u submandibularnoj pljuvacnoj zlezdi (2, 30, 31, 32, 33).

Publikovani su i rezultati koji prikazuju veéu ucestalost ACC kod osoba muskog pola (34).



1.1.3. Lokalizacija

ACC se moze razviti u svim pljuva¢nim Zlezdama. Male pljuvacne zlezde nepca su
ipak najcesca lokalizacija ovog tumora, gde on ¢ini od 30% do 50% od svih epitelnih

neoplazmi. U parotidnoj je prisutan u 5% slu¢ajeva, dok se u submandibularnoj pljuvaénoj

-----

Pored lokalizacije u pljuvacnim zlezdama, ACC se takode moZe razvijati i u
spoljaSnjem uSnom kanalu, nazofarinksu, lakrimalnim zlezdama, dojci, vulvi, ezofagusu,

cerviksu, kozi (35).

1.1.4. Klini¢ke manifestacije

Simptomatologija ovog tumora je vezana za lokalizaciju. Parotidni i
submandibularno lokalizovani tumori se manifestuju sporo rastu¢im tumefaktom, koji
moze, ali ne mora da bude udruzen sa bolom ili paralizom nerva (facijalisa). Invazija nerva
je jedan od karakteristika ovog tumora 1 moze biti prisutna i u njegovoj ranoj fazi razvoja.
Tumori lokalizovani u usnoj duplji, u malim pljuva¢nim zlezdama, se pored tumefakta
manifestuju i ulceracijama na sluzokozi, a tumori koji su lokalizovani u malim pljuva¢nim
zlezdama nepca mogu dovesti do razvoja oro-antralnih fistula. Ostali simptomi ukljucuju
opstrukciju vazdusnih puteva, epistaksu, bol u uhu, promuklost. Fiksacija za okolne tkivne

strukture je prateci nalaz za ovaj tumor. Retko se moZze manifestovati kao tumor brzog rasta
(2, 29).

1.1.5. Makroskopski izgled

ACC se moze razvijati kao dosta ograni¢en, neinkapsuliran ili delimi¢no
inkapsuliran tumor, ili se razvija kao slabo ogranicen infiltrativan tumor, solidne grade.
Gumaste je do ¢vrste konzistencije, sivo-beliaste ili svetlo rozikaste boje. Prosecna

veli¢ina tumora se kre¢e od 2 do 4 cm u preéniku (2).
1.1.6. Histopatoloske karakteristike

ACC je maligni tumor mioepitelnih i epitelnih éelija pljuvaénih Zlezda. Celije ovog

tumora su male, nejasnih granica, uniformnih hiperhromati¢nih jedara, sa malo citoplazme,



visokog nuklearno-citoplazmatskog odnosa. Stroma tumora je jasno odvojena od epitelne

komponente i moZe da bude mucinozna, miksoidna ili hijalinizovana.

Celije ovog tumora formiraju kribriformne, tubularne (duktalne) ili solidne
formacije. Retko tumor pokazuje samo jedan od navedenih nacina rasta, uglavnom je

prisutno vise varijanti pri ¢emu najceSc¢e jedna dominira.

Slika 1. Histoloske varijante ACC. Kribriformne (a), tubularne (b) i solidne (c) strukture
koje formiraju tumorske ¢elije (HE, x100).

Kribriformni izgled tumora (Slika 1a) (izgled “Svajcarskog sira”, reSetkast izgled)
je najceséa mikroskopska slika ovog tumora pa se Cesto oznacava kao klasi¢ni oblik.
Histoloski se karakterise epitelnim (duktalnim) ¢elijama koje su rasporedene oko okruglih i
ovalnih mikrocistiénih (pseudocisticnih) prostora. Ove celije su okruglih jedara i
eozinofilne citoplazme. Oko pseudocisti¢nih formacija, pored epitelnih ¢elija, nalaze se i
mioepitelne (abluminalne) ¢elije koje predstavljaju dominantan tip ¢elija u ovom tumoru.
One su uniformnog bazaloidnog izgleda, ugaonog do ovalnog oblika, hiperhromati¢nih
jedara sa neupadljivim ili malim jedarcetom, bez nuklearnog pleomorfizma i mitotske
aktivnosti. Izmedu mikrocisticnih formacija se nalazi stromalno vezivno tkivo. U lumenu
mikrocistiénih formacija je prisutan bazofilni mucinozni ili eozinofilni hijalinizovani

materijal.



Tubularni izgled tumora (Slika 1b) se najcesce srece pomesan sa kribriformnim
formacijama. Epitelne Celije grade duktalne odnosno tubularne strukture, koje su okruzene
mioepitelnim ¢elijama i vezivnhom stromom. U lumenu ovih struktura se nalazi eozinofilni

mucinozni materijal.

Solidni izgled tumora (Slika 1c) je najreda histopatoloska slika. Celije formiraju
ostrva ili gnezda razlicitog oblika i veli¢ine, sa malom tendencijom ka stvaranju cisti¢nih,
duktalnih ili tubularnih struktura. Ostrva ili gnezda grade krupnije ¢elije, vecih jedara i

vec¢eg nuklearnog pleomorfizma. Mitoze su ¢esto prisutne, kao i polja nekroze (2, 29).
1.1.7. Metastaziranje

Klini¢ko ponasanje ACC je paradoksalno iz viSe razloga. Prvo, tumor je sporog
rasta ali je klini¢ki tok nepredvidiv i progresivan. Drugo, ¢esti su recidivi posle hirur§kog
uklanjanja tumora.Trece, razvoj metastaza u regionalnim limfnim ¢vorovima je redak, dok
su pojave udaljenih metastaza, ucestalije (36). lako je ACC tumor perzistentnog i
indolentnog rasta, hematogene metastaze se javlaju u 8,5% do 58,8% slucajeva (21, 26, 37,
38, 39, 40, 41, 42). Dominantna lokalizacija udaljenih metastaza su pluca, a moze
metastazirati i u kosti, jetru, mozak i druge organe (26, 38, 41, 43, 44, 45). Postoji zna¢ajna
korelacija izmedu histoloske grade tumora i pojave udaljenih metastaza. Udaljene
mestastaze se ¢eSce javljaju kod tumora koji sadrze vecu koli¢inu solidnih struktura u
mikroskopskoj slici (u 47% slucajeva). Dok, tumori sa dominantnim kribriformnim i
tubularnim strukturama nesto rede metastaziraju, u 29,9% odnosno 27,3% sluéajeva (30,
41, 44, 45, 46, 47). Takode je znaCajna povezanost lokalizacije tumora sa pojavom
udaljenih metastaza. Tumori koji su lokalizovani u submandibularnoj 1 malim pljuva¢nim

zlezdama baze jezika i usana ¢es¢e daju udaljene metastaze (38, 39, 43, 46, 47, 48, 49, 50).
1.1.8. Prognosticki faktori

Prognosticki faktori za ACC zavise od lokalizacije, veliCine i histoloSke grade
tumora. Tumori koji su lokalizovani u submandibularnoj pljuva¢noj Zlezdi imaju losiju
prognozu u odnosu na tumore koji su lokalizovani u parotidnoj pljuvac¢noj zlezdi. Najlosiju

prognozu imaju tumori lokalizovani u malim pljuva¢nim zlezdama. Veli¢ina primarnog



tumora je takode bitan faktor, jer mali tumori zbog lakSeg uklanjanja imaju bolju prognozu
u odnosu na tumore koji su ve¢i od 4cm u preéniku. U odnosu na histoloski izgled,
tubularna i kribriformna varijanta imaju bolju prognozu u odnosu na tumore kod Kojih

dominira solidna varijanta (2).

Pozitivne linije resekcije i invazija nerva, pokazali su se kao negativni prediktivni
faktori u odnosu na ishod pacijenata sa ACC (21, 51, 52). Nedavna medunarodna studija
koja je obuhvatila 495 slucajeva sa ACC, pokazala je da perineuralna invazija nema uticaja
na prezivljavanje pacijenata, za razliku od intraneuralne invazije koja je nezavisni prediktor
lose prognoze (53). Starost i pol pacijenata se nisu pokazali kao faktori od znacaja za

prognozu ovog tumora (21, 51).
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1.2. Apoptoza

Smrt Celija moze biti: programirana Celijska smrt-apoptoza 1 nasilna celijska smrt-
nekroza. Nekroza je nekontrolisan pasivan proces koji obi¢no zahvata veéu oblast ¢elija,
dok je apoptoza kontrolisan i energetski zavistan proces koji moze da uti¢e na pojedinacne
ili na manju grupu celija. To je prvi uocio krajem 19. veka, anatom Walter Flamming,
opisujuci folikularne ¢elije jajnika koje umiru sponatno i taj proces nazvao hromatoliza,
ukazujuéi da se spontana smrt ¢elija razlikuje od drugih oblika ¢elijske smrti. Ovu spontanu

smrt ¢elija, kasnije su Kerr i sar., 1970-tih godina, opisali kao apoptoza (54).

Apoptoza je veoma vazna u fizioloSkim i patoloSkim stanjima. U fizioloskim
uslovima se javlja u toku embrionalnog razvoja tokom oblikovanja tkiva, fizioloSka
involucija (involucija tkiva endometrijuma, dojki, timusa) itd. Patoloska stanja koja dovode
do pokretanja apoptoze su: oSteCenja (virusna infekcija, bakterijski toksini, oksidansi,
slobodni radikali), mikrotalasno i UV zraenje, a razvija se i kao jedan od vidova celijske
smrti kod degenerativnin bolesti (Alchajmerova i Parkinsonova bolest), kod infarkt
miokarda itd (55).

1.2.1. Morfoloske promene u apoptozi

Morfoloske promene tokom apoptoze se deSavaju u citoplazmi i jedru i vreme
potpune fragmentacije éelije zavisi od vrste ¢elije, stimulansa i puta aktivacije (56). Celija u
apoptozi je odvojena od okolnih ¢elija, smanjenog volumena, poveéane gustine citoplazme,
bazofilnog jedra sa kondenzovanim hromatinom. U kasnijoj fazi apoptoze dolazi do
ultrastrukturnih modifikacija citoplazmatskih organela i jedra sa morfoloski ocuvanom
plazma membranom. Na kraju se formiraju apoptopska telasca, koja sadrze citoplazmu i
zbijene organele sa ili bez nuklearnih fragmenata. Zatim, apoptopska telasca fagocituju
okolne ¢elije ili makrofage, uz tipi¢no odsustvo zapaljenske reakcije. HistoloSkim bojenjem
sa hematoksilinom i eozinom, apoptopi¢ne ¢elije su okruglog ili ovalnog oblika sa tamnom
eozinofilnom citoplazmom i gustim ljubicasto prebojenim nuklearno fragmentiranim

hromatinom (57).
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1.2.2. Mehanizmi apoptoze

Apoptoza je regulatorni mehanizam tkivne homeostaze. U organizmu Coveka se
stvaraju celije procesom mitoze, a skoro isti broj umire procesom apoptoze u cilju odrzanja

homeostaze.

Fizioloski i patoloski faktori, razli¢itim mehanizmima iniciraju apoptotic¢ni proces,
preko aktivacije enzima kaspaza. Termin kaspaze poti¢e od naziva cistein-aspartat-
specifi¢na proteaza (engl. caspases cysteine-dependent aspartate-specific proteases). To su
citoplazmatski enzimi ¢ijom se kaskadnom aktivacijom pokreée program celijske smrti.
Proteoliticka aktivnost kaspaza je specifi¢na za odredene proteine koji sadrze aspartat kao

supstrat i pripadaju endoproteazama.

Kaspaze, ukljuc¢ene u apoptozu, su generalno podeljene u dve kategorije: inicijalne
kaspaze, gde spadaju kaspaze 2, 8, 9, 10 i efektorne kaspaze 3, 6, 7. Kaspaze su u ¢elijama
prisutne u neaktivnom obliku (prokaspaze) kao monomerne jedinice koje poseduju
inaktivne domene. Ovi specifi¢ni regioni (prodomeni) su razli¢iti u zavisnosti od vrste
kaspaza napr. kaspaze 1, 2, 4, 5, 9 sadrze (caspase recruitment domain- CARD)
regrutovane domene, dok kaspaze 8, 10 imaju efektorne domene smrti (death effector
domain- DED) (58). Za prodomene na prokaspazama vezuju se adapterni proteini, koji
dovode do njihove dimerizacije. Potpuno aktivirane kaspaze su dimeri koji se sastoje iz dve
velike i dve male subjedinice. Aktivacijom incicijalnih kaspaza, deluje aktiviraju¢e na
efektorne kaspaze koje dovode do proteolitiCke razgradnje ciljnih proteina u celiji 1 do

njene smrti (59).

Kaspazna aktivnost u apoptozi je ma¢ sa dve ostrice. Ekstremna kaspazna aktivnost,
uslovljava prekomernu ¢elijsku smrt, $to promovise razvoj razli¢itih neurodegenerativnih
stanja (62). Nedostatak kaspazne aktivnosti favorizuje prezivljavanje celija. Tako na
primer, eksperimenti na miSevima, koji su imali deficit kaspaze 3, umirali su u materici jos
pre rodenja ili nekoliko dana po rodenju, sa volumenom mozga koji je bio duplo ve¢i od
normalnog, zbog mnostva prekobrojnih celija koje verovatno nisu odstranjene zbog

poremecenog signalnog puta apoptoze (61).
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Takode, deregulacija kaspaza i njihovih puteva u koje su uklju¢ene, mogu pomoci u
opstanku mutiranih ¢elija i promociji tumorogeneze. Medutim, iako kaspaze igraju klju¢nu
ulogu, u dobro dokumentovanim mehanizmima smrti kancerske celije, za razliku od
mutacije p53, mutacija kaspaznih gena nije ¢esta u humanim tumorskim ¢éelijama. Genetske
i druge studije su pokazale da inaktivacija individualnih kaspaza uglavnom nije dovoljna
da sprec¢i kontinuitet kaspazne kaskade ili da poremeti alternativne neapoptotske
mehanizme Celijske smrti. Umesto toga maligne Ccelije ceS¢e prezZivljavaju
onesposobljavaju¢i medijatore signala ushodno od kaspazne aktivnosti. Uprkos tome

smanjenje ekspresije proapoptotskih kaspaza je prijavljena u razli¢itim kancerima (60, 62).

Pored kaspaza, kljuénu ulogu kao intracelularni regulatori procesa apoptoze, imaju
proteinski produkti Bcl-2 familije gena (engl. B cell lymphoma 2 - Bcl-2). Ovi proteini
sadrze brojne regione sa homologim sekvencama (engl. bcl-2 homology (BH) domains) na
osnovu kojih je izvrSena funkcionalna Kklasifikacija ovih proteina. Dele se na proapoptopske
koji sadrze BH domene 1-3 i antiapoptopske proteine koji sadrze domene BH 1-4.
Proapoptopski proteini koji stimuliSu apoptozu su: Bax, Bak, Bad, Bcl-Xs, Bid, Bik, Bim i
Hrk, dok antiapoptopski proteini: Bcl-2, Bcl-XL, Bel-W, Bfl-1 i Mcl-1, inhibiraju apoptozu
(50, 63, 64, 65, 66). Bcl-2 proteini mogu formirati homo- i hetero-dimere, uglavnom
locirani na spoljas$njoj mitohondrijalnoj membrani okrenutoj prema citozolu, gde mogu da

komuniciraju sa molekulima koji u¢estvuju u signalnoj transdukeciji.

U zavisnosti od stimulansa, putevi aktivacije apoptoze mogu biti: receptorski

(spoljasnji) i mitohondrijski (unutrasnji) put (Shema 1):

e Receptorski put aktivacije apoptoze izazivaju ekstracelijski signalni molekuli. Ovi
molekuli -ligandi su strukturno veoma sli¢ni i pripadaju familiji tumor-nekroze
faktora (TNF, Fas ligand). Ligandi se vezuju za transmembranske receptore
(receptori smrti) na povrsini ¢elija. Najznacajnji receptori smrti na povrsni Celije su:
Fas (CD95), receptor-1 TNF (TNF-R1), DR3-DR6. Svi receptori smrti funkcioniSu
na sli¢an nacin: vezivanjem liganda za receptor dolazi do konformacionih promena i
aktiviranja citoplazmatskih domena, sastavljeni od oko 80 aminokiselina, koji se

nazivaju ,,domeni smrti“ (DD od engl. death-domen). Aktivirani ,,domeni smrti‘
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(DD) vezuju se sa homologim intracelijskim proteinima koji se nazivaju adapteri
(FADD od engl. Fas-associated-death-domain-; TRADD od engl. TNFR-associated-
death-domen-) tako da se formira signalni kompleks koji indukuje smrt ¢elije (DISC
od eng. death-inducing-signalling-complex ). Proteini adapteri sadrze i tzv.
,efektorne domene smrti“ (DED odengl. death effector domains) koji reaguju sa
homologim domenima enzima prokaspaze-8 i aktivira je u kaspazu-8. Osim
kaspaze-8, aktivira se i kaspaza-10. Aktivirane inicijalne kaspaze utiu na
aktivaciju efektornih kaspaza-3 i -7. Apoptozu pokrenutu aktivacijom receptora Fas
i TNF-R1, inhibira familija Fas-ligand inhibitorni proteini (engl. FasL-inhibitor-
protein), tako $to se vezuju za adapterne proteine (FADD) i inhibiraju aktivaciju

prokaspaze 8.

‘ Damaging agents |
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Shema 1. Prikaz unutrasnjeg i spoljasnjeg puta apoptoze, (58).
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e Mitohondrijski put aktivacije apoptoze, obicno se aktivira kao odgovor na
smrtonosne stimulanse iz unutrasnjosti ¢elije, kao Sto je oste¢enje DNK, oksidativni
stres, hipoksija. OSte¢enje DNK inicira apoptozu i u ovom procesu glavnu ulogu
ima tumor supresorski gen p53, koji je lokalizovan na sekvenci 17. humanog
hromozoma. p53 vrsi ekspresiju proapoptotskih ¢lanova Bcel-2 familije koji se iz
citozola translociraju na spoljasnju membranu mitohondrije i indukuju njenu
permeabilnost (67). Delovanjem proapoptotskih Bcl-2 proteina dolazi do stvaranja
specifiénih pora (engl. permeability transition) u membrani mitohondrija i izlaska
citohroma C u citozol. Citohrom C reaguje sa apoptopicki proteaza-aktiviraju¢im
faktorom 1 (Apaf-lengl. Apoptotic Protease Activating Factor). Apaf-1 je
multidomenski protein (139 kDa) koji sadrzi amino-terminalni domen, centralni
oligomerni nukleotid-vezujuci domen i karboksi-terminalni domen koji sadrzi 12-13
ponavljaju¢ih WD40 sekvenci. Apaf-1 se nalazi u citozolu ¢elija kao neaktivni
monomer. Vezivanjem citohroma C za WD domen monomera Apaf-1 dolazi do
primarnih konformacionih promena. Za centralne nukleotid-vezuju¢e domene Apaf-
1 se vezuje nukleotid deoksi-ATP (dATP) koji izaziva sekundarne konformacione
promene i njegovu oligomerizaciju. Vezivanjem ovih biomolekula i navedene
konformacione promene dovode do stvaranja  multiproteinskog kompleksa-
apoptozoma , koji se sastoji od citohroma C, Apaf-1, prokaspaze 9. Ovaj kompleks
proteoliticki aktivira kaspazu-9. U ovoj kaspazi, CARD domeni se vezuju za
specificne domene u amino-terminalnom delu Apaf-1, putem homotipi¢ne
interakcije. Za razliku od drugih inicijalnih kaspaza, domeni kaspaze 9 se ne
uklanjaju tokom apoptoze, ve¢ mora da ostane vazana za apoptozom i da zadrzi
kataliticku aktivnost. Vecina studija smatra da ova interakcija prokaspaza 9 i Apaf-
1, je vazna za povecanje lokalne koncentracije prokaspaze 9, dok neke studije
ukazuju na konformacione promene u ovoj kaspazi da bi se povecala njena

aktivnost (68).

U zavr$noj fazi apoptoze, bez obzira na spoljasnji ili unutra$nji signal, aktiviSu se

efektorne kaspaze (kaspaze 3 i 7). Stvaranjem aktiviranih kaspaza i njihovim ulaskom u

15



jedro celije, zapoCinje degradaciona faza apoptoze. U degradacionoj fazi, kaspaza-3 i
druge aktivirane kaspaze, dovode do razgradnje mnogih strukturnih i drugih proteina
unutar Celijekao sto su: strukturni proteini (aktin, fodrin), filamentni proteini (keratin-18,
plectin), signalni proteini (Raf-1, Akt-1, D4-GD1, MEKK-1), proteini koji reguliSu
transkripciju ili DNK replikaciju, kao i proteini koji regulisu DNK i RNK metabolizam
(69). Krajnji rezultat procesa apoptoze je fragmentacija DNK molekula endonukleazama
(DN-aze). Endonukleaze su enzimi koji spadaju u klasu hidrolaza i katalizuju razgradnju
medu-nukleotidnih veza unutar molekula nukleinskih kiselina. DN-aze razlazu kako
nativne tako 1 denaturisane molekule DNK. Poslednjih godina se sve vise govori o DN-aza-
ma kao glavnim egzekutorima apoptoze, odgovornim za internukleozomalnu fragmentaciju

DNK ¢elije u apoptozi.
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Radna hipoteza

-----

faktori za prognozu ovog tumora su klini¢ki stadijum i histoloski izlgled tumora, prisustvo
ili odsustvo tumorskog tkiva na linijama resekcije, invazija nerva. U cilju sprovodenja
adekvatne terapije analizirani su razli¢iti molekularni markeri povezani sa apoptozom u
ovom tumoru. Zbog toga smo postavili hipotezu da je razlika u imunohistohemijskoj
ekspresiji Apaf-1, kaspaza 9 i 3 povezana sa, diferentovanoséu i prezivljavanjem kod

pacijenata sa adenoidnim cisti¢nim karcinomom pljuvacénih Zlezda.
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2. CILJEVI
ISTRAZIVANJA



1. Ispitati imunohistohemijsku ekspresiju Apaf-1 u adenoidnom cisti¢nom
karcinomu pljuvacnih Zlezda i rezultate korelirati sa klinicko-patoloskim parametrima

(starost, pol, lokalizacija, histopatoloski tip tumora i duzina prezivljavanja).

2. Ispitati imunohistohemijsku ekspresiju kaspaze 9 u adenoidnom cisti¢cnom
karcinomu pljuvaénih Zlezda i rezultate korelirati sa klinicko-patoloSkim parametrima

(starost, pol, lokalizacija, hisitopatoloski tip tumora i duzina preZzivljavanja).

3. Ispitati imunohistohemijsku ekspresiju kaspaze 3 u adenoidnom cisticnom
karcinomu pljuva¢nih Zlezda 1 rezultate korelirati sa klinicko-patoloSkim parametrima

(starost, pol, lokalizacija, histopatoloski tip tumora i duzina prezivljavanja).

4. Korelirati rezultate imunohistohemijske ekspresije Apaf-1, kaspaze 91 3, kao i sa
Klinicko-patoloskim parametrima (starost, pol, lokalizacija, histopatoloski tip tumora i

duZina prezivljavanja) i utvrditi koji je od njih nezavistan prognosticki parametar.
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3. MATERIJAL |
METODE



Za izradu ove studije korisc¢en je biopsijski material bolesnika sa ACC pljuva¢nih
zlezda, operisanih na Klinici za maksilofacijalnu hirurgiju, Stomatoloskog fakulteta u
Beogradu u periodu od 1998. do 2008. godine.

Ovaj materijal je morfoloski obraden u laboratoriji za Oralnu patologiju,
Stomatoloskog fakulteta u Beogradu, gde je izvrSeno kalupljenje, seenje i bojenje
preparata hematoksilin—eozin (HE) metodom. Imunohistohemijska bojenja su uradena u
laboratoriji za imunohistohemiju Instituta za patologiju, Medicinskog fakulteta u Beogradu.

Istrazivanje je koncipirano kao studija preseka, koja obuhvata 50 pacijenata,
muskog 1 zZenskog pola sa ACC pljuvacnih Zlezda, prose¢ne starosti 58 godina (najmladi
ispitanik je imao 29, a najstariji 78 godina). Za svakog pacijenta su iz uputnica za
histopatolosku analizu prikupljeni podaci o polu, starosti, lokalizaciji tumora. Praceno je
ukupno prezivljavanje pacijenata od momenta postavljanja dijagnoze (najkrace vreme

pracenja je bilo 8, a najduze 158 meseci).

3.1 Standardna obrada materijala

Uzorci tkiva ACC su fiksirani 24h u neutralnom 10% (pH-7) puferovanom
formalinu ( 37-40% formaldehid u fosfathom puferu) na sobnoj temperaturi. Posle procesa
postupne dehidratacije tkiva kroz seriju alkohola rastu¢e koncentracije od 50% - 98%,
jasnjavanja tkiva ksilolom, tkivo je ukalupljeno u parafinske blokove.

Parafinski tkivni blokovi su seCeni na kliznom mikrotomu rezove debljine 5

mikrometara, a potom je sledila deparafinizacija kroz ksilol i serije alkohola opadajuce

koncentracije 99,8%-50%.

Proces deparafinizacije tkivnih preseka:
e ksilol 5-10min

e Kksilol-96% alkohol (pomesati dve iste koli¢ine) 2-3min
e 96% alkohol 5min
e 80% alkohol 3min
e 70% alkohol 2min
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e 50% alkohol 2min
e destilovana voda 5min
Preseci tkiva su nakon deparafinizacije, stavljeni na predmetna stakla i obojeni HE

standardnom proskripcijom sa Mayer-ovim hematoksilinom.

HE bojenje tkivnih preseka:

e bojiti Mayer-ovim hematoksilinom 2-5 min ( kod promene boje kontrolisati pod
mikroskopom obojenost jedara)

e dobro isprati u mlakoj tekucoj vodi 5-10 min

¢ bojiti alkoholnim epozinom 1-2 min

e 80% etilni alkohol 2-3 uranjanja

e 90% etilni alkohol 2-3 uranjanja

e 96% etilni alkohol 2-3 uranjanja

¢ apsolutni alkohol 5-10 uranjanja

e pomesati iste koli¢ine apsolutnog alkohola i ksilola 2-3 min

e ksilol 2 puta po 5 min.

e obrisati plocicu i montirati Canada balsam-om

Reagensi za HE metodu:

1. Mayer-ov hematoksilin:
e hematoksilin--1g
e destilovana voda -- 1 |
e natrijum (kalijum) jodat -- 0,2 ¢
e kalijum (amonijum)-aluminijum sulfat -- 50 g
e limunska kiselina -- 1 g

¢ hloralhidrat -- 50 g

Hematoksiln se najpre rastvori u destilovanoj vodi uz blago zagrevanje ako je

potrebno. U ovaj rastvor se potom dodaje natrijum (kalijum) jodat, a zatim kalijum
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(amonijum)-aluminijum sulfat. Sve se dobro izmesa i doda se limunska kiselina i hloral
hidrat, i rastvor se nakon mesanja prokuva 5 minuta. Kada se sastojci kompletno rastvore
dobije se crveno-ljubicasta boja. Dobijena smesa se zatim ohladi, profiltrira i ¢uva u dobro

zatvorenoj boci na svetlu.

2. Eozin - 1% vodeni rastvor se pravi od :
e eozin--10g
e destilovana voda --1 L

Profiltrirati pre upotrebe.

3. Etil alkohol koncetracija: 96%, 80%, 70%, 50%.

Preparati obojeni HE metodom su analizirani svetlosnim mikroskopom (Olympus
tip BH-2, pod lupom i uveli¢anjem 10x, 20x i 40x), i odreden je histoloski tip tumora i
procena kvaliteta uzorka. Na svakom reprezentativnom preseku obelezena su najmanje tri
polja sa homogenim tumorskim tkivom, a zatim su na isti nacin pozicionirane oznake
prenete na odgovarajuc¢i parafinski kalup, koji ¢e se koristiti kao “donor blok” za

konstrukciju tkivnog mikroniza (engl. tissue microarray -TMA).

3.2. Konstrukcija tkivnog mikroniza

U ovoj studiji koristili smo tehniku tkivnog mikroniza (Slika 2). Sa svakog
parafinskog kalupa, “donor blok”, uzeta su 3 cilindra tkiva (po pacijentu), upotrebom 0,6
mm punkcione igle. Cilindri su u pravilnom nizu poredani na dvostruko lepljivu traku, koja
je sa donje strane zalepljena za dno metalne posude za kalupljenje, a sa gornje fiksira
cilindre tkiva. Zatim se naliva parafin, temperature 76°C, i prave se parafinski blokovi.
Tako su dobijena 3 nova parafinska bloka (TMA kalupi), od kojih su u 2 postavljeni
cilindri od 20 slucajeva, a u jednom od 10. Svaki od TMA kalupa je sadrzao i po jedan

uzorak tkiva za pozitivnu kontrolu za kori$¢ena antitela,
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Sa svakog TMA kalupa se seku preseci debljine 5um koji su zatim obojeni HE
metodom i posmatrani na svetlosnom mikroskopu u cilju analize morfoloske ocuvanosti i
reprezentativnosti tkivnih uzoraka.

Na pripremljenim tkivnim presecima izvrSeno je  streptavidin-biotin
imunohistohemijsko bojenje pomoc¢u primarnih antitela, specifi¢nih za: Apaf-1, kaspazu 9 i
kaspazu 3. Karakteristike primarnih antitela prikazane su u tabeli 3. Za svako primenjeno

antitelo je koriS¢ena pozitivna kontrola po preporuci proizvodaca.

Tabela 3. Karakteristike primarnih monoklonskih antitela

Monoklonsko RazblaZenje Pozitivna kontrola Proizvodac
antitelo
Apaf-1 1:40 Miokard Novocastra
E23 1:100 Karcinom cerviksa Abcam
(Kaspaza 9)
(K:sf;)f;ii 3) 1:50 Tonzila Novocastra

24




3.3. Imunohistohemijske metode

Preseci sa TMA kalupa, debljine 5um su najpre deparafinisani i rehidrirani po

slede¢oj proceduri:

I ksilol -- 5-7 minuta, ocediti

e |l ksilol -- 5-7 minuta, ocediti

e 100% alkohol -- 3 minuta, ocediti
e 100% alkohol -- 3 minuta, ocediti
e 96% alkohol -- 3 minuta, ocediti
e 96% alkohol -- 3 minuta, ocediti

o destilovana/dejonizovana voda -- 30 sekundi

Po zavrsetku procesa deparafinizacije i rehidratacije, preseci su potopljeni u 3%
H.,O, (rastvoren u metanolu) 10 min., da bi se blokirala endogena peroksidaza i potom
isprani destilovanom vodom. Ovako obradeni preseci su potopljeni u Kivetu sa 250ml
0,01% citratnog pufera (pH 6.0) i tretirani u mikrotalasnoj pec¢nici 20 minuta na 600W,

posle ¢ega su isprani u vodi, 20 minuta.

Dalji proces imunohistohemijskog bojenja se odvijao po sledecoj proceduri:
¢ ispiranje u fosfatnom puferu (PBS) 5 minuta
e potapanje u kozji serum 10 minuta
¢ inkubacija primarnim antitelom
e ispiranje u PBS puferu 2 x 5 minuta
¢ inkubacija biotiniliziranim sekundarnim antitelom
e ispiranje u PBS puferu 2x5 minuta
¢ inkubiranja ABC reagensom ( ili RTU streptavidin/peroxidase complex)
e ispiranje u PBS puferu 2x5 minuta
e pokriti ise¢ak sa minimalnom koli¢inom (20-30uL) hromogena diaminobenzidina
(DAB)

e ispiranje destilovanom vodom
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Po zavrsetku ove faze bojenja pristupa se fazi kontrastiranja, potapanjem tkivnih

preseka u Mayer-ov hematoksilin 5 do 10 minuta. Zatim sledi ispiranje destilovanom

vodom, a potom uranjanje (10puta) u kivetu sa 0,037 mol/L amonija¢ne vode i na kraju

ispiranje destilovanom vodom 2 do 5 minuta. Tkivni preseci se pokriju vodenim

medijumom.

Rastvori kori$¢eni u imunohistohemijskim metodama:

1.Citratni pufer (10 mmol/l, pH 6,0) se priprema:
e Stock A : 0.1 mol limunske kiseline (MT 210.4)
= limunska kiselina (CgHgO7 )-- 10,52 g
= destilovana voda -- 500 ml
e Stock B: 0.1 mol natrijum citrat (MT 294.10)
= natrijum citrat (C¢HsNazO7 )-- 14,705 g

= destilovana voda -- do 500 mL

Radni rastvor se pravi tako sto se pomesa 9 ml Stock A i 41 ml Stock B pa se do 500 ml

dopuni destilovana voda.

2.Fosfatni pufer (Phosphate-Buffered Saline — PBS) (10.02 mol/l, pH 7,0) se priprema:
NaCl -- 8,00 g

KCl--0,20 g

KH,PO,4--0,20 g

Na,HPO, -- 1,43 ¢

Dopuniti do 1-og litra destilovanom vodom.

3. Amonijac¢na voda se priprema:
Uzeti 2,5 ml koncentrovanog amonijum hidroksida i do 1000 ml dopuniti

destilovanom vodom.
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Imunohistohemijsko bojenje tkivnih preseka sa ACC je analizirano svetlosnim
mikroskopom (Olympus tip BH-2). Apaf-1 i kaspaza 3 su pokazivali citoplazmatsku, a
kaspaza 9 citoplazmatsku i1 jedarnu pozitivnost. VrSena je semikvantitativna evaluacija
inteziteta bojenja tumorskih celija za sva tri antitela, od strane dva nezavisna posmatraca —
patologa. Ocena intenziteta ekspresije je kvalifikovana kao: jako izraZen intenzitet

ekspresije (3+), umeren intenzitet (2+) i slab ili je nedostajao (1+).

Za potvrdu ocene imunohistohemijske eksresije koris¢en je i program Image J.
Tkivni mikroniz se sastoji od kontrolnog uzorka i uzoraka na kojima se vrSe Zeljene
analize. Kontrolni uzorak sluzi za postavljanje granice pozitivnosti na ostalim merenjima.
(Sta je pozitivno, a Sta je negativno). Svaki uzorak tkiva je proSao obradu na slede¢i nacin.
Najpre je uklonjen gradijent svetlosti pomoc¢u funkcije ,,substract background. Zatim je
uéinjeno razdvajanje zeljenih boja pomocu filtera ,,colour deconvolution iz programa
ImageJ (HE, DAB i ostatak), gde su dobijene osmobitne slike sa intenzitetom boje od 0-
255 (crno-belo). Podesavanjem vrednosti treshold od 0-255 su na HE kanalu odredene
granice tkiva, u okviru kojih je izvrSeno merenje intenziteta obojenosti na DAB kanalu. Na
svakom slede¢em cilindru je na isti nain vrSeno merenje intenziteta obojenosti, koje je
uporedivano sa kontrolom i ukoliko je bilo vece od vrednosti kontrole, smatrano je da je

rezultat pozitivan, ukoliko je bilo manje od kontrole, smatrano je da je rezultat negativan.

3.4. Statisticka obrada podataka

Na osnovu prikupljenih podataka formirana je baza podataka u —SPSS 18.0 koja je
koris¢ena za dalju statisticku obradu. Statisticka analiza podataka sastoji se iz metode
deskriptivne 1 analiticke (inferencijalne) statistike. Sva atributivna obelezja posmatranja
opisana su apsolutnim i relativnim brojevima. Za opis numerickih oblika posmatranja
koristili smo mere centralne tendencije i aritmeticke sredine i medijane i mere varijabiliteta
(standardna devijacija, minimalne i maksimalne vrednosti). Za poredenje atributivnih
obelezja posmatranja koristili smo Hi-kvadrat test. Izbor testova za numericka obelezja

posmatranja zavisi od prirode raspodele numerickih obelezja posmatranja 1 broja grupa. U
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slu¢aju normalne raspodele podataka koristi¢emo T test, jednofaktorsku analizu varijanse, a
kod raspodele podataka razli¢itu od normalne koristicemo Kruskal Wallis-ov test i Mann
Whitney test. Za analizu prezivljavanja kori$¢ena je Kaplan-Mejerova kriva prezivljavanja
- po posmatranim faktorima rizika poredi¢cemo ih Long-rang testom, a Koksovom

regresionom analizom izdvoji¢emo prediktore razlika prezivljavanja.
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4. REZULTATI



Ova retrospektivna studija obuhvata pedeset konsekutivnih slucajeva ACC
pljuvaénih zlezda. Svi su dijagnostikovani na Institutu za patologiju, a operisani na
Klinici za Maksilofacijalnu hirurgiju Stomatoloskog fakulteta, Univerziteta u
Beogradu, u periodu od 1998.do 2008.godine. Klinicko-patoloski parametri pacijenata
kod kojih je dijagnostikovan ACC su prikazani u Tabeli 4.

4.1. Distribucija bolesnika prema starosti i polu

U odnosu na pol bilo je zastupljeno 19 (38.0%) osoba muskog i 31 (62.0%)
osoba zenskog pola (Grafikonl). U posmatranoj grupi pacijenata nije uocena statisticka

znacajnost u odnosu na pol (p=0,090).

Prosecna starost pacijenata je bila 58 godina (Tabela 4).Najmladi ispitanik je

imao 29, a najstariji 78 godina.

Grafikon 1. Distribucija bolesnika prema polu

Hmuskarci Hzene

4.2. Distribucija bolesnika prema lokalizaciji tumora

Pedeset slucajeva ispitivanog tumora je bilo lakalizovano na tipi¢nin mestima u

usnoj duplji sa razli¢itom relativnom ucestalos¢u (Tabela 4).

Svi sluc¢ajevi ACC su u odnosu na lokalizaciju grupisani u Cetiri grupe, 1 to na
tumore: parotidne pljuvacne zlezde, submandibularne, malih pljuvac¢nih Zlezda tvrdog

nepca i malih pljuvacénih zlezda drugih lokalizacija u usnoj duplji.
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Tabela 4. Klini¢ko-patoloske karakteristike pacijenata sa ACC pljuvacnih Zlezda

Klinitko-patoloski parametri Dobijene vrednosti | Znacajnost (p)
Muskarci 19 (38,0%)
Pol n(% y =
ol n(%) Jene 31 (62,0%) p=0,090
Starost (god.)
a7
(Med;min-max) (59,0;29-78)
Lokalizacija Parotidna +(80%)
. ey Submandibualrna 9 (18,0%) p=0,000*
(u pljuvacnim Zlezdama) 29 (58,0%) ’
n(%) Tvrdo nepce »J70
Male pljuvaéne 8 (16,0%)
Histoloski tip tumora Kribriformni 14 (28,0%)
n(%) Tubularni 18 (36,0%) p=0,726
Solidni 18 (36,0%)
Ishod bolesti Zivi 19 (38,0%) 0090
n(%) Umrli 31 (62,0%) p=0

n(%)- broj pacijenata; *statisticki znacajna razlika

U odnosu na lokalizaciju tumora, statisticki se znacajnom pokazala lokalizacija
u malim pljuva¢nim Zzlezdama nepca (p=0,000). ACC je u ovim zlezdama bio
dijagnostikovan kod 29 odnosno 58% pacijenata. U submandibularnoj i malim
pljuvacnim zlezdama usne duplje tumor je bio lokalizovan kod 9 (18%) odnosno 8
(16%) slucajeva. Parotidna pljuvacna zlezda je bila najreda lokalizacija za ovaj tumor sa

4 (8%) slucaja (Tabela 4).
4.3.Grupisanje bolesnika prema histoloSkom izgledu tumora

Prema strukturama koje formiraju tumorske c¢elije, ACC se opisuje kao

kribriformni, tubularni i solidni tumor.

Kod pacijenata sa ACC u naSoj studiji tumori sa tubularnom i solidnom
mikroskopskom slikom su bili podjednako zastupljeni kod 36, a sa kribriformnom kod
14 obolelih. Nije postojala statisticka znacajnost (p=0,726) u odnosu na histoloski

izgled tumora u nasem ispitivanju (Tabela 4).
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4.4. Ishod bolesti

Od pedeset pacijenata, kod kojih je dijagnostikovan ACC u pljuvaénim
zlezdama, na kraju ispitivanja 19 je bilo zivo, dok je 31 umro. Nije uocena statisticki
znacajna razlika (p=0,090) u ucestalosti ispitanika sa razli¢itim ishodom bolesti u
ispitivanoj grupi obolelih (Tabela 4).

4.5. Pracenje bolesnika

U ovoj studiji je pra¢eno ukupno prezivljavanje bolesnika sa ACC pljuvaénih
zlezda od momenta postavljanja dijagnoze (Tabela 5). Prose¢na duzina pracenja
obolelih je bila 82,9+44,6 meseci. Najkrace vreme pracenja je bilo 8 meseci, a najduze
158 meseci. Medijana prezivljavanja, koja je definisana kao vreme nakon kojeg je 50%
ispitanika i dalje zivo a 50% umrlo, je iznosila 91 mesec (95% CI 46,71-135,29 meseci).
Detaljni podaci o prezivljavanju pacijenata sa ACC u odnosu na klinicko-patoloske
parametre su dati u tabeli 5. Dve tre¢ine pacijenata bilo je zivo posle pete godine
pracenja, a na kraju perioda pracenja 19,2% (Grafikon 2).

U odnosu na preZivljavanje, statistiCku znacajnost nije imao pol pacijenata
(p=0,672) kao ni lokalizacija (p=0,880) i histoloski tip (p=0,744) tumora (Tabela 5).

Pol pacijenata nije bio statisticki znacajan faktor u odnosu na prezivljavanje
pacijenata (p=0,672). Dobijeni rezultati nam pokazuju da je na petogodisnjem nivou
ono bilo vece kod osoba Zenskog u odnosu na osobe muskog pola (Tabela 5). Kod
osoba Zenskog pola, prezivljavanje, posle pete godine je bilo 74,2%, a kod osoba
muskog pola 52,6%. Veca je bila i medijana prezivljavanja, koja je kod ispitanica
iznosila 119 meseci , a kod ispitanika 69 meseci (Grafikon 3).

Takode, nije postojala statisticki zna¢ajna razlika izmedu perioda prezivljavanja
obolelih od ACC u odnosu na lokalizaciju tumora (p=0,880) (Tabela 5).

Pacijenti kod kojih je tumor bio dijagnostikovan u parotidnoj pljuvac¢noj zlezdi
su imali najduze desetogodisnje prezivljavanje koje je iznosilo 75%, dok je najkrace
bilo kod pacijenata sa tumorom lokalizovanim u malim pljuva¢nim zlezdama tvrdog
nepca 38,4%. Medijana prezivljavanja kod pacijenata sa parotidno lokalizovanim
tumorima je iznosila 27 meseci, a kod submandibularno lokalizovanih tumora 130
meseci. Kod pacijenata sa tumorom u malim pljuva¢nim zlezdama tvrdog nepca,
medijana prezivljavanja je iznosila 89 meseci, a 69 meseci kod pacijenata sa tumorom u

malim pljuvac¢nim zlezdama drugih lokalizacija u usnoj duplji (Grafikon 4).
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Vreme pracenja

YAt

iéko-patoloéki parametri 1. 3. 5. 7. 9. 10. 11. 13.
odina odina odina odina odina odina odina odina
g g g g g g g g
prezivljavanje 92,0% | 780% | 66,0% | 559% | 47,6% | 44,0% | 289% | 19,2%
Muskarci 84,2% | 68,4% 52,6% | 47,4% | 421% | 42,1% | 42,1% | 21,1%
Zene 96,8% | 839% | 742% | 61,1% | 50,9% | 44,6% | 19,8% | 19,8% P
Parotidna 100% | 750% | 750% | 750% | 750% | 75,0% / /
2 Submandibularna 0 0 0 0 0 0 0 0
s 100% | 66,7% | 66,7% | 66,7% | 556% | 556% | 27,8% | 27,8%
s p
N & | Tvrdo nepce 89,7% | 828% | 69,0% | 552% | 448% | 384% | 256% | 256%
N
Male pljuvacne 875% | 875% | 625% | 50,0% | 50,0 | 50,0% | 50,0% | 50,0%
Kribrif 92,9% | 71,4% 50% 42,9% | 429% | 429% | 42,9% /
Tubularni 889% | 833% | 778% | 66,7% | 50,0% | 50,0% | 30,0% | 30,0%
p:
Solidni 944% | 77,8% | 66,7% | 55,6% | 50,0% | 40,0% | 26,7% | 13,3%
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Grafikon 2. PreZivljavanje pacijenata sa ACC pljuvacnih Zlezda
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Grafikon 3. Prezivljavanje pacijenata oboleleih od ACC u odnosu na pol
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Grafikon 4. Prezivljavanje pacijenata obolelih od ACC u odnosu na lokalizaciju tumora
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Grafikon 5. PreZivljavanje pacijenata obolelih od ACC u odnosu na histoloski tip
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Statisticki zmacajna razlika nije postojala ni izmedu perioda prezivljavanja
pacijenata sa ACC u odnosu na histoloski tip tumora (p=0,744) (Tabela 5). Pacijenti sa
razli¢itim histoloskim tipom tumora nisu pokazivali neke velike razlike u broju prezivelih
pacijenata na desetogodiSnjem nivou. Najvece prezivljavanje je bilo kod ispitanika sa
tubularnom slikom tumora (50%), dok je kod kribriformnih i solidnih tumora ono skoro
ujednaceno (42,9% 1 40%). Medijana prezivljavanja je bila najmanja kod ispitanika sa
kribriformnom slikom ACC i iznosila je 53 meseca, dok je kod tubularnih i solidnih tumora

bila pribliznih vrednosti (94 meseca 1 91 mesec) (Grafikon 5).

4.6. Imunohistohemijska ekspresija Apaf-1 u ACC pljuvacnih Zlezda

U ovoj studiji je analizirana ekspresija Apaf-1 u tumorskim ¢elijama ACC

pljuvacnih zlezda, streptavidin-biotin imunohistohemijskom metodom.

U celijama ACC, Apaf-1 se eksprimovao u citoplazmi tumorskih celija. Ocenu
ekspresije, kao §to smo naveli u metodama, vrsila su dva nezavisna posmatraca —patologa.
Statisticki testovi su pokazali visok stepen slaganja izmedu dva ocenjivaca. U grupi od 50
ispitanika, ocene u pogledu ovog nalaza podudarale su se kod 44 ispitanika, dok su se kod 6

ispitanika razlikovale (Tabela 6).

Tabela 6. Prikaz podudarnosti ocene intenziteta ekspresije Apaf-1 u ACC izmedu dva
ocenjivaca

Drugi ocenjivac Stopa' Kap!)a_(lc)
slaganja | statistika
Prvi + ++ +++
ocenjivac
+ 12 (24,0%) | 2(4,0%) | 0(0%)
S 88% 0,817
= ++ 0 (0%) 13(26,0%)| 2 (4,0%)
&
<
+++ 0 (0%) 2 (4,0%) |19(38,0%)

n(%)-broj pacijenata
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Imunohistohemijska ekspresija Apaf-1, pored ocene patologa semikvantitativnom
metodom, ocenjivana je i numerickom metodom (Grafikon 6). Spirmanovim koeficijentom
korelacije ispitana je povezanost izmedu ova dva nacina ocenjivanja radi odredivanja
pouzdanosti i validnosti numericke metode. Pokazana je statisticki znafajna povezanost

izmedu ova dva naCina ocenjivanja imunohistohemijske ekspresije Apaf-1 antitela
(p=0,000) u ACC pljuvacnih zlezda.

Grafikon 6. Korelacija izmedu semikvantitativne i numericke metode u ekspresiji Apaf-1 u
ACC pljuvacnih zlezda.

3 (o} o © O 0 00 W o 00 00 ©
4D
<
o,
<
é 21 o O OGO®» @ 00 a® o
s
=
5
1 (o] @ O O oO©® @ o @O

T T T T
248 250 252 254

Numericka analiza Apaf-1

Najveéi broj ispitanika sa ACC je imao jako izrazen (3+) (Slika 3a) intenzitet
ekspresije Apaf-1, koji je bio zapazen kod 21 (42%) slucaja. Rezultati ove studije, dalje su
pokazali da je 15 (30%) analiziranih uzoraka imalo ekspresiju 2+ (Slika 3b), dok je 14
(28%) uzoraka imalo ekspresiju 1+ (Slika 3c). Razlika u intenzitetu ekspresije Apaf-1 u

tumorskim ¢elijama ACC pljuvacnih Zlezda nisu imale statisticki zna¢aj (p=0,423) (Tabela
7).
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Slika 3. Streptovidin-biotin imunohistohemijsko bojenje tumorskih ¢elija ACC pljuvaénih
zlezda. Jak (a, x200), umeren (b, x200) i slab (c, x200) intenzitet ekspresije Apaf -1.
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Analize ekspresije Apaf-1 u tumorskim c¢elijama ACC u odnosu na klini¢ko-
patoloSke parametre prikazane su u tabeli 7.

Tabela7. Ekspresija Apaf-1 u ACC pljuvacnih zlezda i korelacija sa klinicko-patoloSkim

parametrima

Ekspresije Apaf-1 + ++ +++ Znac(zli)])nost
ACC
n(%) 14 (28,0%) | 15 (30,0%) | 21 (42,0%) | p=0,423
Pol Muskareci 7 (36,8%) | 5(264%) | 7(36,8%)
n(%) Zene 7(22,6%) |10 (32,3%) | 14 (45,2%) | P=0,552
=
: Starost
2| (god)x2sD; ) 52,50+15,42 | 57,80+125 [61,81+10,23 | 0106
©| (Med;min- (56,5;29-78) | (56;39-78) | (61;41-75) p=u,
| max)
(=7
| Lokalizacija | Parotidna 1(25,0%) | 1(25,0%) | 2(50,0%)
o |(u pljuvaénim | Submandibularna | 1(11,2%) | 4 (44,4%) | 4 (44,4%)
s |Zlezdama) Tvrdog nepca 8(27,6%) | 7(24,1%) | 14 (48,3%) *p=0,486
= n(%) Male pljuvacne 4(50,0%) | 3(37,5%) | 1(12,5%)
=7
1
(=}
=% | HistolosKi Kribriformni 2(14,3%) | 5(35,7%) | 7(50,0%)
=| tip Tubularni 6(33,3%) | 4(22,2%) | 8(444%) | 2p=0,654
— | n(%) Solidni 6(33,3%) | 6(33,3%) | 6(33,3%)
]
Ishod bolesti | Zivi 6 (31,6%) | 7(368%) | 6(316%) | ay=0494
n(%) Umrli 8(25,8%) | 8(25,8%) | 15 (48,4%) ’

n(%)- broj pacijenata; *2-test; "One way ANOVA;

Razliciti nivoi intenziteta ekspresije Apaf-1 nisu pokazivali statisticku zna€ajnost u

odnosu na pol (p=0,552) i starost (p=0,106) pacijenata. Kod osoba muskog pola je bila

podjednako zastupljena 3+ i 1+ reaktivnost, dok je umerena (2+) ekspresija bila prisutna
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kod pet ispitanika. Kod osoba zenskog pola, intenzitet ekspresije Apaf-1 je najcesce bila
ocenjena kao 3+, i to kod 14/31 ispitanice. Umerena (2+) pozitivnost je bila prisutna kod 10
osoba zenskog pola, a slaba (1+) reaktivnost kod 7 osoba zenskog pola. U odnosu na starost
pacijenata, 1+ i 2+ ekspresija je bila zastupljena kod pacijenata proseéne starosti 56 godina

dok je 3+ bila ispoljena kod pacijenata sa medijanom od 61 godine (Tabela 7).

U odnosu na lokalizaciju ACC u pljuva¢nim zlezdama, intenzitet ekspresije Apaf-1,
nije imao statisticki znacaj (p=0,486) (Tabela7). Polovina slucajeva parotidno lokalizovanih
tumora je pokazivala jaku (3+) imunopozitivnost za ovo antitelo. A kod ostalih slucajeva, je
bila umerena (2+) ili slabo izrazena (1+) pozitivnost. ACC koji je bio lokalizovan u malim
pljuvac¢nim zlezdama tvrdog nepca u 48% slu¢ajeva je imao jaku (3+) Apaf-1 pozitivnost.
Umerena (24,1%) i slabo izrazena (27,6%) ekspresija ili je ona nedostajala je bila skoro
podjednako zastupljena. Pacijenti kod kojih je tumor bio lokalizovan u submandibularnoj
pljuvacnoj zlezdi, imali su isti procenat zastupljenosti jako i umereno ocenjene ekspresije
Apaf-1, dok je kod 11,2% ispitanika bila 1+. Polovina pacijenata kod kojih je tumor bio
dijagnostikovan u malim pljuva¢nim zlezdama drugih lokalizacija usne duplje su pokazivali

1+ intenzitet ekspresije, dok kod 37,5% ocenjena kao 2+, a kod 12.5% je bila 3+.

Posmatrano u odnosu na histoloski tip tumora, ekspresija Apaf-1 se nije pokazala kao
znaCajan statisticki parametar (p=0,654) (Tabela 7). Tumori sa kribriformnom slikom su
najéesc¢e imali 3+ ocenjenu pozitivnost, i to kod 50% pacijenata. Umerena ekspresija je bila
prisutna kod 35,7% ispitanika, a kod 14,3% je ocenjena kao 1+. ACC sa tubularnom slikom
je pokazivao nesto slabiju 3+ ekspresiju Apaf-1 (44,4%), dok je 1+ pozitivnost bila mnogo
vise izrazena (33,3%) u odnosu na tumore sa kribriformnom slikom. Svi slu¢ajevi solidnih

tumora su imali podjednaku distribuciju razli¢itih nivoa ekspresije posmatranog parametra.

U ovom radu smo analizirali i zna¢aj procene vrednosti ekspresije Apaf-1 u odnosu na
ishod bolesti (Tabela 7). Pacijenti koji su bili zivi na kraju ovog ispitivanja, imali su skoro
ujednacene vrednosti razli¢itih nivoa ekspresije Apaf-1. Kod skoro polovine pacijenata sa
smrtnim ishodom, bila je zastupljena 3+ imunopozitivnost u tumorskim ¢elijama. Ocena
ekspresije Apaf-1 nije imala statisticki znacaj (p=0,494) u odnosu na prezivele i umrle

pacijente.
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Ispituju¢i znacaj razliCitih nivoa ekspresije Apaf-1 u odnosu na prezivljavanje

pacijenata sa ACC nije uocena statisticka znacajnost (p=0,340) (Tabela 8). Sumirajuci ove

rezultate, moze se videti da je na petogodi$njem i desetogodi$njem nivou pracenja, bio

priblizno isti broj prezivelih pacijenata sa 1+ i 2+ intenzitetom ekspresije Apaf-1. Nizi

procenat prezivljavanja je uocen kod pacijenata sa 3+ ekspresijom koja je nakon pete

godine iznosila 47,6%, a posle deset godina 33,3%. Sto se ti¢e medijane prezivljavanja

ispitanika sa ACC ona je bila najduza 149 meseci kod pacijenata za 2+ ekspresiju Apaf-1,

dok je najkrace iznosila 60 meseci za 3+ ekspresiju ovog markera (Grafikon 7).

Tabela 8. Ekspresija Apaf-1 u ACC pljuvac¢nih Zlezda u odnosu na trinaestogodis$nje

prezivljavanje pacijenata

Vreme pracenja Znaéfjnost
(p)
/| Apaf1 =T 3. 5. 7. 9. 10. | 11. | 13.
godina | godina | godina |godina |godina |godina |godina |godina
+ 92,9% | 78,6% | 78,6% | 71,4% | 63,5% | 50,8% | 16,9% | 16,9%
_ p=0,340
§ ++ 93,3% | 93,3% | 80,0% | 53,3% | 53,3% | 53,3% | 53,3% | 26,7%
+++ 90,5% | 66,7% | 47,6% | 47,6% | 33,3% | 33,3% | 22,2% | 22,2%

(%)- broj prezivelih pacijenata; “Long-Rank test;
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Grafikon 7. Prikaz prezivljavanja pacijenata sa ACC u odnosu na ekspresiju Apaf-1

Apat-1
1.0 s

- T+

- +++

Q 1+ censored
<>2+ censored
[> 3+ censored

0.8

=)
=N
|

e
s
|

Prezivljavanje

0.27

0.0

T T T T T
0 50 100 150 200
Vreme pracenja (meseci)

4.7. Imunohistohemijska ekspresija kaspaze 9 u ACC pljuvacnih Zlezda

Imunohistohemijska ekspresija kaspaze 9 u ACC je pokazivala pozitivnost i u
citoplazmi i u jedrima celija. Procenu intenziteta ekspresije su vrsila dva nezavisha
posmatraca- patologa. Podudarnost u opisu intenziteta ekspresije izmedu ocenjivaca je bila
kod 43 ispitanika, odnosno 86%, Sto ukazuje da je zadovoljavajuci indeks pouzdanosti

posmatranih parametara (Tabela 9).

Imunohistohemijska ekspresija kaspaze 9, pored ocene patologa semikvantitativnom
metodom, ocenjivana je i numeri¢kom metodom (Grafikon 8). Spirmanovim koeficijentom
korelacije ispitana je povezanost izmedu ova dva nacina ocenjivanja radi odredivanja
pouzdanosti i validnosti numericke metode. Pokazana je statistiCki znaCajna povezanost
izmedu ova dva naina ocenjivanja imunohistohemijske ekspresije kaspaze 9 antitela u

ACC pljuvaénih zlezda (p=0,018).
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Tabela 9. Prikaz podudarnosti ocene intenziteta ekspresije kaspaze 9 u ACC izmedu dva

ocenjivaca
Stopa Kappa (x)
Drugi ocenjivac slaganja | statistika
Prvi
ocenjivac + ++ +++
-+
_ 2(40%)| 1(2,0%) 0 (0%) 86% 0,741
S
=
o + 1 00%) | 23460%)| 2 (4,0%)
Q
<
+++ | 0(0%) 2 (4,0%) 18 (36,0%)

n(%)-broj pacijenata

Grafikon 8. Korelacija izmedu semikvantitativne i numericke metode u ekspresiji kaspaze 9

u ACC pljuvacnih zZlezda
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Ekspresija kaspaze 9 u ACC pljuvacnih zlezda je pokazala razlicitu
imunoreaktivnost koja je statisticki znacajna (p=0,000) (Tabela 10). Kod najveceg broja
pacijenata, (54%), je bila zastupljena umerena (2+) pozitivnost (Slika 4b), u ne$to manjem
broju slucajeva (42%) je ocenjena kao jaka (3+) pozitivnost (Slika 4a), a najmanji broj
ispitanika (6%), je pokazivao slabu ekspresiju ili je ona nedostajala (1+) (Slika 4c).

Poredenjem ekspresije kaspaze 9 u odnosu na pol pacijenata, zakljuCujemo da
postoji statisticki znacajna razlika (p=0,000) (Tabela 10). Kod osoba muskog pola
dominantna je bila 2+ ekspresija (89.5%), dok je kod osoba Zenskog pola ova reaktivnost
bila zastupljena u 32,3% slucajeva. Takode za razliku od osoba muskog pola, kod zenske

populacije najveca imunopozitivnost je bila 3+ (58,1%).

Za razliku od pola pacijenata, ekspresija kaspaze 9 se nije pokazala kao statisticki
znacajna u odnosu na njihovu starost (p=0,794), kao ni u odnosu na lokalizaciju (p=0,564),
i histoloski tip (p=0,308) tumora (Tabela 10).

Intenzitet ekspresije kaspaze 9, ocenjen sa 3+ je bio zastupljen kod pacijenata
srednje starosne dobi od 57,5 godina. Umerena (2+) pozitivnost je bila kod nesto starijih
pacijenata, Cija je medijana starosti bila 60 godina, a slabo izraZzena pozitivnost ili je
nedostajala, kod nesto mladih, sa medijanom starosti od 54 godine. U odnosu na
lokalizaciju, najcesce je bila zastupljena 2+ pozitivnost, osim kod tumora lokalizovanih u
submandibularnoj pljuvacnoj zlezdi koji su ¢eS¢e imali 3+ ocenjenu ekspresiju kaspaze 9.
Tumori lokalizovani u parotidnoj pljuvaénoj Zlezdi su u 75% slucajeva pokazivali 2+
pozitivnost, a u 25% je ona ocenjena sa 3+. Nije bio nijedan slu¢aj sa 1+ ocenjenom
ekspresijom. Kod tumora koji su bili lokalizovani u pljuva¢nim Zlezdama tvrdog nepca, 2+
imunopozitivnost je bila prisutna kod 55,2% pacijenata, 3+ kod 37,9%, a 1+ kod svega
6,9% ispitanika. Tumori malih pljuvacnih Zlezda drugih lokalizacija u usnoj duplji su u
62,5% slucajeva imali 2+ ekspresiju, a kod 25% je ona bila ocenjena sa 3+. Slab afnitet za
ovo antitelo, odnosno 1+ pozitivnost je ocenjena kod 12,5% tumora ove lokalizacije
(Tabela 10).
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Tabela 10. Ekspresija kaspaze 9 u ACC pljuvacnih Zlezda i korelacija sa klini¢ko-
patoloSkim parametrima

Ekspresije kaspaze 9 + 4+ 4 Znacajnost
(p)
ACC
n(%) 3(6,0%) | 27(54,0%) | 20 (40,0%) p=0,000*
Pol Muskarci 0 (0%) 17 (89,5%) 2 (10,5%) 2520 000*
n(%) Zene 3(9,7%) | 10(323%) | 18(581%) p=
=
=)
(5]
g )S(ff;‘;;’“ (god)) 53,67+4,51 | 58,81+13,16 | 57,55+10,3 bp=0,794
(] D, . _ . - : -
= | (Med(min- (54; 49-58) | (60;31-78) |(57,5; 29-75)
a.| max))
fn Lokalizacija Parotidna 0 (0%) 3 (75,0%) 1 (25,0%)
© | (upljuvacnim | Submandibualrna 0 (0%) 3 (33,3%) 6 (66,7%) an=0.564
S | Zlezdama) Tvrdo nepce 2(69%) | 16 (552%) | 11(37,9%) p=5
« | n(%) Male pljuvacne 1(12,5%) 5 (62,5%) 2 (25,0%)
(=%
: o
2 | Histolo3Ki tip Krlbrlforr_nm 1(7,1%) 5 (35,7%) 8 (57,1%)
= | n(%) Tul?ula}rnl 2(11,1%) | 11(61,1%) 5(27,8%) ap=0,308
- Solidni 0 (0%) 11 (61,1%) 7 (38,9%)
S~
Ishod bolesti | Zivi 1(5,3%) 9 (47,4%) 9 (47,4%) ap=0,707

n(%)- broj pacijenata; *statisti¢ki znacajna razlika; *2-test; "One way ANOVA;

Tako statisticki nije bilo znacaja izmedu ekspresije kaspaze 9 1 histoloskog tip ACC,

iz dobijenih rezultata se moze videti da je mali broj slucajeva (3/50) pokazivao 1+

reaktivnost. Umerena (2+) i jaka (3+) ekspresija je bila prisutna kod 61,1% i 27,8%

tubularnih odnosno kod 35,7% i 57,1% tumora sa kribriformnom slikom. Solidni tumori su

imali isti procenat broja slucajeva sa umerenom ekspresijom kao tubularni, a nesto veci

procenat sa 3+ ocenjenom ekspresijom (38,9%) (Tabela 10).
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Posmatrajuéi odnos ocenjenog intenziteta ekspresije kaspaze 9 i ishoda bolesti nije
dobijen statisticki zanacaj (p=0,564) (Tabela 10). Pacijenti koji su bili zZivi do kraja perioda
pracenja su podjednako imali zastupljenu 3+ i 2+ pozitivnost, dok je kod 58,1% pacijenta

sa smrtnim ishodom bila prisutna 2+ pozitivnost.

Razli¢ita ekspresija kaspaze 9 se nije pokazala kao znacajan statisti¢ki parametar ni

u odnosu na prezivljavanje pacijenata kod koji je dijagnostikovan ACC u pljuvaénim
zlezdama (p=0,650 ) (Tabela 11).

Tabela 11. Ekspresija kaspaze 9 u ACC pljuvaénih zlezda u odnosu na trinaestogodisnje
prezivljavanje pacijenata

- Vreme pracenja Znacajnost
#
| g (‘p)
73 1 3 5 7 9 10. 11. 13.
§ godina |godina |godina |godina |[godina |godina |godina | godina
+ 100% 100% | 100% | 50,0% 0% / / /
- p=0,650
E\J ++ 85,2% | 74,1% | 63,0% | 51,9% | 44,4% | 44,4% | 18,5% 18,5%
+++ | 100% |80,0% | 650% |60,0% |550% |45.8% |45.8% |22.9%

(%)- broj prezivelih pacijenata; “Long-Rank test;

Ukupno prezivljavanje za pacijente sa 2+ i 3+ intenzitetom ekspresije ovog antitela,
narocito na petogodiSnjem i desetogodiSnjem nivou, je bilo pribliznih vrednosti. Za razliku
od ukupnog prezivljavanja pacijenata sa ACC, medijana prezivljavanja se razlikovala za
navedene nivoe ekspresije kaspaze 9, tako da je za pacijente sa 2+ ekspresijom iznosila 85

meseci, a za pacijente sa 3+ ekspresijom, 119 meseci (Grafikon 9).
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Grafikon 9. Prikaz prezivljavanja pacijenata sa ACC u odnosu na ekspresiju kaspaze 9
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4.8. Imunohistohemijska ekspresija kaspaze 3 u ACC pljuvaénih Zlezda

U tumorskim ¢elijama ACC pljuvacnih Zlezda ekspresija kaspaze 3, slicno
kao i Apaf-1,je bila prisutna samo u citoplazmi ¢elija. Intenzitet ekspresije, su procenjivala
dva nezavisna posmatraca - patologa. Stopa slaganja je iznosila 90% (45 od 50 ispitanika).
(Tabela 12).

Imunohistohemijska ekspresija kaspaze 3, pored ocene patologa semikvantitativnom
metodom, ocenjivana je i numerickim metodom (Grafikon 10). Spirmanovim koeficijentom
korelacije ispitana je povezanost izmedu ova dva naina ocenjivanja radi odredivanja
pouzdanosti i1 validnosti numericke metode Pokazana je statisticki znaCajna povezanost
izmedu ova dva nalina ocenjivanja imunohistohemijske ekspresije kaspaze 3 antitela

(p=0,000) u ACC pljuvacnih zlezda.
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Tabela 12. Prikaz podudarnosti ocene intenziteta ekspresije kaspaze 3 u ACC izmedu dva

ocenjivaca
L Stopa |Kappa (k)
Drugi ocenjivac slaganja | statistika
Prvi
N + ++ +++
ocenjivac
- + 11(22,0%)| 0 (0%) 0 (0%)
9\: 90% 0,846
S ++ 0(0%) |17 (34,0%)| 1(2,0%)
o
<
+++ 0 (0%) 4 (8,0%) [17 (34,0%)

n(%)-broj pacijenata

Grafikon 10. Korelacija izmedu semikvantitativne i numeri¢ke metode u ekspresiji kaspaze
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Slika 5. Streptovidin-biotin imunohistohemijsko bojenje tumorskih ¢elija ACC pljuva¢nih

zlezda. Jak (a, x200), umeren (b, x200) i slab (c, x200) intenzitet ekspresije kaspaze 3.
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Kod nesto manje od polovine pacijenata (21/50 ili 42%) sa dijagnostikovanim ACC
u pljuvacnim zlezdama bila je zastupljena jaka (3+) ekspresija kaspaze 3 (Slika 5a). Kod 18
pacijenata je ocenjena kao umerena (2+) (Slika 5b), dok je najmanji broj slucajeva, njih 11,
imalo slabo eksprimovanu kaspazu 3 ili je ona nedostajala (Slika 5c) (Tabela 13 ). Ovo
primarno antitelo, nije pokazivalo statisticku znacajnost izmedu razli¢itih intenziteta

ekspresije (p=0,206 ) u ACC pljuvacnih zlezda.

Intenzitet ekspresije kaspaze 3 nije imao statisticki znacaj ni u odnosu na pol
pacijenata (p=0,354) (Tabela 13). Kod osoba muskog pola, bio je skoro ujednacen broj
pacijenata sa razli¢itim nivoima imunohistohemijske ekspresije kaspaze 3. Za razliku od
muskog pola, kod zenske populacije skoro polovina slucajeva (15/31), je imala 3+

pozitivnost, a najmanje je bila zastupljena 1+ pozitivnost, i to kod 5 ispitanica.

Posmatrajuéi nivo ekspresije kaspaze 3 u odnosu na starost pacijenata, kao §to je
prikazano u tabeli 13, nije bilo statistiCkog znacaja (p=0,412). Srednja vrednost godina
pacijenata za sva tri nivoa ocenjene ekspresije (1+, 2+, 3+) kaspaze 3 se poklapa sa

najces¢im godinama javljanja ovog tumora, a to je peta i Sesta decenija Zivota.

Sto se ti¢e lokalizacije ACC, ekspresija kaspaze 3 nije statisticki znacajan faktor
(p=0,265). Ona je bila jako eksprimovana u tumorima svih lokalizacija, osim u ACC malih
pljuvaénih Zlezda drugih lokalizacija u usnoj duplji koji su najce$¢e imali zastupljenu
umerenu ekspresiju ovog enzima. Slicno kao kod ekspresije kaspaze 9 nijedan slucaj

parotidno lokalizovanih tumora nije imao 1+ ekspresiju kaspaze 3 (Tabela 13).

U odnosu na histoloski tip, kribriformni 1 solidni tumori nisu pokazivali velika
odstupanja u pogledu razlicitih nivoa ekspresije kaspaze 3. To nije bio slucaj kod pacijenata
sa tumorima tubularne mikroskopske slike. Kod ovih pacijenata, u 55,6% slucajeva je bila
jako ispoljena kaspaza 3, a u 38,9% je bila umerena. Nije postojala statisticka znacajnost

ekspresije kaspaze 3 u odnosu na histoloski tip tumora (p=0,265) (Tabela 13).

. U ACC pljuvacnih zlezda, ekspresija kaspaze 3 nije imala statisticki znacaj ni u
odnosu na ishod bolesti (p=0,153) (Tabela 13). U grupi prezivelih pacijenata najcesce je
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bila zastupljena 3+ imunopozitivnost za ovaj marker. Kod pacijenata sa smrtnim ishodom,

tumorske celije su uglavnom pokazivale i umerenu i jaku ekspresiju ovog antitela.

Tabela 13. Ekspresija kaspaze 3 u ACC pljuvacnih zlezda i korelacija sa klini¢ko-
patolosSkim parametrima

Ekspresija kaspaze 3 + ++ . Znacajnost
(p)
ACC _
n(%) 11(22,0%) | 18(36,0%) | 21 (42,0%) p=0,206
Pol Muskarci 6 (31,6%) 7(368%) | 6(316%) ap=0 354
_ | n) Zene 5(161%) | 11(355%) | 15 (484%) p=5,
:
-]
g | Starost (god.) 53,91x15,90 | 60,50+13,18 | 58,00+10,56 | bp=0,412
o | XxSD; (54;29-75) | (60;29-78) | (57,5; 39-78)
« | (Med(min-max))
(=9
E Lokalizacija | Parotidna 0 (0%) 2 (50,0%) | 2(50,0%)
o |(u pljuva¢nim Submandibualrna 2(22,2%) 2(22,2%) 5 (55,6%) ap=0,532
o | Zlezdama) Tvrdo nepce 6(20,7%) | 10 (34,5%) 13 (44,8%)
= | n(%) Male pljuvatne 3 (37,5%) 4 (50%) 1(12,5%)
(=%
o
% | Histoloski tip | Kribriformni 5 (35,7%) 4 (28,6%) 5 (35,7%)
= | n(%) Tubularni 5 (35,7%) 7 (38,9%) 10 (55,6%) ap=0,265
- Solidni 5 (27,8%) 7 (38,9%) 6 (33,3%)
>
Ishod bolesti | Zivi 4(21,1%) 4(211%) | 11(57,9%) .
n(%) Urrli 7(22,6%) | 14(452%) | 10(32,3%) | °P=0.153

n(%)- broj pacijenata; *2-test; "One way ANOVA;

Rezultati ekspresije kaspaze 3 u korelaciji sa prezivljavanjem pacijenata obolelih od

ACC prikazani su u tabeli 14. Na petogodi$njem nivou, najduze prezivljavanje (76,2%) su

imali pacijenti sa 3+ ekspresijom ovog markera, a najkrace (55,6%) sa 2+ intenzitetom.
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Posle deset godina ujednaceno je bilo prezivljavanje kod pacijenata sa 1+ 1 2+ ekspresijom

(22,7% 1 22,2%) a kod pacijenata sa 3+ ekspresijom je bilo nesto vece i iznosilo je 33%.

Tabela 14. Ekspresija kaspaze 3 u ACC pljuvacnih Zlezda u odnosu na trinaestogodis$nje

prezivljavanje pacijenata

Vreme pracenja

Znacajnost
™ 4
g ('p)
/ <
7 1 3. 5. 7. 9. 10. 11. 13.
§ godina | godina |[godina |godina [godina |godina [godina |godina
+ 100% | 72,7% |63,6% |45,5% |45,5% |22,7% |22,7% |22,7%
— p=0,209
§ ++ 88,9% |72,2% |[55,6% |44,4% |33,3% |33,3% |22,2% |11,1%
+++ |90,5% | 85,7% |76,2% |71,4% [61,9% |61,9% |33,0% /

(%)- broj prezivelih pacijenata; “Long-Rank test;

Pacijenti kod kojih je kaspaza 3 bila slabo eksprimovana ili je nedostajala imali su

istu medijanu prezivljavanja kao i pacijenti sa umerenom ekspresijom. Ona je iznosila 69

meseci. Pacijenti sa jako izrazenom ekspresijom kaspaze 3 su imali najduzu medijanu

prezivljavanja koja je iznosila 126 meseci. Ovde treba naglasiti da je najduze pracenje za

pacijente iz ove grupe iznosilo 138 meseci (Grafikon 11).
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Grafikon 11. Prikaz prezivljavanja pacijenata sa ACC u odnosu na ekspresiju kaspaze 3
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4.9. Analiza korelacije izmedu ekspresije Apaf-1, kaspaze 913 u ACC
pljuvacnih Zlezda

Razli¢iti nivoi ekspresije Apaf-1, nisu pokazali statisticki znacaj u odnosu na
ekspresiju kaspaze 9 (p=0,497) (Tabela 15.). Kod ispitanika sa 1+ ekspresijom kaspaze 9
bila je ravnomerna distribucija razli¢ito ocenjenih vrednosti (1+, 2+, 3+) ekspresije Apaf-
1. Pacijenti kod koji je bila zastupljena umerena (2+) ekspresije kaspaze 9, imali su najvise
zastupljenu 1+ ekspresiju Apaf-1. Ispitanici sa jakom ekspresijom kaspaze 9, su pokazivali
i jaku ekspresiju Apaf-1.

Razlic¢iti nivoi ekspresije Apaf-1 su pokazali statisticku znacjnost u odnosu na
ekspresiju kaspaze 3 u ACC pljuvaénih zlezda (p=0,006) (Tabela 15). U grupi ispitanika sa
1+ ekspresijom kaspaze 3, najcesce je bila zastupljena 1+ reaktivnost Apaf-1. Kod
pacijenata sa umerenom i jakom ekspresijom kaspaze 3, Apaf-1 je bio najcesce jake (3+)

imunoreaktivnosti.
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Tabela 15. Korelacija izmedu ekspresije Apaf-1 u ACC i ekspresije kaspaze 91 3

Apaf-1 + ++ +++ Znacajnost
(p)
+ 1(33,3%) 1(33,3%) 1 (33,3%)
Kaspaza9 | ++ 10 (37,0%) 8 (29,6%) 9 (33,3%) p=0,497
n(%) +++ 3 (15,0%) 6 (30,0%) 11 (55,0%)
+ 8 (72,7%) 2 (18,2%) 1(9,1%)
Kaspaza3 | ++ 3 (16,7%) 6 (33,3%) 9 (50,0%) p=0,006*
n(%) +++ 3 (14,3%) 7(33,3%) 11 (52,4%)

n(%)- broj pacijenata; *statisti¢ki znacajna razlika; *y2-test;

Razli¢ito ocenjena ekspresija kaspaze 9 nije statisticki korelirala sa ekspresijom
Apaf-1 (p=0,497) (Tabela 16). Ispitanici kod kojih je bio zastupljen 1+ i 2+ intenzitet
ekspresije Apaf-1, najéesée su pokazivali umerenu ekspresiju kaspaze 9. Kod obolelih sa
jakom ekspresijom Apaf-1 bila je najecesce zastupljena i jaka ekspresija kaspaze 9.

Razli¢ito ocenjena ekspresija kaspaze 9 nije statisticki korelirala sa ekspresijom
kaspaze 3 (p=0,403) (Tabela 16). Kaspaza 9 se naj¢eS¢e umereno eksprimovala kod
pacijenata koji su imali 1+ i 2+ ocenjenu pozitivnost kaspaze 3. Pacijenti kod kojih se jako

eksprimovala kaspaza 3 su najceSce imali i jaku ekspresiju kaspaze 9.

Tabela 16. Korelacija izmedu ekspresije kaspaze 9 u ACC i ekspresije Apaf-1 i kaspaze 3

Kaspaza 9 + ++ +++ Znacajnost
(p)
+ 1(7,1%) 10 (71,4%) 3 (21,4%)
Apaf-1 ++ 1 (6,7%) 8 (53,3%) 6 (40,0%) p=0,497
n(%) +++ 1(4,8%) 9 (42,9%) 11 (52,4%)
+ 1(9,1%) 7 (63,6%) 3(27,3%)
Kaspaza3 | ++ 2 (11,1%) 10 (55,6%) 6 (33,3%) p=0,403
n(%) +++ 0 (0%) 10 (47,6%) 11 (52,4%)

n(%)- broj pacijenata; *y2-test;
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Razli¢ito ocenjena ekspresija kaspaze 3 znaCajno je statisticki korelirala sa
ekspresijom Apaf-1 u ACC pljuvacnih zlezda (p=0,006) (Tabela 17). Kod 57,1% ispitanika
sa 1+ ekspresijom Apaf-1, ekspresija kaspaza 3 je takode ocenjena sa 1+. Kod pacijenata sa
2+ i 3+ ekspresijom Apaf-1, kaspaza 3 se najéesce jako eksprimovala.

Razli¢ito ocenjena ekspresija kaspaze 3 nije statisticki korelirala sa ekspresijom
kaspaze 9 (p=0,403) (Tabela 17). Kod pacijenata sa 1+ ekspresijom kaspaze 9 najcesce je
bila prisutna umerena ekspresija kaspaze 3. Isti broj slucajeva sa 2+ ekspresijom kaspaze 9,
je bio zastupljen sa jakom i umerenom ekspresijom kaspaze 3. Pacijenti sa 3+ ocenjenim
intenzitetom pozitivnosti kaspaze 9 su u 55% slu¢ajeva pokazivali i jaku ekspresiju kaspaze
3.

Tabela 17. Korelacija izmedu ekspresije kaspaze 3 u ACC i ekspresije Apaf-1 i kaspaze 9

Znacajnost
Kaspaza 3 + ++ +++
(p)

+ 8 (57,1%) 3 (21,4%) 3 (21,4%)
Apaf-1 ++ 2 (13,3%) 6 (40.0%) 7 (46,7%) ap=0,006*
n(%) +++ | 1(48%) 9 (42,9%) 11 (52,4%)

+ 1(33,3%) 2 (66,7%) 0 (0%)
Kaspaza9 | ++ 7 (25,9%) 10 (37,0%) 10 (37,0%) ap=0,403
n(%) +++ 3 (15,0%) 6 (30,0%) 11 (55,0%)

n(%)- broj pacijenata; *statisti¢ki znac¢ajna razlika; *y2-test;

Univarijantnom Koksovom regresionom analizom, ispitivan je uticaj markera
unutrasnjeg puta apoptoze i klinicko patoloskih parametara na prezivljavanje (Tabela 18).
Ovom analizom izdvajau se statisticki znacajni faktori, koji se dalje testiraju Cox-ovom
multivarijantnom analizom, radi izdvajanja faktora sa nezavisnim dejstvom.
Univarijantnom Koksovom analizom izracunavan je i relativni rizik (exp (B)) koji nam
pokazuje koliko puta su ispitanici kod kojih je prisutan patoloski nalaz, posmatranog
faktora, pod ve¢im rizikom za loSije prezivljavanje. Univarijantnom Koksovom
regresionom analizom samo se starost izdvojila kao statisticki znacajan factor (p=0,000).

Obzirom da je samo jedan faktor u univarijantnom modelu izdvojen kao statisticki
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znacajan, multivarijantni regresioni model nije moguce formirati, tako da je starost kao

jedini faktor ujedno i prediktor prezivljavanja posmatrane grupe obolelih.

Tabela 18. Univarijantna Koksova regresiona analiza uticaja analiziranih faktora na
prezivljavanje pacijenata sa ACC pljuvacnih zlezda

Analizirani faktori

Univarijantna analiza

#expB (95%(CI)

Znacajnost

Pol

Starost

Lokalizacija
HistolosKi tip

Apaf-1

Numericki Apaf-1
Kaspaza 9
Numericki kaspaza 9
Kaspaza 3

Numricki kaspaza 3

0,854 (0,411-1,774)
1,155 (1,091-1,222)
1,019 (0,636-1,633)
0,956 (0,595-1,536)
1,307 (0,833-2,052)
1,092 (0,868-1,373)
0,783(0,436-1,405)
1,001 (0,977-1,027)
0,744 (0,477-1,161)
1,129 (0,972-1,312)

p=0,673
p=0,000*
p=0,938
p=0,853
p=0,244
p=0,453
p=0,412
p=0,917
p=0,193
p=0,111

*statisticka zna¢ajnost; “relativni rizik
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5. DISKUSIJA



-----

Zlezda (10 dol5 %) i ¢ini oko 1% u odnosu na maligne tumore glave i vrata (22, 29). U
odnosu na pol, skoro se podjednako javlja kod muskaraca i kod Zena (20, 21, 24, 26, 27, 28,
29), mada u literaturi postoje podaci u kojima je on vise zastuljen kod osoba Zenskog pola.
Jedna velika studija koja je obuhvatala 467 pacijenata sa ACC, ukljucujuci i 18 pacijenata
sa lokalizacijom ovog tumora u maksilarnom sinusu, prikazala je da je on bio
dijagnostikovan kod 257 (55%) zena i 210 (45%) muskaraca, prose¢ne starosti 47 godina
(najmladi pacijent je imao 16, a najstariji 80 godina) (30). Sli¢nu ucestalost u odnosu na pol

prikazuju i radovi koji su radeni na manjim serijama ovog tumora (31, 33, 70).

Publikovani su i rezultati u kojima je ovaj tumor bio ¢es¢e zastupljen kod osoba
muskog pola. De Cruz Perez DE i saradnici (34), ispitujuéi seriju od 129 obolelih od ACC,
prikazali su da je zastupljenost tumora u odnosu muskarci—zene bio 1,22 : 1 u korist
muskaraca. U ovoj seriji je bila 71 osoba muSkog pola i 58 Zenskog, prose¢ne starosti 51,5
godina (najmladi pacijent je imao 10, a najstariji 96 godina). Takode nesto veca ucestalost
ovog tumora kod muskaraca, bila je u ispitivanju koje je obuhvatilo 140 pacijenata sa ACC
lokalizovanim u regionu glave i vrata. Prose¢na starost ovih ispitanika je bila 57 godina, pri

¢emu je najmladi pacijent imao 11, a najstariji 91 godinu (71)

Nasi podaci su u saglasnosti sa rezultatima autora koji prikazuju nesto vecu
ucestalost ACC kod osoba Zenskog pola. Ova studija je obuhvatila 50 pacijenata sa ACC
pljuvacnih Zlezda, od kojih su 62% osobe Zenskog 1 38% osobe muskog pola. Prose¢na
starost ispitanika je iznosila 58 godina, najmladi pacijent je imao 29, a najstariji 78 godina.

To se slaZe sa rezultatima iz literature, jer se ACC najceS¢e dijagnostikuje kod pacijenata u

.....

redak (22, 23, 20, 24, 25, 29).

Anatomska distribucija ACC je bila na tipi¢nim lakalizacijma u usnoj duplji sa
razli¢itom relativnom ucestaloS¢u. Najcesce je tumor bio lokalizovan u malim pljuvaénim
zlezdama tvrdog nepca (29/50 ili 58%) i1 u ostalim malim pljuva¢nim zlezdama (8/50 ili
16%). Za razliku od malih pljuvacnih Zlezda, u submandibularnoj (9/50 ili 18%) i1

parotidnoj (4/50 ili 8%) zlezdi je tumor bio najrede lokalizovan prema nasim rezultatima.
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Ovi podaci se uglavnom slazu sa podacima iz literature, gde se ovaj tumor prikazuje kao
tumor malih pljuvaénih zlezda. Tako je u istraZivanju gde je ukljuceno 129 ispitanika sa
ACC najcesca lokalizacija bila u pljuvaénim Zlezdama tvrdog nepca (41,9%) (34). Sli¢ne
rezultate, sa dominantnom lokalizacijom ACC u malim pljuva¢nim zlezdama, je dokazan i
u drugim studijama (17, 30, 31, 33). U retrospektivnoj studiji koja je obuhvatala 140
pacijenata sa oralnim i ekstraoralno lokalizovanim ACC, male pljuvacne zlezde su se
takode pokazale kao najcesc¢a oralna lokalizacija ovog tumora. Dominantno je zastupljen u
pljuvacnim Zlezdama tvrdog nepca, 61% slu€ajeva, a u velikim pljuvac¢nim zlezdama, kod

39% ispitanika (71).

Na osnovu histoloSkog izgleda, odnosno struktura koje formiraju tumorske celije,
ACC se klasifikuje na kribriformni, tubularni i solidni tip. Klasi¢ni oblici ACC najcescée
pokazuju kombinaciju kribriformne i tubularne histoloske slike (2, 29), ali je u drugim
istrazivanjima kribriformna slika ¢esto dominirala (30, 33). U jednoj studiji, od 129
ispitanika sa ACC, oko 55%, je pokazivalo kribriformni sliku. U ovoj seriji je bio skoro
priblizan odnos pacijenata sa tumorom koji su pokazivali tubularnu (27%) i solidnu sliku
(22%) (34). Sli¢ni rezultati su prikazani u literaturi gde je bila podjednaka zastupljenost

solidne i tubularne slike ovog tumora, pored dominacije kribriformnih struktura (32).

Nasi rezultati konsekutivnih slucajeva salivarnih ACC, su se prema ucestalosti U
odnosu na histoloske strukture, razlikovali od podataka iz literature. Kribriformna struktura
tumora, koja se u literaturi navodi kao najéesée prisutna, u nasoj studiji je bila zastupljena
kod 14, odnosno 28%, od ukupnog broja pacijenata. Dok je, tubularna i solidna slika
tumora bila zastupljena kod vise od 2/3 pacijenata odnosno kod 72% od ukupnog broja

ispitanika.

ACC je malignitet koji mnogi autori smatraju "klini¢ki visokogradusnom
neoplazmom”. To je tumor nepredvidivog i1 progresivnog klinickog toka. U cilju prognoze,
ukupno prezivljavanje pacijenata sa ACC je praceno u razli¢itim istrazivanjima (29, 36). Na
seriji od 105 slucajeva sa ACC, Van Wert i saradnici (53), su prikazali da je 5—, 10—,
20—godisnje prezivljavanje iznosilo 68%, 52% i 28%. Za isti period pracenja, u drugoj

studiji, kod 68 pacijenata, dobijeni su sli¢ni rezultati. Posle pet godina, preZivljavanje je
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bilo 72%, posle deset godina 44%, a nakon dvadeset godina 34% (31). U literaturi postoje
podaci o nizem procentu prezivaljavanja obolelih od ACC, tako da je petogodi$nje
prezivljavanje iznosilo 56,5%, a za deset godina 32,5% (34). Za razliku od ovih rezultata.
Chen MA i saradnici (71), su pratili ukupno prezivljavanje 140 pacijenata sa ACC, na
petogodi$njem nivou je ono bilo 85%, odnosno 64% na desetogodiSnjem nivou. Ovde treba
naglasiti da su bili ukljuceni i pacijenti sa ekstraoralno lokalizovanim ACC. Sli¢ni rezultati
na desetogodiSnjem nivou su prikazani u jednoj velikoj evropskoj studiji koja je obuhvatila

ACC glave i vrata, gde je ukupno prezivljavanje bilo 65% (72).

U nasoj studiji je praceno ukupno prezivljavanje pedeset pacijenata sa ACC
pljuvacnh zlezda. Najkrace prac¢enje ukupnog prezivljavanja je bilo 8 meseci, a najduze 158
meseci. ProseCna duZina pracenja pacijenata bila je 82,9+44,6 meseci. PetogodiSnje
prezivljavanje, za naSe ispitanike, je iznosilo 66%, desetogodi$nje 44%, da bi na kraju
perioda pracenja od trinaest godina, 19,2% ispitanika bilo zivo. Nije uoCena statisticka
znacajnost u ucestalosti ispitanika sa rezli¢itim ishodom bolesti. Dobijeni rezultat, kao i

literaturni podaci, pokazuju da se radi o tumoru sa dugoro¢no loSom prognozom.
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5.1. Analiza markera unutrasSnjeg puta apoptoze u ACC

Apoptoza, ili programirana smrt Celije, je neophodna za razvoj organizma i
odrzavanje tkivne homeostaze (73). Poznata su dva osnovna apoptozna puta, spoljasnji i
unutrasnji, i oba rezultiraju aktiviranjem kaspazne kaskade kada dolazi do fragmentacije
proteina u ¢eliji (74). Danas se smatra da su poremecaji u apoptoznim putevima znaéajni u
patogenezi mnogih bolesti, ukljucujuéi i maligne tumore. Jedna od pretpostavki je da je
supresija apoptoze kritican dogadaj u inicijaciji i progresiji maligniteta. Druga pretpostavka
je da vecina antikancerskih citotoksi¢nih agenasa koji dovode do regresije tumora, barem

delimi¢no se obavlja indukcijom apoptoze (75).

Cilj ovog istrazivanja je analiza markera unutra$njeg puta apoptoze. Unutrasnji put
apoptoze je povezan sa promenama propustljivosti membrane mitohondrija i prelaska pro-
apoptotskih molekula iz intermembranskog prostora u citosol celije. Pro-apoptotski
molekuli, ukljucujuéi citohrom c u prisustvu Apaf-1 i prokaspaze 9 formiraju apoptosom.
Ovaj kompleks aktivira kaspaznu kaskadu i promovise apoptozu. Apaf-1 je kljucni

efektorni molekul ovog puta, i proucavan je u razli¢itim humanim tumorima.

Evaluacija imunohistohemijske ekspresije antitela specificnog za Apaf-1 je vrSena u
malignim melanomima i nevusima. Nivo citoplazmatske ekspresije Apaf-1, je analiziran
na uzorcima sa TMA kalupa. U najve¢em broju slucajeva, kod 36/70 ili 51,4% pacijenata
sa melanomom, Apaf—1 je pokazivao slabo izrazenu ekspresiju. Umerena ekspresija je bila
zastupljena kod 21(30%) ispitanika, a jaka kod 7(10%) ispitanika. Sest (8,6%) ispitanika sa
ovim tumorom, nije pokazivalo imunopozitivnost za ovo antitelo. Za razliku od melanoma,
u nevusnim c¢elijama, Apaf—1 se pokazao kao visoko imunopozitivan marker, gde je u
76,9% slucajeva ekspresija bila ocenjena kao jako izrazena. Na osnovu rezultata ispitivanja
apoptoznih mehanizma u melanomu, autori ukazuju da je kompleksno ukljucivanje
molekula Apaf—1 u tumorogenezi. Oni smatraju da gubitak ekspresije Apaf—1 moze biti
okida¢ za pokretanje maligne transformacije melanocita. Takode, su mi$ljenja da smanjenje
nivoa ekspresije Apaf—1 u celijama melanoma, koje su u najve¢em broju slucajeva

pokazivale slabu ekspresiju, moze da bude uzrok rezistencije na hemioterapiju (76).

62



Karcinomi cerviksa su uglavnom pokazivali pozitivnu reakciju za Apaf-1 antitelo.
Od 86 pacijentkinja sa karcinomom cerviksa, 42% je pokazivalo jaku imunopozitivnost na
Apaf-1. Umerena ekspresija je bila zastupljena kod 34%, a slaba ili je nedostajala kod 24%

pacijentkinja. 1 kod ovog tumora je bila zastupljena citoplazmatska pozitivnost (77).

Sli¢no ¢elijama malignog melanoma 1 karcinoma cerviksa, nasi rezultati pokazuju
da su ¢elije ACC pljuvacnih zlezda u najvecem broju slucajeva Apaf-1 imunopozitivne.
Ocenu intenziteta citoplazmatske ekspresije na iseccima sa TMA kalupa, su vrsila dva
nezavisna patologa uz visoku stopu slaganja. Jaka ekspresija Apaf-1 je bila zastupljena kod
42%, a umerena kod 30% ispitanika. Slaba ekspresija ili je nedostajala je ocenjena kod 28%
pacijenata. Za razliku od na$ih rezultata kod adenokarcinoma debelog creva, postojalo je
znacajno smanjenje ekspresije Apaf—1 molekula. Od 529 slu¢ajeva sa adenokarcinomom
debelog creva samo je 129 ili 22% imalo pozitivhu reakciju na antitelo speciféno za
Apaf—1. S obzirom da su adenomi pokazivali 100% pozitivnost za ovo antitelo, autori
smatraju da je samanjenje ekspresije Apaf—1 u adenokarcinomu povezano sa malignom

alteracijom adenoma (78).

Sposobnost tumorskih ¢elija da se odupru apoptotskim signalima mogu uticati na
agresivnost i prognozu. Veliki broj studija prikazuje rezultate ekspresije, odnosno
aktivnosti, faktora apoptozne signalizacije, a koji uti¢u na apoptoznu otpornost tumorskih
¢elija ili ¢elijskih linija u in vitro uslovima ili na Zivotinjskim modelima. Medutim, veoma
je znacajno koreliranje ovih rezultata sa klini¢ko-patoloskim parametrima i prognozom

maligniteta (79).

Korelacija izmedu imunohistohemijske ekspresije Apaf-1 i klini¢kopatoloskih
parametara u literaturi prikazuju razlicit znacaj. Ekspresija Apaf-1 se nije pokazala kao
statistiCki znacajan parametar u odnosu na godine, pol, histoloski subtip i1 lokalizaciju
melanoma, kao ni u odnosu na petogodi$nje prezivljavanje (76). Kod pacijentkinja sa
karcinomom cerviksa, postojala je znacajna korelacija izmedu ekspresije Apaf-1 i
nodalnog statusa. Slucajevi sa jakom i umerenom ekspresijom Apaf—1 su imali znacajno
manji broj metastaza u limfnim ¢vorovima u vreme operacije od slucajeva sa slabom ili

negativnom ekspresijom (77).
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U kolorektalnom karcinomu, smanjena ekspresija Apaf-1 je bila u korelaciji sa
losim prognosti¢kim faktorima kao $to su dubina invazije, metastaziranje U regionalne
limfne ¢vorove i histoloskim gradusom. Univarijantna i/ili multivarijantna analiza nije
pokazala statisti¢ku znacajnost ove ekspresije na ukupno prezivljavanje pacijenatan sa ovim
karcinomom. Petogodisnje prezivljavanje kod pacijenata gde je u tumorskom tkivu bila
negativna reakcija za Apaf-1, iznosio je 67,7%, a desetogodisnje 62,3%. Kod pacijenata
gde je ekspresija Apaf-1 bila pozitivna, petogodisnje prezivljavanje je bilo 72,7% a
desetogodisnje 67,1% (80). Sli¢ne rezultate su prikazali Zlobec I. i saradnici (78), ispitujuci
ekspresiju Apaf-1 u velikoj seriji od 1420 kolorektalnih karcinoma.

U naSem istrzivanju, korelacija izmedu ekspresije Apaf—1 1 klini¢ko-patoloSkh
parametara pacijenata sa ACC, se nije pokazala kao statisti¢ki znacajna. Apaf—1 je najcesce
pokazivao 1+ i 3+ pozitivnost, kod 19 osoba muskog pola, a kod najveéeg broja osoba
zenskog pola, 14 od 31 ispitanice, Su imale 3+ pozitivne ¢elije. Srednja vrednost godina
pacijenata sa 1+ i 2+ ekspresijom je bila 56 godina, a kod pacijenata sa 3+ ekspresijom, 61
godina. Tumori malih pjuvacnih zlezda tvrdog nepca, kao najzastupljenije lokalizacije u
ovoj studiji, u skoro polovini slucajeva, su pokazivali 3+ ocenjenu Apaf—1 pozitivnost. Ni u
odnosu na histoloski tip, ekspresija Apaf—1 nije imala statistiCku znacajnost. Kribriformni i
tubularni tumori su naj¢es¢e imali 3+ ocenu ekspresije. Solidna varijanta ACC, koju u
mnogim studijama povezuju sa loSijom prognozom, veéim klini¢kim stadijumom i

razvojem udaljenih metastaza (81), imala je podjednaku distribuciju Apaf—1 pozitivnosti.

U odnosu na prezivele i umrle pacijente, Apaf—1 nije pokazao statisticku
znacajnost. Pacijenti koju su bili Zivi na kraju perioda pracenja imali su skoro ujednacene
vrednosti razli€itih nivo ekspresije. Kod pacijenata sa smrtnim ishodom nesto je ¢eS¢e bila

zastupljena 3+ pozitivnost, ito kod 15 od 31 umrlog pacijenta.

Ekspresija Apaf—1 nije imala statisticki zna¢aj ni u odnosu na ukupno
prezivljavanje. Pacijenti kod kojih je Apaf —1 pokazivao 1+ pozitivnost, imali su medijanu
prezivljavanja 125 meseci. Petogodisnje prezivljavanje za ove pacijente je iznosilo 78,6%,
desetogodisnje 50,8% a trinaestogodisnje 16,9%. Pacijenti sa 2+ ocenjenom ekspresijom

su imali najduzu medijanu prezZivljavanja u ovoj studiji od 149 meseci. Njihovo
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petogodisnje prezivljavanje je bilo 80%, posle deset godina 53,3%, a posle trinaest 26,7%.
Najkra¢u medijanu preZivljavnja su imali pacijenti sa 3+ ocenjenom ekspresijom i ona je
iznosila 60 meseci. PetogodiSnje prezivljavanje ovih pacijenata je bilo 65%,

desetogodisnje 45,8%, da bi na kraju trinaestogodiSnjeg perioda pracenja iznosilo 22,9%.

U procesu apoptoze bez obzira na vrstu stimulansa, kljuéni dogadaj predstavlja
kaskadna reakcija proteolitiCke aktivacije enzima kaspaza. Kaspaze, kao S§to smo veé
opisali, se mogu podeliti na inicijalne (2, 8, 9, 10) i efektorne (kaspaza 3, 6 i 7) (75). Neki
autori su u svojim istrazivanjima, prikazali razli¢itu kaspaznu ekspresiju u humanim
malignitetima. Imajuci u vidu da kaspaze u apoptozi igraju centralnu ulogu, oni smatraju da
gubitak kaspazne ekspresije doprinosi sposobnosti maligne ¢elije da izbegne apoptozu (82).
U skladu sa ovim, smanjena kaspazna ekspresija je povezana sa loSom prognozom i/ili
otporom na hemioterapiju kod razli¢itih vrsta tumora, kao $to su karcinom jednjaka (83),
nesitnocelijski karcinom pluca (84), meduloblastomi de¢jeg uzrasta (85) i drugi. Kaspaza 9
koja ucestvuje u unutrasnjem putu apoptoze, kao i kaspaza 3, efektorni enzim apoptoze, u

ovoj studiji su imunohistohemijski analizirane u ACC pljuvacnih Zlezda.

Nasi rezultati pokazuju da tumorske ¢elije ACC imaju citoplazmatsku i nuklearnu
pozitivnost na kaspazu 9. Sli¢nu pozitivnost su pokazivale i ¢elije Ewing’s sarkoma (ES)
(129). Za razliku od navedenih rezultata ekspresija kaspaze 9 je bila zastupljena samo u

citoplazmi ¢elija karcinoma prostate, kao i u ¢elijama zdravog tkiva prostate (87).

U naSem istrazivanju procenu intenziteta ekspresije kaspaze 9 su vrSila dva
nezavisna patologa, pri ¢emu je indeks saglasnosti u ocenjivanju bio zadovoljavajuci.
Najveci broj ispitanika, 54%, je imao 2+ ocenjenu ekspresiju ovog enzima. Jako (3+)
izrazena ekspresija je bila zastupljena kod 42% ispitanika, a samo tri (6%) ispitanika su
imala ekspresiju ocenjenu sa 1+. Intenzitet ekspresije kaspaze 9 u c¢elijama ACC se
pokazao kao statisticki znaCajan. Sumiraju¢i nase rezultate, a oslanjajuci se na rezultate 1z
literature, povecana ekspresija kaspaze 9 u tumorskim ¢elijama ACC pljuvacénih Zlezda, ide

u prilog indolentnom rastu ovog tumora.
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Sli¢no nasim rezultatima, visoko ocenjenu ekspresiju kaspaze 9 u najvec¢em broju
slucajeva pokazivale su i ¢elije karcinoma kolona. Procenu imunohistohemijskog bojenja
su vrsila tri nezavisna posmatraca, ocenjuju¢i procenat pozitivnih ¢elija skorom od 0 do 4.
Od ukupno 126 pacijenata sa kolorektalnim karcinomom, kaspaza 9 se eksprimovala kod
36% ispitanika u svim tumorskim celijama (skor 4), a kod 27% ispitanika je imala
pozitivnost od 60% do 100% c¢elija. Samo kod 8% tumora, ¢elije nisu uopste pokazivale
pozitivnost (skor 0) (79). Jaka ekspresija kaspaze 3 je bila i kod pacijenata sa karcinomom
prostate. Ova studija je ispitivala i ekspresiju kaspaze 9 u zdravom tkivu prostate i
slu¢ajevima sa intraepitelnom neoplazijom prostate (eng- prostate intraepithelial neoplasia
(PIN)) pri ¢emu je dobijen sli¢an intenzitet bojenja kao i u ¢elijama karcinoma prostate (87)
Medutim, Gonzalo Rodriguez-Berriguete BS i saradnici (82), su prikazali da je nivo
ekspresije kaspaze 9 manji u Celijama karcinoma u odnosu na normalno tkivo prostate.
Detaljnom analizom broja pozitivnih uzoraka je utvrdeno da je doSlo do regresije u
ekspresiji kaspaze 9, izmedu zdravog tkiva prostate preko benignih hiperplazija, do uzoraka
sa karcinomom prostate. Autori, smatraju da smanjenje ekspresije kaspaze 9 u karcinomu
prostate, u odnosu na zdravo tkivo, moZze biti povezano sa neosetljivos¢u na apoptozu i
stoga doprinosi rastu tumora. Takode su miSljenja da ovo smanjenje moze da bude
uklju¢eno u malignu transformaciju ¢elija, zbog akumulacije onkogenih mutacija koje bi
inace bile eliminisane. Kod pacjenata sa ES, kaspaza 9 se u najve¢em broju (66%)
sluajeva, za razliku od procene njene ckspresije u ACC pljuvacénih Zlezda, slabo
eksprimovala (1+). Jaka ekspresija (3+) je bila zastupljena kod 34% ispitanika (86).

Govindarajah V. i saradnicu su ispitivali imonohistohemijsku ekspresiju kaspaze 9
kod 60 pacijentkinja sa adenokarcinomom dojke kod pre- i post-menopauzalnih Zena. Radi
dobijanja preciznijeg rezultata ocene kaspaza 9 pozitivnih celija, kao i u nasoj studiji,
procenjivala su dva posmatraca. Dobijeni rezultati su pokazali da je najveca ekspresija
kaspaze 9 bila u tumorima gradusa I i da je opadala sa pove¢anjem gradusa tumora. Takode
su uocili da je pozitivnost bila zastupljenija u tumorima koji su se razvijali kod post-
menopauzalnih u odnosu na tumore kod pre-menopauzalnih Zena. Ovu Cinjenicu autori
objasnjavaju time da su tumori dojke kod pre-menopauzalnih Zena agresivnijeg ponasanja u

odnosi na tumore dojke kod post-menopauzalnih Zena (88)
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Da bi se utvrdila moguénost koriS¢enja kaspaze 9 kao prognostickog markera,
analizirana je i njena ekspresija u odnosu na klini¢ko-patoloske parametre. Ekspresija
kaspaze 9 u ¢elijama ACC je imala statistiCku znacajnost u odnosu na pol pacijenata. Kod
osoba muskog pola, dominantno je bila zastupljena 2+ pozitivnost, i to kod 89,5%
ispitanika. Za razliku od muskog pola, dominantna je bila 3+ pozitivnost tumorskih ¢éelija
(58,1%) kod osoba zenskog pola.

U odnosu na starost pacijenata sa ACC, nije postojala statisticka znacajnost
imunnohistohmemijske ekspresije kaspaze 9. Prose¢na starost ispitanika sa jakom
ekspresijom je bila 57,5 godina, a sa umerenom 60 godina, dok je slabo izrazena
pozitivnost ili je ona nedostajala bila zastupljena kod ispitanika prosecne starosne dobi od

54 godine.

U odnosu na lokalizaciju, tumori parotidne pljuvacne zlezde, malih pljuvacnh
zlezda tvrdog nepca i drugih malih pljuvac¢nih zlezda usne duplje, su uglavnhom pokazivali
umerenu (2+) kaspaza 9 pozitivnost. Takode smo prikazali da su ¢elije ACC lokalizovanih
u submandibularnoj pljuvacnoj Zlezdi, najceS¢e pokazivale visoko ocenjenu

imunoreaktivnost (3+) za ovo antitelo.

U odnosu na histoloski tip tumora, kribriformni i tubularni oblik, su pokazivali sva
tri nivoa kaspaza 9 ekspresije, a kod solidnih tumora nije bio nijedan slucaj sa 1+
ocenjenom pozitivno$¢éu. Kribriformni tumori najcesée su imali, (57,1%), jako (3+)
izrazenu ekspresija kaspaze 9, dok je kod tubularnih i solidnih dominirala umerena (2+)

pozitivnost.

U nasem radu nije postojala statisticki znaCajna povezanost izmedu ekspresije
kaspaze 9 1 prezivljavanja obolelih od ACC. Ukupno prezivljavanje pacijenta je najduze
praceno trinaest godina. Kaspaza 9 pozitivnost koja je ocenjena sa 1+, je bila prisutna kod 3
pacijenta. Umereno ocenjena ekspresija kaspaza 9 je bila prisutna kod dvadesetsedam
pacijenata, ¢ija je medijana prezivljavanja iznosila 85 mesecci. Posle pete godine pracenja,
prezivljavanje za ove pacijente je iznosilo 63%, nakon desete 44,4% i na Kraju

trinaestogodi$njeg perioda 18,5%. Dvadeset pacijenata sa jakom ekspresijom kaspaze 9,
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imali su medijanu prezivljavanja 119 meseci, pri ¢emu je posle pete godine bilo 65% Zivih

ispitanika, posle desete 45,8%, a nakon trinaeste 22,9 %.

U literaturi su dosta oskudni podaci o povezanosti ekspresije kaspaze 9 u odnosu na
klinicko-ptaoloske parametre malignih tumora. Jedna studija je dokazala da je poviSen
nivo ekspresije kaspaze 9 pokazivao znacajnu povezanost sa metastatskim potenicijalom
nesitnocelijskog karcinoma pluca (89). Kod pacijenata sa kolorektalnim karcinomom,
kaspaza 9 se nije pokazala kao nezavistan prognosticki parametar. Medutim, kori§¢enjem
Kaplan—Mejerove analize, pacijenti sa visokom ekspresijom ovog molekula u tumorskim
¢elijama, imali su krace prezivljavanje bez znakova bolesti u odnosu na pacijente sa niskom
ekspresijom (79). Kao i u nasem ispitivanju, ekspresija kaspaze 9 se nije pokazala kao
znaajan parametar ukupnog prezivljavanja kod pacijenata sa ES. Medutim, pacijenti sa
nizim nivoom ekspresije kaspaze 9 imali su loSije preZivljavanje bez znakova bolesti u
odnosu na pacijente sa ve¢im nivoom ekspresije ovog molekula. Stoga autori smatraju da
nizak nivo ekspresije kaspaze 9 moze indikovati pacijente koji bi najverovatnije imali

koristi od tretmana preko receptora smrti i kaspaza 8 posredovanog puta apoptoze (86).

Apoptozni proces zavisi i od aktivnosti egzekutornih kaspaza kao $to su kaspaze 3 i
7 (82). Kaspaza 3 se smatra osnovnom efektornom kaspazom u kasakadnom putu i
najdirektnije je povezana sa programiranom smrti ¢elije (90, 91, 92). Zbog svoje uloge,
predlozeno je da njena ekspresija oznacava povecanu ostetljivost na apoptozu, odnosno
aktiviranje apoptoze ili oba procesa (93). lako ova kaspaza dovodi do razgradnje proteina
unutar ¢elije, ona ima i veliku ulogu u patogenezi i terapiji niza humanih tumora, a u nekim

slu¢ajevima je korelirala sa njihovim klini¢kim karakteristikama (83, 84, 94, 95, 96, 97).

U na$oj studiji smo prikazali da se kaspaza 3 u ¢elijama ACC pljuvacnih zlezda
eksprimovala samo u citoplazmi tumorskih ¢elija. Ocenu ove ekspresije su takode vrSila
dva nezavisna patologa, kao kod dva predhodna antitela. MiSljenja patologa u proceni
imunopozitivnosti kaspaze 3 nisu se slagala samo kod pet sluCajeva, tako da je stopa

slaganja iznosila 90%.
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Sli¢na, citoplazmatska lokalizacija kaspaze 3 wutvrdena je i kod papilarnog
karcinoma §titne zlezde (98), oralnog tumora granularnih Celija (99), karcinoma Zeluca i
hroni¢nog gastritisa (100), karcinoma kolona (75), difuznog krupnocelijskog B limfoma

(101), adenokarcinoma prostate (102).

Za razliku od nasih istrazivanja Celije nazofaringealnih karcinoma su pokazivale
jedarnu pozitivnost, i to uglavnom one ¢elije koje su imale morfoloske znake apoptoze
(103). Neka istrazivanja su dokazala da polovina ¢elija malignih tumora nervnih ovojnica
(peripheral malignant nerve sheat tumora - MPNSTS) su imali citoplazmatsku i nuklearnu
pozitivnost kaspaze 3, a polovina ¢elija samo nuklearnu. Isti autori su ukazali na nuklearnu
pozitivnost ¢elije neurofibroma. Oni takode navode da je prisustvo citoplazmatskog bojenja
1 visok nivo ekspresije kaspaze 3, ¢eS¢e povezan sa visokim gradusom tumora i visokim
mitotskim indeksom (104). U prilog ovoj tezi idu i rezultati jednog istrazivanja koje je
obuhvatalo tumore pankreasa, gde je celijska lokalizacija kaspaze 3 uticala na biolosko
ponasanje benignih 1 malignih neoplazmi. Nuklearna lokalizacija kaspaze 3 je statisticki
bila znaCajna za benigne tumore pankreasa, dok je citoplazmatska lokalizacija ovog

proteina korelirala sa invazivnos$¢u malignih tumora (105).

Ekspresija kapaze 3 je najceS¢e bila ocenjena kao jaka i umerena pozitivnost u
¢elijama ACC. Od pedeset ispitanika sa ACC, kod 42% je bila zastupljena 3+
imunopozitivnost, a kod 36% je ocenjena sa 2+. Negativna ili slabo izrazena ekspresija (1)
je bila najrede zastupljena, kod 22% ispitanika. Ucestalost ispitanika sa razli¢itom

ekspresijom kaspaze 3 nije pokazivala statistiCku znacajnost.

Sli¢no naSim rezultatima, najveci broj tumorskih ¢elija papilarnog karcinoma Stitne
zlezde, je pokazivao ekspresiju kaspaze 3 (98). Visok afinitet za ovo antitelo su pokazivale
i celije difuznog krupnocéelijskog B limfoma, kod vecine ispitanika (70%) (101). Ovo
antitelo je pokazivalo pozitivhost i u najve¢em broju slucajeva skvamocelularnog

karcinoma jednjaka, gde je dominirala jaka ekspresija (106).

Jaka imunopozitivnost je bila prisutna i kod 62% sluc¢ajeva sa meningeomom (107).

Autori su primetili da se kaspaza 3 dosta eksprimovala oko polja nekroze u atipi¢nim
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meningeomima. Stoga oni smatraju da je kaspazna aktivacija, narocito aktivacija kaspaze 3,

ukljucena u ishemijsku smrt éelije.

Za razliku od predhodnih rezultata, Varani¢ A. (108), je prikazao umerenu i slabu
ekspresije kaspaze 3 u 96 slucajeva meningeoma. Takode, nesto manju ekspresiju kaspaze
3 pokazivale su i ¢elije adenokarcinoma prostate, gde je bila zastupljena umerena
pozitivnost (102). Umerena ekspresija je bila najzastupljenija i kod pacijenata sa oralnim

tumorom granularnih ¢elija (99) i u ¢elijama karcinoma kolona (109).

Za razliku od nasih rezultata, kod glioblastoma, intenzitet ekspresije kaspaze 3 je u
73% sucajeva ocenjena sa 1+, od ukupno 30 ispitanika. Umerena (2+) pozitivnost je bila
zastupljena kod 16,6%, a visoka kod 3,33% ispitanika. Autori su u ovom radu ukazali da
kaspaza 3 ima uceS¢e u procesu migracije ¢elija, na Sta ukazuju i drugi autori U SV0jOj

publikaciji (110).

Rezultati ekspresije kaspaze 3 u karcinomima Zzeluca se znatno razlikuju od
rezultata naseg istrazivanja. Od 48 ispitanih slucajeva karcinoma Zeluca, kaspaza 3 se
eksprimovala samo u 15 slucajeva (14,8%), gde je kod 9 slucajeva bila slaba pozitivnost u
¢elijama, a u 6 sluCajeva umerena pozitivnost. Ovaj tumor nije pokazivao 3+
imunopozitivnu reakciju. U odnosu na histoloSke tipove, ve¢u ekspresiju kaspaze 3 su
pokazivali slucajevi sa intestinalnim gastricnim karcinomom (52,4%), u odnosu na difuzne
gastri¢ne karcinome gde je ova pozitivnost bila zastupljena kod 14,8% slucajeva. Takode
je primeceno da je ekspresija kaspaze 3 bila jako smanjena u tumorskim ¢elijama u odnosu
na njenu ekspresiju u normalnoj sluzokozi zeluca i1 u sluc¢ajevima sa hroni¢nim gastritisom.
Stoga autori smatraju da nishodno regulisana ekspresija kaspaza 3 moze biti vazan

unutrasnji faktor koji omogucava tumorskim ¢elijama rezistenciju na apoptozu (100).

U literaturi su prikazani razliiti rezultati znacaja ekspresije kaspaze 3 u odnosu na

klini¢ko patoloske parametre.

Ispitujuci ekspresiju kaspaze 3 u odnosu na pol i lokalizaciju kod pacijenata sa
malignim i atipicnim meningeomima, nije se pokazala kao znacajan statisticki faktor (108).

Sli¢ne rezultate su prikazali i Konstantinidou AE i saradnici (107), pri ¢emu su u njihovom
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ispitivanju bili ukljuceni i slucajevi benignih meningeoma. S obzirom da je ekspresija
kaspaze 3 u ovoj studiji bila ve¢a u atipi¢nin u odnosu na benigne meningeome, autori su
miSljenja da se ova efektorna kaspaza moze predloziti kao marker progresije benignih
tumorskih ¢elija u maligne. Takode, smatraju da kaspaza 3 moze imati prognosticku ulogu
u recidiviranju benignih meningeoma. Pacijenti kod kojih su dijagnostikovani benigni
meningeomi imali su u preko 50% slucajeva recidive. Na ulogu kaspaze 3 kao prediktora
bilo§kog ponasanja tumora ukazuju i Wilson CT i Robinson AR (111). Oni su u svom radu
dokazali da je ckspresija kaspaze 3 viSe ispoljena u adenomima u odnosu na
adenokarcinome bazalnih ¢elija pljuva¢nih Zlezda, i nedvosmisleno zaklju¢uju da je
kaspaza 3, pored smanjenja bcl-2 ekspresije, pokazatelj benigne u odnosu na malignu

morfologiju.

Imunohistohemijska ekspresija kaspaze 3 u celijama difuznog krupnocelijskog B
limfoma, takode nije imala statistickog zna¢aja u odnosu na pol i starost pacijenata kao ni u
odnosu na stadijum bolesti (101). Sli¢ni rezultati su dobijeni kod pacijenata sa karcinomom
kolona. Medutim, u ovoj studiji je kaspaza 3 pokazala statistiCku znacajnost u odnosu na
metastaziranje i recidiviranje ovog tumora. Pacijenti kod kojih su bile prisutne metastaze u
jetri i kod kojih su se javili recidivi, imali su zna¢ajan gubitak ekspresije kaspaze 3 (109).
Oudejans JJ i saradnici (103) su pokazali da je potpuno odsustvo aktivnosti kaspaze 3 u
biopsijskom materijalu pacijenata sa nazofaringealnim karcinomom, snazno povezano sa

veoma slabom klini¢kom slikom.

Statisticku znacajnost nije pokazivala ekspresija kaspaze 3 ni u odnosu na godine,
stadijum, prisustvo metastaza u limfnim ¢vorovima i histoloski tip tumora kod pacijenata sa
planocelularnim karcinomom jednjaka (106). Nije imala znacaja ni u odnosu na faktore koji
su pokazatelji agresivnog ponaSanja papilarnih karcinoma Stitne zlezde, kao Sto su

kapsularna i vaskularna invazija (98).

U naSoj studiji rezultati ekspresije kaspaze 3, nisu bili u korelaciji sa ispitivanim
klinicko-patoloskim parametrima (pol, starost, lokalizaciju i histoloski tip tumora, ishod
bolesti i ukupno prezivljavanje) obolelih sa ACC. Tumori lokalizovani u submandibularnoj

1 malim pljuvacnim Zlezdama tvrdog nepca su najces¢e imali zastupljenu jaku ekspresiji
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kaspaze 3. Kod parotidno lokalizovanih tumora nije bilo slucajeva sa negativnom odnosno
slabom ekspresijom ove kaspaze, a $to je pored umerene ekspresije dominiralo kod tumora
malih pljuva¢nih Zlezda drugih lokalizacija u usnoj duplji. U odnosu na histoloski tip,
razli¢iti nivoi ekspresije kaspaze 3 su bili skoro ujednaceni kod kribriformnih i solidnih
tumora. Kod tumora sa tubularnom mikroskopskom slikom najc¢esce je ocenjena kao jako

izrazena.

Znacajnost ekspresije kaspaze 3 u odnosu na ishod bolesti u literaturi nisu u
saglasnosti kod humanih tumora. Nasi rezultati ukazuju da kod vise od polovine pacijenata
sa ACC, a koji su bili zivi na kraju perioda pracenja, bila je izrazena jaka pozitivnost
kaspaze 3. Kod pacijenata sa smrtnim ishodom je naj¢eSce bila umerena ekspresija. | u
pogledu prezivljavanja pacijenata ekspresija kaspaze 3 u ACC, nije pokazala statisticki
znacaj. Najduze desetogodisnje prezivljavanje (61,9%) su imali pacijenti sa jako izrazenom
ekspresijom kaspaze 3. Najkrace preZivljavanje (22,7%), za isti period pracenja, je bilo kod
pacijenata sa slabom ili negativnom ekspresijom, dok je kod pacijenta sa umerenom

pozitivnos¢u ono iznosilo 33%.

Sliéno nasim rezultatima, ekspresija kaspaze 3 kod pacijenata sa palnocelularnim
karcinomom jezika (112), i kod ispitanika sa dijagnostikovanim MPNSTs (104), takode
nije pokazivala znaCajnost u odnosu na pezivljavanje. Kod pacijenata sa malignim i
atipi¢cnim meningeomima, kod kojih je veca ekspresija kaspaze 3 korelirala sa ve¢im
gradusom tumora, takode se nije pokazala kao znacajan parametar u odnosu na ukupno

prezivljavanje (108).

Za razliku od ovih rezultata, u drugoj studiji dobijeni su podaci o ekspresiji kaspaze
3 u meningioma. Univarijantna analiza je pokazala znatno kra¢e vreme prezivljavanja bez
znakova bolesti za pacijente kod kojih se eksprimovala kaspaza 3 u odnosu na pacijente bez
njene ekspresije (107). Takode se ekspresija kaspaze 3, pokazala kao relevantan
prognosticki faktor u proceni prezivljavanja pacijenata sa planocelularnim karcinomom
jednjaka. PetogodiS$nje prezivljavanje pacijenata sa pozitivnim izrazom kaspaze 3 je bilo
25%, dok pacijenti sa negativnom kaspazom 3 su imali petogodiSnje prezivljavaje 6%
(106).
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U nasoj studiji, smo takode vrsili 1 korelaciju intenziteta ekspresije Apaf-1, kaspaze
913 u ACC pljuvacnih zlezda. U dostupnoj literaturi nema podataka o korelaciji navedenih
markera unutrasnjeg puta apoptoze. Nasi rezultati su pokazali statisticki zna¢ajnu korelaciju
ekspresije kaspaze 3 i Apaf-1. Mi smatramo da ovi markeri imaju znacajnu ulogu u
patogenetskim mehanizmima ACC, i da zajedno sa kaspazom 9, predstavljaju predmet
buducih istrazivanja, u cilju boljeg razumevanja razvoja ovog tumora i postizanja $to boljeg

terapijskog odgovora.

Koriste¢i imunohistohemijsku analizu mi smo pokusali da utvrdimo koji protein
unutrasnjeg puta apoptoze, moze biti nezavistan prognosticki marker u ACC pljuvacnih
zlezda. Univarijantnom Koksovom regresionom analizom je dokazano da Apaf-1, kaspaza
9 i 3 nisu prediktori prezivljavanja kod pacijenata sa ovim tumorom. Ovde treba naglasiti
da je univarijantna Koksova regresiona analiza, pokazala da samo starost pacijenata moze
biti prediktor slabijeg prezivljavanja obolelih od ACC, od svih posmatranih parametara.
Obzirom da je samo jedan faktor u univarijantnom modelu izdvojen kao statisticki

znacajan, multivarijantni regresioni model nije bilo moguce formirati.
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6. ZAKLJUCCI



Na osnovu dobijenih rezultata u ovom istrazivanju dosli smo do slede¢ih zakljucaka:

U adenoidnom cisticnom karcinomu ekspresija Apaf-1 nije u korelaciji sa klonic¢ko-
patoloSkim parametrima (pol, starost, lokalizacija, histoloski tip tumora, ishod bolesti i

ukupno prezivljavanje) i zato smatramo da on ne moze biti samostalni prognosticki faktor.

Utvrdena je pozitivna korelacija ekspresije kaspaze 9 u odnosu na pol pacijenata sa
adenoidnim cisti€énim karcinomom pljuvacnih Zlezda. Znacajno izrazenija ekspresija kaspaze
9 zabelezena je kod obolelih osoba zenskog pola sa jakim intenzitetom, dok je kod ispitanika

muskog pola najveci broj obolelih imao umereno izrazenu ekspresiju.

Razli¢iti nivoi intenziteta ekspresije kaspaze 3 se nisu pokazali kao statisticki znacajan
faktor u odnosu na ispitivane klinicko-patoloSke parametre pacijenata obolelih od

adenoidnog cisti¢nog karcinoma pljuvacnih Zlezda.

Prema rezultatima univarijantne Koksove regresione analize samo se starost pacijenata

izdvojila kao prediktor prezivljavanja posmatrane grupe obolelih sa adenoidnim citi¢énim

karcinomom.
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Prilog 1.

Izjava o autorstvu

Potpisani-a _ Branko S. Dozi¢

broj upisa

I1zjavljujem
da je doktorska disertacija pod naslovom

"Imunohistohemijska analiza i prognosticki znacaj markera unutrasnjeg puta
apoptoze u adenoidnom cisticnom karcinomu pljuvacnih zlezda”

e rezultat sopstvenog istrazivackog rada,

e da predlozena disertacija u celini ni u delovima nije bila predlozena za dobijanje
bilo koje diplome prema studijskim programima drugih visokoskolskih ustanova,

e da su rezultati korektno navedeni i
e da nisam krSio/la autorska prava i koristio intelektualnu svojinu drugih lica.

Potpis doktoranda

U Beogradu, 1.10.2015. god.
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Izjava o istovetnosti Stampane i elektronske verzije
doktorskog rada

Ime i prezime autora Branko Dozi¢

Broj upisa

Studijski program

Naslov rada "Imunohistohemijska analiza i prognosticki znacaj markera
unutrasnjeg puta apoptoze u adenoidnom cisticnom karcinomu pljuvaénih
Zlezda"”

Mentor _Prof. dr lvan Borici¢

Potpisani Branko Dozi¢

izjavljuiem da je Stampana verzija mog doktorskog rada istovetna elektronskoj verziji
koju sam predao/la za objavljivanje na portalu Digitalnog repozitorijuma Univerziteta
u Beogradu.

Dozvoljavam da se objave moji liéni podaci vezani za dobijanje akademskog zvanja
doktora nauka, kao $to su ime i prezime, godina i mesto rodenja i datum odbrane rada.

Ovi liéni podaci mogu se objaviti na mreznim stranicama digitalne biblioteke, u
elektronskom katalogu i u publikacijama Univerziteta u Beogradu.

Potpis doktoranda

U Beogradu, 01.10.2015. god.
b | M{/
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Izjava o koriS¢enju

Ovladcujem Univerzitetsku biblioteku ,Svetozar Markovi¢“ da u Digitalni repozitorijum
Univerziteta u Beogradu unese moju doktorsku disertaciju pod naslovom:

"Imunohistohemijska analiza i prognostic¢ki znacaj markera unutrasnjeg puta
apoptoze u adenoidnom cisticnom karcinomu pljuvaénih zlezda”

koja je moje autorsko delo.

Disertaciju sa svim prilozima predao/la sam u elektronskom formatu pogodnom za
trajno arhiviranje.

Moju doktorsku disertaciju pohranjenu u Digitalni repozitorijum Univerziteta u Beogradu
mogu da koriste svi koji postuju odredbe sadrzane u odabranom tipu licence Kreativne
zajednice (Creative Commons) za koju sam se odlucio/la.

1. Autorstvo

2. Autorstvo - nekomercijalno

3. Autorstvo — nekomercijalno — bez prerade

4. Autorstvo — nekomercijalno — deliti pod istim uslovima
5. Autorstvo — bez prerade

6. Autorstvo — deliti pod istim uslovima

(Molimo da zaokruzite samo jednu od Sest ponudenih licenci, kratak opis licenci dat je
na poledini lista).

Potpis doktoranda

U Beogradu, 01.10.2015.god. W22 S/
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1. Autorstvo - Dozvoljavate umnozavanje, distribuciju i javno saopstavanje dela, i
prerade, ako se navede ime autora na nacin odreden od strane autora ili davaoca
licence, ¢ak i u komercijalne svrhe. Ovo je najslobodnija od svih licenci.

2. Autorstvo — nekomercijalno. Dozvoljavate umnozavanje, distribuciju i javno
saops$tavanje dela, i prerade, ako se navede ime autora na nacin odreden od strane
autora ili davaoca licence. Ova licenca ne dozvoljava komercijalnu upotrebu dela.

3. Autorstvo - nekomercijalno — bez prerade. Dozvoljavate umnozavanje, distribuciju i
javno saops$tavanje dela, bez promena, preoblikovanja ili upotrebe dela u svom delu,
ako se navede ime autora na nacin odreden od strane autora ili davaoca licence. Ova
licenca ne dozvoljava komercijalnu upotrebu dela. U odnosu na sve ostale licence,
ovom licencom se ogranic¢ava najveci obim prava kori§éenja dela.

4. Autorstvo - nekomercijalno — deliti pod istim uslovima. Dozvoljavate umnozavanje,
distribuciju i javno saopstavanje dela, i prerade, ako se navede ime autora na nadin
odreden od strane autora ili davaoca licence i ako se prerada distribuira pod istom ili
slicnom licencom. Ova licenca ne dozvoljava komercijalnu upotrebu dela i prerada.

5. Autorstvo — bez prerade. Dozvoljavate umnozavanje, distribuciju i javno
saopstavanje dela, bez promena, preoblikovanja ili upotrebe dela u svom delu, ako se
navede ime autora na nacin odreden od strane autora ili davaoca licence. Ova licenca
dozvoljava komercijalnu upotrebu dela.

6. Autorstvo - deliti pod istim uslovima. Dozvoljavate umnozavanje, distribuciju i javno
saopstavanje dela, i prerade, ako se navede ime autora na nacin odreden od strane
autora ili davaoca licence i ako se prerada distribuira pod istom ili sli¢nom licencom.
Ova licenca dozvoljava komercijainu upotrebu dela i prerada. Sli¢na je softverskim
licencama, odnosno licencama otvorenog koda.

91



