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ZNACAJ EKSPRESIJE FAKTORA PROLIFERACIJE | PROTEINA REGULACIJE
CELIJSKOG CIKLUSA U GIGANTOCELULARNOM TUMORU KOSTI

SAZETAK

Uvod: Gigantocelularni tumor kosti (GCTB) je primarni kostani tumor koga karakterise prisustvo
dve ¢elijske populacije: dzinovske Celije tipa osteoklasta i monojedarne stromalne éelije koje
predstavljaju pravu neoplasticnu tumorsku komponentu. Biolosko ponasanje GCTB je
nepredvidivo. Terapija izbora za gigantocelularni tumor kosti je hirurS§ka. Medutim, pojava
recidiva nakon hirurke intervencije je opisana kod zna¢ajnog broja pacijenata i kreée se od 10 do
25%. Postoji veliki broj studija koje se bave analizom bioloskog ponasanja GCTB, pre svega sa
ciljem predvidanja nastanka recidiva. One su veoma znacajne jer ukazuju da GCTB sa agresivnijim
bioloskim ponaSanjem zahteva i agresivniji terapijski pristup. NaSe istraZivanje se odnosi na
odredivanje razli¢itih klini¢ko-radiolosko-patohistoloskih parametara koji bi mogli uticati na
predikciju bioloskog ponasanja GCTB, odnosno predvidanje pojave recidiva. Izdvajanjem i jasnim
definisanjem karakteristika tumora koje bi mogle ukazivati na povecan rizik za ponovnu pojavu
GCTB, nakon hirurSke terapije, moglo bi eventualno opravdati i ekstenzivnost/agresivnost

terapijskog pristupa.

Ciljevi: Gigantocelularni tumor kosti je benigni tumor, koji i danas ima nepredvidljivo ponaSanje,
morfolosko 1 klini€¢ko. U cilju preciznijeg utvrdivanja ponasanja tumora i utvdivanja novih

prognostickih faktora, postavili smo sledece ciljeve:

1. Utvrdivanje korelacije ekspresije Ki-67, p53 i Ciklin D1 u tkivu gigantocelularnog tumora
kosti sa bioloskim ponasanjem ovog tumora (pojavom rest-recidiva ili pojavom pluénih

metastaza).

2. Utvrdivanje korelacije ekspresije Ki-67, p53 i Ciklin D1 u tkivu gigantocelularnog tumora
kosti sa klini¢ko-patoloSkim prognostickim parametrima (klinicka GTM, Enneking-ova

klasifikacija).

Metodologija: Ova teza je izvedena kao studija preseka, u koju je ukljuceno 164 pacijenata kojima
je u periodu od 1964-2008. god. na Institutu za patologiju Medicinskog fakulteta u Beogradu
dijagnostikovan gigantocelularni tumor kosti, a koji su operisani na Institutu za Ortopedsko-

hirurske bolesti ,,Banjica®. Kriterijumi za ukljuc¢enje u studiju bili su: patohistoloski verifikovan



gigantocelularni tumor kosti. Kriterijumi za iskljucenje iz studije bili su: nekompletnost podataka

preuzetih iz Istorije Bolesti IOHB "Banjica”, period prac¢enja kraci od 3 godine.

Rezultati: U cilju odredivanja potencijalnih prediktivnih parametara za nastanak recidiva
analizirani su klini¢ko-radiolosko-patohistoloske karakteristike tumora. Univarijantnom
logistickom regresijom(ULR) je od 16 analiziranih varijabli, koje predstavljaju potencijalne
prediktorne faktore za nastanak recidiva GCTB, izdvojno 4 visoko-statisticki znac¢ajna parametra:
1) lokalizacija lezije, 2) broj hirurskih intervencija,3) nuklearna ekspresija p53 u monojedarnim
¢elijama, 4) nuklearna ekspresija CyclinaD1u dzinovskim, multijedarnim ¢elijama. Utvrdeno je
cesce recidiviranje GCTB u humerusu (HR=3,641, p<0,001) i radijusu (HR=4,798, p=0,027), nego
u femuru. Zapazeno je da sa povecanjem broja hirurSkih reintervencija raste i verovatnoca za
nastanak recidiva. Nakon trece intervencije rizik za ponovno pojavu tumora je 11 puta veci, u
odnosu na primarnu biopsiju (HR=11,026, p<0,001). Od imunohistohemijskih parametara koji se
mogu koristiti na biopsijskom uzorku, prilikom inicijalne dijagnostike pozitivnost monojedarnih
¢elija na p53 je gotovo 7 puta bila ¢eSc¢a kod tumora koji su dali recidive (HR=6,677, p<0,001).
Tumori koji su imali Cyclin D1 pozitivna jedra u dzivskim ¢elijama su 2 puta ¢e$ce recidivirali od
lezija koje nisu pokazivale ovu pozitivnost (HR=2,193, p=0,005). Univarijantna regresija je ove
varijable izdvojila kao nezavisne prognosticke parametre. Takode su stitstickim alatima (projekcija
ULR na ve¢i uzorak) u potencijalno znacajne prediktore ukljucena i sledeca dva kriterijuma: 1)
jasna destrukcija korteksa sa prisustvom ekstrakomapartmentalne lezije 1 2) histoloski kriterijumi
za malignost. U nasem uzorku je 2 puta ¢eSc¢a pojava recidiva kod destrukcije korteksa (HR=2,346,
p=0,075), dok maligni izgled tumora 3 puta ceS¢e ukazivao na pojavu recidiva (HR=3,418,
p<0,043). Sve izdvojene varijable su uklju¢ene u multivarijantnu logisti¢ku regresiju (MLR), ¢ime
je utvrdeno da je ekspresija p53 u monojedarnim celijama najznacajniji prediktorni faktor
(HR=6,181 p<0,001), ¢ija pozitivnost ukazuje Na 6 puta vecu verovatnocu za pojavu recidiva u
GCTB. Ostali parametri nisu multivarijantnom regresijom potvrdeni kao prediktori nastanka
recidiva. Medutim, uoceno je da je ekspresija Ciclina D1 u dzinovskim ¢éelijama, koje sadrze manje
od 15 jedara, takode stisti¢ki znacajna (HR=8,398, p=0,038) za predikciju recidiviranja i ukazuje

na 8 puta ¢eS¢i nastanak recidiv kod pozitivnih tumora.

Zakljucci: Analiza ekspresije faktora proliferacije, kao i regulatora celijskog ciklusa, ipak ima
znaCajanu ulogu u proceni i predvidanju ponasanja GCTB. Najznacajnija uloga se ogleda u

imunohistohemijskoj nuklearnoj pozitivnosti stromalnih celije na p53, i on je najznacajniji



parametar u predikciji recidiva. Drugo po znacajnosti je nuklearna pozitivnost Cyclina D1, 1 to u
¢elijama sa manje od 15 jedara i takode se moze re¢i da predstavlja predikcioni faktor. I poslednja
ali ne manje vazna je ekspresija f-katenina u citoplazmi monojedarnih, kao i u jedrima dzinovskih
¢elija, koja visoko korelira sa nastankom patoloske fracture kod GCTB. Pozitivnost 3-katenina u
¢elijama GCTB ukazuje i na aktivaciju Wnt puta, a to predstavlja doprinose¢i faktor za lokalno
destruktivno ponasanje ovog tumora. Kada ove parametre poveZzemo sa klinickim pokazateljima
agresivnog ponasanja GCTB zakljuujemo, da se postavkom ovih parametara moze, ipak sa ve¢om
sigurno$c¢u postaviti preciznija indikacija, za agresivniji terapijski — hirurski pristup u terapiji
GCTB.

Kljuéne redi: Gigantocelularni tumor kosti, recidiv, Ki 67, Cyclin D1, p53,
—Catenin, Wnt put.
Naucna oblast: Medicina

UZa naucna oblast: Ortopedska hirurgija, patologija.



THE SIGNIFICANCE OF EXPRESSION PROLIFERATION FACTORS AND CELL
CYCLE REGULATION PROTEINS IN GIANT CELL TUMOR OF BONE

SUMMARY

Introduction: Giant cell tumor of bone (GCTB) is a primary bone tumor, characterized by the
presence of two cell populations: osteoclast-like giant cells and mononuclear stromal cells, which
are, in fact, the real neoplastic tumor component. Biological behavior of the GCTB is
unpredictable. Apart from the locally aggressive growth followed by the destruction of bone tissue
and propagation in the surrounding soft tissue, as well as frequent incidence of fractures and
relapses, the occurrences of pulmonary metastases are also reported. The therapy of choice for
giant cell tumor of bone is surgical. However, the recurrence after surgical intervention is found
in significant number of patients, i.e. at a rate of 10 to 25%. A large number of studies deal with
analyzing the biological behavior of GCTB, primarily in order to predict the recurrence. Those
studies are of great importance, since they imply that GCTB with a more aggressive biological
behavior also requires a more aggressive therapeutic approach. Our research refers to determining
various clinical, radiological and pathohistological parameters which may have an influence on
predicting the biological behavior of GCTB, i.e. on predicting the incidence of relapses. Detecting
and clearly defining the tumor characteristics which could indicate an increased risk of GCTB
recurrence after surgical therapy might account for the extensiveness/aggressiveness of therapeutic

approach.

Objective: Giant Cell Tumor of Bone is a benign tumor, which still has an unpredictable behavior,
morphology and clinical. In order to precisely determine the behavior of the tumor and the

determining of new prognostic factors, we set the following objectives:

1. Establishing correlations expression Ki-67, p53 and Cyclin D1 in the tissues of giant cell tumor
of bone with the biological behavior of this tumor (the appearance of rest-relapse or emergence of

pulmonary metastases).

2. Establishing correlations expression of Ki-67, p53 and Cyclin D1 in the tissues of giant cell
tumor of bone with clinicopathological prognostic parameters (clinical GTM, Enneking's

classification).



Methodology: This thesis was carried out as a cross-sectional study, which included 164 patients
in the period from 1964 to 2008.god. at the Institute of Pathology, School of Medicine in Belgrade
diagnosed with Giant Cell Tumor of Bone, which were operated at the Institute for Orthopedic
Surgery "Banjica". Criteria for inclusion in the study were: histologically verified Giant Cell
Tumor of Bone. Criteria for exclusion from the study were: the completeness of the data taken

from the History of Diseases IOHB ,,Banjica”, a shorter follow-up period of 3 years.

Results: In order to determine possible predictive parameters for recurrence, the clinical,
radiological and pathohistological characteristics of tumors were analyzed. Out of 16 analyzed
variables, which presented possible predictive factors for the incidence of relapse of GCTB,
univariate logistic regression (ULR) was used to extract 4 highly statistically significant
parameters: 1) lesion localization, 2) number of surgical interventions, 3) nuclear p53 expression
in mononuclear cells, 4) nuclear Cyclin D1 expression in giant multinuclear cells. A more frequent
recurrence of GCTB was detected in humerus (HR=3,641, p<0,001) and radius (HR=4,798,
p=0,027) than in femur. It was observed that, with the increase of surgical reinterventions, the
probability of relapse also increased. After the third intervention, the risk of tumor recurrence was
11 times greater in comparison to the primary biopsy (HR=11,026, p<0,001). Out of
immunohistochemical parameters which could be used on biopsy samples, upon initial diagnostics,
the positivity of mononuclear cells on p53 was almost 7 times more frequent in recurrent tumors
(HR=6,677, p<0,001). Tumors displaying Cyclin D1 positive nuclei in giant cells were 2 times
more recurrent than lesions lacking in this positivity (HR=2,193, p=0,005). Univariate regression
detected these variables as independent prognostic parameters. Additionally, statistical tools (ULR
projection on a larger sample) were used to include the following two criteria into potentially
significant predictors: 1) clear destruction of cortex with the presence of extracompartmental
lesion and 2) histological criteria for malignancy. Our sample revealed recurrence which was 2
times more frequent when cortex was destructed (HR=2,346, p=0,075), whereas malignant tumor
appearance indicated 3 times more frequent incidence of relapse (HR=3,418, p<0,043). All
detected variables were included in the multivariate logistic regression (MLR), revealing that p53
expression in mononuclear cells was the most significant predictive factor (HR=6,181 p<0,001),
the positivity of which indicated 6 times higher probability for recurrence in GCTB. There were
no other parameters confirmed as recurrence predictors using the multivariate regression

technique. However, it was identified that the expression of Cyclin D1 in giant cells, containing



less than 15 nuclei, was also statistically significant (HR=8,398, p=0,038) for predicting the

recurrence, and that it demonstrated 8 times more frequent recurrence in positive tumors.

Conclusions: Analysis of the expression of the factors of proliferation and cell cycle regulators
has a significant role in assessing and predicting the behavior GCTB. The most important role is
reflected in the immunohistochemical nuclear positivity in stromal cells on p53, and he is the most
important parameter in predicting recurrence. The second significance of nuclear cyclin D1
positivity, in cells with less than 15 sails and can also be said to represent a predictive factor. And
last, but not least, is the expression of B-catenin in the cytoplasm mononuclear, as well as giant
cell nuclei, which is highly correlated with the development of pathologic fracture at GCTB. -
catenin positivity in the cells indicates the activation of Wnt putway, and this represents a
contributing factor for the local destructive behavior of this tumor. When these parameters,
connected with clinical indicators of aggressive behavior GCTB, we can conclude that the setting

of these parameters can, however, a more reliable set of indications, for aggressive surgical

approach.

Key words: Giant Cell Tumor of Bone, recurrence, Ki 67, Cyclin D1, p53,
-Catenin, Wnt pathway.

Scientific area: Medicine.

Specific scientific Area: Orthopedic Surgery, Pathology.
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1. UVOD



Lecenje tumora muskuloskeletnog sistema zahteva posebna znanja koja se odnose na:
klinicku sliku, metode klinicke procene, posebne laboratorijske analize, odredene patohistoloske
tehnike Siroko poznavanje ortopedsko rekonstruktivne hirurgije uz poznavanje radio, hemio i

fizikalne terapije.

Obzirom na ¢injenicu da su navedena polja iz razlicitih oblasti medicinske nauke, sasvim je
sigurno da pojedinac ne moze pokriti sve aspekte navedenog problema te da metodoloski pristup

i reSenje moze realizovati samo tim strucnjaka.

Poslednje decenije prate “kadrovske” promene u timu stru¢njaka kako Kvantitativno tako i
kvalitativno uz konstataciju da lider tima uvek ostaje ortopedski hirurg, ali uz neophodnost

prosirenja svog aspekta interesovanja pa i delovanja.

U istorijskoj fazi le¢enja tumora kostanog sistema, posle radioloske i histoloske verifikacije,
pristupalo se ablativnoj hirurgiji benignih odnosno amputacionoj malignih lezija bez analize

histohemijskih, odnosno bioloskih karakteristika tumora.

Medutim, poslednje dve decenije oznacene su raskidom sa navedenom tradicijom pri cemu
poseban znacaj lezi u razvitku novih tehnologija u sferi dijagnostike, hirurgije 1 rekonstruktivne
tehnike. Da bi racionalno i adekvatno izabrao najbolji modalitet lecenja, lezija mora biti
procenjena ne samo u odnosu na histoloSku varijantu, nego i u odnosu na biolosko ponaSanje,

preciznu anatomsko-topografsku lokalizaciju itd.

Sve dijagnosti¢ke procedure ukljucujuéi radiografiju, scintigrafiju, kompijuterizovanu
tomografiju i Nuklearnu Magnetnu Rezonanc (CT i NMR), kao i angiografiju, moraju biti u¢injene
u prebiopsijskoj fazi kako bi interpretacija histoloskog uzorka bila $to adekvatnija, a u sklopu

navedenog i realno planirana definitivna hirurska procedura.

Navedeni metodoloski pristup ima direktne implikacije na organizaciju ortopedsko-onkoloske

sluzbe.

Obzirom na ¢injenicu da se, na primer, u SAD prose¢no godisnje dijagnostikuje oko 8000
novih sluc¢ajeva neoplazmi porekla skeletnog sistema i da ovaj broj zbrinjava oko 14000
ortopedskih hirurga, ocigledno je da godi$nje hirurg ne moze sresti viSe od dva do tri slucaja Sto
je nedovoljno za sticanje znanja 1 iskustva, te se ovom patologijom mogu baviti iskljucivo

referentni centri i pojedinci.



U naSim uslovima, formiranje, referentnog centra je promenilo tradicionalni koncept

planiranja i lecenja tumora muskuloskeletnog sistema.

Tokom protekle 34 godine, odeljenje za leCenje tumora muskuloskeletnog sistema dozivelo
je razvoj dostojan poStovanja. Pre svega zahvaljujuci entuzijazmu svih ¢lanova tima koji je
obuhvatio: ortopedske hirurge, opSte hirurge, patologe, radiologe, hemoterapeute, fizijatre,
medicinske sestre. Svi oni su svako na svoj nacin, doprineli stvaranju referentnog centra.
Evidencija broja pacijenata pokazuje znac¢ajno povecanje broja, tokom vremena, a time je stvorena

respektabilna baza podataka.

Neophodno je naglasiti da ova oblast ortopedske hirurgije pokazuje visoki stepen
nepredvidljivosti, zahvaljuju¢i samoj prirodi sarkoma i lezija koje li¢e na njih. Tako da je upravo
ovakva organizacija tima i njegov rad jedini nacin da se dode do znacajnih rezultata. Ali takva
organizacija je dovela i do proSirenja interesovanja pa i integracije ideja, $to je inicijalno i bio cilj.

Ali sve ovo nije dovoljno...

Naravno, dobri rezultati i iskustvo samo obavezuju, primoravajuci sve ¢lanove tima da

preispituju svoj doprinos i rezultate, u cilju daljeg razvoja i napretka.



1.1. Klinic¢ka Klasifikacija tumora kosStanog porekla



Tumor dzinovskih celija — GCT je intramedularna koStana lezija sa Sirokom lepezom
prezentacija, koju ¢ine stromalne i dzinovske Celije.

Sa histoloske i imunoloske tacke gledista osteoklastom je tumor fibrohistiocitnog porekla.
Ovo je svakako mozda jedina lezija gde su dzinovske celije nastale fuzijom celija stromalnog
porekla.

Obzirom na fibrohistiocitno poreklo histohemijsko prebojavanje 1 elektronsku
mikroskopiju, stromalne ¢elije su morfoloski slicne osteoklastomima, tako da se u aktuelnoj
nomenklaturi koriste nazivi osteoclastom i gigantocelularni tumor.

Gigantocelularni tumor (GCT) prvi put pominje Bloodgood 1921. godine, a definiciju prvi
daju Jaffe, Lichtensein i Portis, 1940. godine [1-7].

Od tog vremena tumor je klasifikovan kao benigna, ali i kao maligna lezija. Zbog svoje
osnovne karakteristike, dzinovskih ¢elija, ali ne samo zbog toga ve¢ i zbog lokalne agresivnosti u
gradusu 3, pojave plu¢nih metastaza, i pojave maligniteta, mnogi autori su mu posvetili svoje
vreme, a on je 1 danas samo “Veliki iluzionista”. I danas, posle toliko godina, postavlja se pitanje;
da li su autori od 1940. godine (Jaffe i Lichtenstein) do devedesetih (Ennekong, Campanacci,
Capana, i mnogi drugi) bili u pravu kada su postavili teoriju 0 GCT kao benignom, agresivnom i
malignom tumoru. “Veliki iluzionista” je njih same primorao, da sebi i drugima danas postave
pitanje o stvarnom postojanju maligne varijante GCT [3-9].

Klini¢ka klasifikacija tumora koStanog porekla “Staging System” nastala je na Univerzitetu
u Floridi uz prethodnu retrogradnu analizu podataka razli¢itih neoplazmi pocev od 1960. do 1976.
godine. Sistem je proveravan od strane Udruzenja za Muskuloskeletne Tumore (Musculosceletal
Tumor Society) od 1976. do 1978. godine kada je prihva¢en u smislu interinstitucionalnog
protokola i publikovan je 1980. godine. Prihvacéen je 1985. godine od strane Americke Komisije
za Zglobove (American Joint Commission — AJC), a 1990. godine ga je usvojila Medunarodna
Unija za borbu protiv malignoma — International Union Agains Cancer — UICC [5,7,9].

Klasifikacija je bazirana na bioloSkom ponaSanju neoplazmi porekla vezivnog tkiva, 1
primenljiva je na lezije porekla iz kosti kao i mekih tkiva. Ova klasifikacija se ne koristi za
metastatske karcinome i lezije porekla kostne srzi (limfom, mijelom, leukemija itd.) koje imaju

vlastite parametre klinicke procene i klasifikacije.



Osnovni kriterijumi koji ¢ine ovaj sistem su:
Stepen — gradus (G),
Lokalizacija (T)

Metastaze (M).

STEPEN - GRADUS (G)
Predvidena su tri stepena: G-O (benigno), G-1 (malignitet niskog stepena) i G-2
(neoplazma visokog stepena maligniteta). Stepen tumora se odreduje kombinacijom klinickih,

radioloskih i histoloskih kriterijuma. [6,8,9,10].

G-0
KLINICKE KARAKTERISTIKE

Lezija je najces¢e asimptomatska 1 otkriva se Cesto sasvim slu€ajno. Retko moze biti
aktivna, sa minimalnim stepenom agresivnosti.
RADIOGRAFIJA

Na standardnoj radiografiji lezija se prezentuje kao zona naruSene koStane grade oko koje
se moZe uocCiti zona reaktivne kosti.
HISTOLOSKA ANALIZA

Histoloska analiza potvrduje da je lezija dobro diferencirana sa zrelim matriksom,
zanemarljivom nekrozom i bez ¢elijske atipije.
BIOLOSKO PONASANJE

Po definiciji lezija je benigne prirode i oznacava se arapskom nomenklaturom. Stepen 1.

odgovara latentnom, stepen 2. aktivnom, a stepen 3. agresivnom obliku.
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Slika 1. Klini¢ko gradiranje benignih tumora kosti.

G-1
KLINICKE KARAKTERISTIKE

Neoplazma, malih dimenzija sa minimalnom simptomatologijom. Veoma se retko srece
patoloski prelom.
RADIOGRAFIJA

Lezija se prezentuje slikom naruSene koStane grade, korteks je tanak, ne retko sa prekidom
kontinuiteta i invazijom u okolna tkiva, posebno u regionu neurovaskularnog snopa.
HISTOLOSKA ANALIZA

Lezija je dobro diferencirana sa nezrelim matriksom. Ponekad se sre¢u polja nekroze i
umerena Celijska atipija sa mitozama. Po Broderovoj ¢etvoro-stepenoj klasifikaciji, ovakav nalaz
odgovara stepenima G-1 ili G-2, a po tro-stepenoj Enzinger Kklasifikaciji G-1 i G-2 [8].
BIOLOSKO PONASANJE

Lezije klasifikovane kao G1 su niskog stepena maligniteta sa malim potencijalom ka ranim

metastazama. Ovi tumori poseduju pseudokapsulu i mikrosatelite izvan reaktivne zone.



G-2
KLINICKE KARAKTERISTIKE

U ovu grupu su svrstani tumori sa brzim rastom, velikog obima, akutnom
simptomatologijom i ¢estim patoloskim prelomima.
RADIOGRAFIJA

Tumorska granica kapsule i reaktivne zone je probijena, a periostalna reakcija, ukoliko se
javlja, odgovara Codmanovom trouglu. U vecini sluajeva tumor potiskuje neurovaskularne
elemente.

HISTOLOSKA ANALIZA

Tumor je slabo diferenciran sa malo ili bez nezrelog matriksa, Cesta su polja nekroze i
krvavljenja, izraZena je Celijska atipija sa brojnim mitozama. Po Broderovoj ¢etvoro-stepenoj
klasifikaciji korespondira se G-3 ili G-4, a po tro-stepenoj Enzinger klasifikaciji G-2 i G-3.
BIOLOSKO PONASANJE

Odgovaraju tumorima visokog stepena maligniteta sa visokom incidencijom ranog
metastaziranja. Oznaceni su rimskim brojem II. U odnosu na satelitske promene u blizini reaktivne
zone postoji znacajan rizik od “Skip” metastaza izvan reaktivne zone, ali u lozi ishodista
primarnog tumora.

LOKALIZACIJA (T)

Topografska lokalizacija tumora se svrstava u tri kategorije: T-O (intrakapsularna), T-1
(intrakompartmentna) i T-2 (ekstrakompartmentna). Kompartmenti ili anatomske loze
predstavljaju prirodne anatomske barijere u kojima je ishodiste neoplazme. Kada je u pitanju
lokomotorni sistem to moze biti kortikalna kost, zglobna hrskavica, zglobna kapsula, miSi¢ni
klivazi, nervni omotaci itd.

Ekstrakompartmentna lokalizacija (T2), je regija ograni¢ena tkivom koje nije u stanju da
ograni¢i propagaciju tumora. Radi se pre svega o tkivu oko magistralnih neurovaskularnih
snopova, paraartikularnom tkivu, predelu prepone, poplitealne fose, aksile, kubitalne fose itd.
Anatomska topografska lokalizacija tumora se odreduje kombinacijom radiografskog nalaza,

dopunskih dijagnotickih metoda, makro i mikroskopskim nalazima. [8-16].



T-0
T-0 predstavlja u celini inkapsuliranu leziju. Kapsulu tumora ¢ini zrelo vezivno tkivo, bez

obzira da li je lokalizovana u, ili izvan kompartmenta.

LEZIJA

KAPSULA

REAK. ZONA

INTRAKOMP.

EKSTRAKOM.

INTRAKOMPARTMENTNA
LI
EKSTRAKOMPARTMENTNA

INTRAKAPSULARNA @

Slika 2. Prikaz kategorije To
(intrakapsularna lezija u odnosu na kompartment)

T-1
T-1 predstavlja leziju koja je ekstrakapsulirana, ali se nalazi u kompartmanu iz koga potice.

Radiografski, tumor potvrduje ekstrakapsularnost sa okolnom reaktivnom reakcijom kosti.



T-2

[ ] tezua | xapsuLa ] REAK. ZONA [ ] INTRAKOMP. [l ExsTRAKOM.

EKSTRAKAPSULARNA A
I 1 INTRAKOMPARTMENTNA

Slika 3. Prikaz kategorije T1
(ekstrakapsularna lezija u kompartmanu)

Lezija T-2 je znacajna zbog Cinjenice da je u isto vreme ekstrakapsularna i

ekstrakompartmentna (po samoj lokalizaciji ili invazijom kroz barijeru kompartmenta nastanka).

Cesto zahvata susedni neurovaskularni snop 1 oznacava se slovom B.

[ ] tezua [l kapsuia [l Reak.zona [ inTRakomp. [J] EKSTRAKOM.

T EKSTRAKAPSULARNA B
2 EKSTRAKOMPARTMENTNA

Slika 4. Prikaz kategorije T2
(ekstrakapsularna lezija uz ekstrakompartmalnu prezentaciju)
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METASTAZE (M)

Metastaze su obelezene kao dve kategorije: M-0 (nema meta promena) i M-1 (“skip”,
regionalne ili udaljene sistemske metastaze ).
M-0 Ne postoje dokazi o0 postojanju metastatske bolesti.
M-1

Evidentno je postojanje “skip”, regionalnih ili udaljenih sekundarnih depozita. “Skip”
promene se definisu kao sekundarna bolest udaljena od primarne lezije meduzonom koju sacinjava
normalno nereaktivno tkivo. Ove promene se upravo po navedenom razlikuju od satelitskih lezija
koje su u neposrednoj blizini reaktivne zone. Veéina se srece u kompartmentu primarnog tumora,
mada se ne retko vidaju u delu trans-artikularno u proksimalnom segmentu susedne Kkosti.
[1,8,15,16,17,18,19,20].

Regionalne metastaze su pre svega lokalizovane u regionalnim limfnim ¢vorovima. Ovakav
nain metastaziranja nije karakteristi¢an za GCTB. Udaljeni oblik sekundarne bolesti se moZe

sresti bilo gde, mada su pluca predilekciono mesto.

[ [LEzisA |
B |NORMALNO |

| METASTAZA |

METASTAZE

Slika 5. Prikaz kategorije M
(regionalne, ,,skip* 1 udaljene metastaze)
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KLINICKE KARAKTERISTIKE

Ove lezije su u najve¢em broju slucajeva, posebno u ranoj fazi, asimptomatske. Nastanak
regionalnih metastaza, u zavisnosti od lokalizacije tumora, moze biti pracen uvecanjem limfnih
¢vorova.
RADIOGRAFIJA

“Skip” metastaze su uglavnom veoma male, manje od 2 mm. Tako da se ne mogu vizuelno
prikazati radiografski. Najpouzdanija metoda otkrivanja je svakako longitudinalna MR koja je u
ovom slucaju najosetljivija i najpouzdanija metoda detekcije.

CT sken je najosetljivija i najpouzdanija metoda u detekciji okultnih pluénih metastaza. Ali
u poslednje vreme i Pozitronska tomografija (PET sken), dobija na vaznosti.
HISTOLOSKA ANALIZA

Metastatske lezije su Cesto daleko slabije diferencirane, uz postojanje naglaSene atipije, U

odnosu na primarni tumor.

BIOLOSKO PONASANJE

Prognoza u odnosu na ishod metastaza zavisi od vise faktora rizika [5]. Faktori rizika se mogu
podeliti u tri grupe:

1. Postojanje viSe od jedne metastatske lezije

2. Lezija koja je u svom najve¢om promeru vec¢a od 2 mm

3. Vremenski interval manji od 18 meseci od uspostavljene lokalne kontrole bolesti do

pojave metastaze. [5-8, 17-23,].
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KLINICKO STEPENOVANJE TUMORA

Tabela 1. Klini¢ko stepenovanje benignih tumora kosti.

BENIGNI
Stepen 1 Latentni  G-0, T-0, M-0
Stepen 2 Aktivni G-0, T-0ili 1, M-0
Stepen 3 Agresivni  G-0, T-1ili2, M-0ili 1

Tabela 2. Klini¢ko stepenovanje malignih tumora kosti.

MALIGNI

a. G-1, T-1, M-0.
Stepen | (niski)
b. G-1, T-2, M-0.

a. G-2,T-1, M-0.
Stepen 11 (visoki)

o

G-2, T-2, M-0.

. G-1ili2, T-1ili2, M-1sa0 ili 1faktorom rizika

QD

Stepen 111 (metastatski)

(o)

. G-1ili2, T-1ili2, M-1sa?2 ili 3faktorarizika
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1.2. EPIDEMIOLOGIJA
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Starost: Gigantocelularni Tumor Kosti (GCTB) se javlja u 2/3 slucajeva izmedu 20-40
godina starosti (u oko 2% slucajeva se javlja u de¢ijem uzrastu). [8,9,17,21,23].

Pol: U najve¢em broju slucajeva zastupljenost muskog i Zenskog pola je podjednaka M=
Z[17.21].

Lokalizacija: U principu, svaka kost moze biti zahva¢ena GCT, ali su predilekciona mesta
epifize dugih kostiju, posebno distalni femur i proksimalna tibija. Tumor najceSc¢e zahvata
metafizno-epifiznu regiju i ekcentricno je lokalizovan. Retko u odraslih, lezija moze biti
lokalizovana samo u metafizi kosti sa centralnom pozicijom.

Kada je u pitanju ki¢meni stub, tumor je najc¢eS¢e lokalizovan u predelu tela prsljena. U
rede lokalizacije spadaju kosti Saka i stopala.

Interesantno je ista¢i da GCT distalnog radiusa, gotovo iskljucivo nastaje kod osoba

zenskog pola (10:1. [8,9,17,21,23]

CESCA
LOKALIZACIJA ‘

REDA .

LOKALIZACIJA

Slika 6. Distribucija lokalizacija GCT
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Pojava GCTB u mladih od 15 godina je izuzetno retka, ali se javlja i to obi¢no udruzena sa
neosificiraju¢im fibromom.

Lokalizacija GCT na pateli je veliki raritet, a prvi objavljuje studiju, Ferguson 1977. god., u
kojoj je prikazano 5 slucajeva ove lokalizacije. Od tada ova raritetna lokalizacija nailazi na
interesovanje ali i dalje broj ovakvih slucajeva velika retkost, Escribano 2012, Casadei 2012,
Yoshida 2012, Malhotra 2009. i sada mozemo da navedemo i patelu kao retku ta¢ku na mapi
lokalizacija.

Ovakav prikaz epidemioloskih podataka GCT je nastao na bazi velikih serija: Mayo Clinice
sa 425 slucaja sakupljanih preko 70 godina (Dahlin et al., 1986.). Huvos prezentira 256 slucajeva
1991. godine, a Capana 876 slucajeva do 1989. godine.

Rezultati svih studija se uglavnom slazu kada su u pitanju epidemioloski podaci. Medutim,
ucestalost ovih tumora u odnosu na sve tumore muskuloskeletnog sistema je razlicita i krece se od
5-10%. Kada je u pitanju distribucija po polu, postoje razlike u studijama.

U odnosu na patohistoloski gradus svi benigni tumori su podeljeni na tri stepena, a njihova
zastupljenost u sluc¢aju GCT je:

Stepen 1 - 10%

Stepen 2 — 70%

Stepen 3 - 20%

Multi centri¢ni GCT, predstavljaju poseban entitet, koji je redak, ali interesantan toliko da je
veliki broj autora obradio ove slucajeve [8,10,15,24,25].

Pluéne metastaze se javljaju u manje od 1% slucajeva GCT (bez obzira na stepen), ali
posebnost ovih metastaza je uticala na postavku nove teze. Naime, GCT histolo§kog stepena 1.
moze, mada retko, dati metastaze u plu¢ima. U vezi sa ovom ¢injenicom zakljucujemo, da kada
su u pitanju GCT, postojanje metastaza ne podrazumeva i obavezno postojanje primarnog
malignog tumora.[24].

Poseban, veoma redak vid javljanja je i u mekim tkivima, pankreasu, bubrezima. Ovi

entiteti se analiziraju u novijim redovima, a tek predstoje ozbiljnija istrazivanja na ovom polju.
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1.3. Regulacija Celijskog ciklusa i patogeneza
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Patogeneza i histogenska priroda ¢éelijske populacije GCT nije potpuno razjas$njena [26-33].

U osnovi moze se re¢i da u ¢elijskoj populaciji GCTB srec¢emo tri vrste Celija:

1. MONONUKLEARNE (stromalne) vretenaste celije slicne fibroblastima, koje u
kulturi aktivno proliferisu,

2. POLIGONALNE MONONUKLEARNE ¢elije, sa izrazenim
monocitnomakrofagnom diferencijacijom,

3. MULTINUKLEARNE ¢elije, veoma slicne osteoklastima, koje nastaju iz
sincicijuma fuzijom mononuklearnih ¢éelija prekursora i makrofagnog su porekla, a
imaju sposobnost za profileraciju i osteoblastnu diferencijaciju. [1,5,8,21].

Obzirom na sli¢nost izmedu poligonalnih stromalnih i dzinovskih ¢elija (morfoloska 1
imunohistohemijska) i pretpostavku da dzinovske ¢elije nastaju fuzijom stromalnih, smatramo da
je naziv gigantocelularni tumor adekvatniji u odnosu na osteoklastom.

Da bi odredili §to preciznije karakter razvoja tumorskih ¢elija GCTB-a, neophodno je
sagledati najznacajnije karakteristike, puta onkogeneze, regulacije Celiskog ciklusa i faktora
proliferacije. [26,32-36].

Poznato je da svaka ¢elija, ima svoj zivotni ciklus, koga ¢ine proliferacija, diferencijacija
i ¢elijska smrt i ove tri faze odreduju samu Celiju. Sve tri faze, nastaju pod uticajem signala iz
¢elijske okoline. Poremecaj regulacije bilo kog od ova tri ¢elijska procesa dovodi ili do
funkcionalne insuficijencije ili tumorogeneze.

Normalni Celijski ciklus podeljen je u Cetiri faze: S, G2, M1 G1.

S faza je period sinteze DNK tokom koje ¢elija replicira svoj genetski materijal i od
diploidne somatske ¢elije (2n) na pocetku, postaje tetraploidna (4n) na kraju S faze. Trajanje S
faze je razli¢ito, od nekoliko minuta u ranim embrionalnim ¢elijama, do nekoliko sati u vecini
somatskih ¢elija.

G2 faza je period izmedu S 1 M faze, kada Celije imaju repliciranu DNK 1 spremne su za
deobu. Ova faza se automatski odvija u svim ¢elijama koje udu u S fazu.

M faza ili mitoza je period nuklearne i citoplazmatske podele ¢elija tokom koje se duplirani
hromozomi podjednako dele izmedu dve ¢erke ¢elije, tako da se od Celija sa 4n na pocetku M faze,

na kraju dobijaju dve Celije, svaka sa 2n sadrzajem DNK.
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G1 faza je faza izmedu M i S faze. Gl faza je period celijskog rasta tokom koje se
obezbeduje povecanje Celijske mase neophodno za sledecu fazu éelijskog ciklusa. Trajanje ove
faze je razliCito, ono zavisi od Celijskog tipa i prisustva faktora sredine (faktora rasta i osnovnih
nutririvnih faktora). Ukoliko uslovi za proliferaciju nisu odgovarajuci, ¢elija ostaje u produzenoj
G1 fazi, dok nasuprot tome u slucaju neophodne brze ¢elijske proliferacije, G1 faza vrlo kratko
traje tako da nema ¢elijskog rasta, ve¢ ¢elija odmah pocinje da vrsi sintezu DNK i ulazi u S fazu
novog ¢elijskog ciklusa.

1z G1 faze ¢elijskog ciklusa, u prisustvu osnovnih nutritivnih faktora, ¢elija ima moguc¢nost
da ponovo pocne da se deli ili diferencira. Da bi ¢elija pocela da se deli, tj. da bi uSla u S fazu (t;.
zapocela sintezu DNK) neophodni su faktori rasta. U odsustvu faktora rasta ¢elija prelazi u GO
fazu.

Kontrolni mehanizmi deluju na dve osnovne tacke ¢elijskog ciklusa:

A) prelaz iz G1 u S fazu (zapocinjanje sinteze DNK)

B) prelaz iz G2 u M fazu (indukcija mitoze).

Prilikom zapoc¢injanja sinteze DNK (pri prelazu celija iz Gl u S fazu), celija ima
mogucnost da miruje (tj. ude u GO fazu) ili da nastavi sa deobom (tj. ude u S fazu celijskog
ciklusa). Prelaz iz G1 u GO fazu je reverzibilan proces. Prelaskom u GO fazu, pod uticajem faktora
diferencijacije, Celiji je omoguceno da se diferencira. Vracanje iz GO u G1 fazu, pod uticajem
faktora rasta ili onkogena, predstavlja vracanje ¢elije u njeno proliferativno stanje.

(A) Prelaziz G1lu S fazu

U regulaciji prelaska iz G1 u S fazu znacajan je Rb protein (retinoblastoma protein). Rb
protein je fosfoprotein jedra. On je tumor supresor protein, jer mutantne forme ovog proteina
dovode do gubitka kontrole celijske proliferacije. Rb protein se stvara tokom celog ¢elijskog
ciklusa.
(B) Prelaziz G2 u M fazu

Regulator prelaska iz G2 u M fazu je MPF (maturation promoting factor). MPF je kompleks
sacinjen od protein kinaze p34 i ciklina B. Nivo protein kinaze p34 ostaje konstantan tokom celog
¢elijskog ciklusa, dok se nivo ciklina B menja tokom ¢elijskog ciklusa. U G1 fazi Ciklina B nema,

tokom S i G2 faze se povecava, tokom M faze se degradira postepeno.
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Sam nastanak tumora je proliferativni poremecaj, i predstavlja bolest ¢elijskog ciklusa.
Smatra se da su u tumorskim ¢elijama mehanizmi koji normalno sprecavaju celijsku deobu
poremeceni, dok oni koji stimuliSu deobu postaju aktivniji. Geni koji su odgovorni za ove promene
nazvani su tumor supresori i onkogeni. Veruje se da gubitak funkcije pRb-a stimuli$e abnormalnu
proliferaciju kao rezultat deregulacije E2F transkripcionih faktora koju prati povecana ekspresija
specificnih gena S faze. I pozitivni (ciklini i CDKSs) i negativni (CKI) regulatori ¢elijskog ciklusa
koji funkcionisu preko pRb-a takode mogu biti izmenjeni tokom neoplasti¢nih bolesti. [26,33,36-
43]

Deo ¢elijskog ciklusa, koji pokriva grupu puteva transdukcije, a koji bi mogao imati
znacajnu ulogu u fuzionisanju mezenhimalnih Celija je Wnt signalni put. Wnt signalni put je
otkriven 1982. god. istrazivanjima na onkogenom retrovirusu, Roel Nusse i Harold Vamus
(Stanford University). Odreduju ga proteini koji pomocu celijskih receptora razlicitim
mehanizmima odreduju transkripciju gena, citoskeleton, pa i promet kalcijuma u ¢eliji. Prva dva
pripadaju kanonskom Whnt signalnom putu. Aktivacija kanonskog Whnt puta indukuje osteoblastnu
diferencijaciju i osteoklastnu genezu tokom procesa resorpcije. Za verifikaciju aktivacije Wnt
puta neophodna je primena imunohistohemijskih tehnika molekularne patologije. [39,41,44-49]

Imunohistohemiska metoda (IHC) kombinuje histolosku, imunolosku i biohemijske tehnike
za identifikaciju specificnih tkivnih komponenti, a po znafenju specificnih antigen/antitelo
reakcija, a na osnovu jasno vidljivih obelezja. IHC se koristi pre svega za detekciju: proteina,
karbohidrata, tipa celiske sekrecije, membranskih antigena, strukturalnih antigena unutar
citoplazme, lokalizovanje antigena u nukleusu. Primarna i sekundarna antitela (At) su osnova
imunohistohemijskih i imunocitohemijskih tehnika

Postoji veliki broj komercijalnih sekundarnih antitela koja mogu biti koriS¢ena za mapiranje
brojnih puteva onkogeneze u razli¢itim mezenhimalnim neoplazmama. U literaruri je poznata
upotreba Ciklina D1, B-katenina i p53, kao osnovnih regulatora celijskog ciklusa koji bi mogli
reprezentativno da verifikuju aktivaciju Wnt puta u tumorogenezi GCTB.

Ciklin D1 je protein ukljucen u regulaciju ¢elijskog ciklusa tako $to kontroliSe prelaz iz G1
u S fazu. Predominantno se uocava u nukleusima dzinovskih ¢elije, mada je opisana i njegova
ekspresija u mononuklearnim ¢elijama. Do sada objavlejne studije, koje se bave ovim fenomenom
pokazuju pojacanu ekspresiju CiklinD1 u GCTB. Pojcanu ekspresiju u pojedinim slucajevima

ipak ne prati 1 genska pojacana aktivnost, i ta Cinjenica sugeriSe presudnu ulogu Ciklina D1 u
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poremecaju prelaska ¢elije u stabilnu S fazu, Sto dovodi do nestabilnosti i prakti¢no, agresivnog
ponasanja celije. Drugo objasnjenje prikazuje da pojacanu ekspresiju Ciklin D1, ne prati i
ekspresija Ki67 (taj trenutak je odgovoran za zaklju¢avanje gigantske ¢elije u prelazu iz G u S
fazu 1 nemogucénost da ude u M fazu). Sa druge strane, konstatovan je i nizak nivo Ciklin D1
genske ekspresije, Sto se u ovim studijama objasnjava dilucijom ¢elijama koje nisu usle u ovu
alteraciju. [66-69]

Kao jedan od najznacajniji puteva onkogeneze navodi supresija aktivnosti antionkogena
(tumor supresornih gena —TSG). Medu ve¢im brojem TSG koji su ukljuceni u proces onkogeneze
supresija p53 se izdvaja kao “raskrsnica” mnogih puteva koji vode u transformaciju ¢elije. P53
se nalazi na hromozomu 17(lokus 17p13.3), (McBride i sar., 1986), koji je kod coveka kodiran
na TP53 genu, a njegovi produkti su proteini koji kontrolisu ¢elijski ciklus, reparaciju DNK i
apoptozu, kao i reparacije oste¢ene DNK (Kato i sar., 2003). U normalnim, fizioloskim, uslovima
p53 je labilan i ima kratak Zivotni vek. Medutim, u slucaju stresa, dolazi do stabilizacije proteina
1 formiranja tetramera, koji su funkcionalno kompetetni. Znacajnu ulogu u stabilizaciji p53 imaju
razlicite kinaze, koje fosforiliSu serinske i treoninske ostatke u okviru amino kraja proteina. Na
ovaj nacin p53 je zastiCen od ubikvitinacije od strane MDM2. p53 povecava ekspresiju gena
uklju€enih u kontrolu ¢elijskog ciklusa (p21, Gadd45, 14-3-3s), reparacije oste¢cene DNK (p53R2)
i apoptoze (Bax, Apaf-1, PUMA, NoxA) (Bai i Zhu, 2006). Najpoznatiji primer regulacije
ekspresije je aktivacija gena p21. Proteinski produkt ovog gena ima ulogu u zaustavljanju
¢elijskog ciklusa u G1 fazi, kao odgovor na oStecenje DNK. Neki autori su prozvali p53
“univerzalni cuvar genoma”, dok inaktivacija ovog antionkogena ucestvuje u patogenezi vise od
50% humanih neoplazmi. Jedarna ekspresija p53 u mononuklearnim ¢elijama GCT je primeéena
kod novih tumora koji su razvili lokalne recidive ili metastaze. [27-33, 70]

[-katenin je proto-onkogene. Mutacije ovog gena se ¢esto sre¢u u razli¢itim malignomima:
kod primarno hepatocelularnog karcinoma, kolorektalnog karcinoma, ovarialnog karcinoma,
karcinoma dojke, karcinoma pluca i glioblastoma. U osnovi -katenin uti¢e na kontrolu koju
sprovodi Ciklin D1. Sva ova zapazanja mogu ali i ne moraju da implicira mutaciju B-katenina,
a njegovo uce$c¢e u Wnt signalnom putu je i dalje ne razjasnjeno. [36,39,66,71-75]

Pored aktivacije Wnt puta onkogeneze, koja je visoko verovatna, svakako da veliki znacaj

u bioloskom ponaSanju GCTB ima i proliferacija ¢elija u kojima je ovaj put aktiviran. Osnovni
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proliferativni marker u molekularnoj imunohistohemijskoj tehnici je Ki67 i njegova primena je
rutinska, kako u dijagnostickoj, tako i u eksperimentalnoj patologiji. [ 39,66,69]

Antigen KI-67, takode poznat kao Ki-67 ili MKI67 je protein koji je kod ¢oveka kodiran
MKI67 gena (antigen identifikovan monoklonskim antitelom Ki-67). Ki-67 protein je prvobitno
definisan iz prototipa monoklonskih antitela Ki-67, koji je generisan iz ¢elija Hodzkin limfoma,
miseva, Celijske linije L428.

Naziv poti¢e od grada Kil, Nemacka. Pored toga Sto je u vezi sa ribozomalnom RNK
transkripcijom. Inaktivacija antigena Ki-67 dovodi do inhibicije sinteze ribozomalne RNK. Ki-
67 je antigen koji se odnosi na nehistonski nuklearni protein, a koji se eksprimuje u G1, G2, M, i
S fazi ¢elijskog ciklusa. Generalno, smatra se da postoji visok stepen korelacije ekspresije (jedarne
imunopozitivnosti) Ki-67 1 mitotske aktivnosti tumorskih celija. Zbog toga je odredivanje
prolifertivnog indeksa (broj Ki-67 pozitivnih ¢elija prema ukupnom broju ¢éelija na odredenom
mikroskopskom uveli¢enju) prihvaceno kao odlican marker brzine tumorskog rasta. Takode
postoje jasni klini¢ki pokazatelji i eksperimentalni modeli koji potvrduju da su tumorska
progresija i stepen agresivnosti tumora udruzeni sa veé¢im proliferativnim indeksom. Odredivanje
proliferativnog indeksa u GCT kosti, odnosno ekspresija Ki-67 u mononuklearnoj tumorskoj
¢elijskoj populaciji jasan je marker lokalne agresivnosti lezije, kao i prognosticki faktor za pojavu
recidiva ili pluénih metastaza. [55,60,61,67,76-83]

Savremeni literaturni podaci ukazuju da je odredivanjem proliferativnog faktora Ki-67,
ekspresije produkata antionkogena p53 1 regulatora celijskog ciklusa Ciklina D1 moguce
preciznije predvideti biolosko ponaSanje GCTB, a time i1 sigurnije pristupiti terapijskom
protokolu. [60,61,63,64,68,84]

Antigen KI-67, takode poznat kao Ki-67 ili MKI67 je protein koji je kod ¢oveka kodiran
MKI67 gena (antigen identifikovan monoklonskim antitelom Ki-67). Ki-67 protein je prvobitno
definisan iz prototipa monoklonskih antitela Ki-67, koji je generisan iz ¢elija Hockin limfoma,
miseva, Celijske linije L428. Naziv potic¢e od grada (Kil, Nemacka). Pored toga $to je u vezi sa
ribozomalnom RNK transkripcijom. Inaktivacija antigena Ki-67 dovodi do inhibicije sinteze
ribozomalne RNK. Ki-67 je antigen koji se odnosi na nehistonski nuklearni protein, a koji se
eksprimuje u G1, G2, M, i S fazi ¢elijskog ciklusa. Generalno, smatra se da postoji visok stepen
korelacije ekspresije (jedarne imunopozitivnosti) Ki-67 i mitotske aktivnosti tumorskih c¢elija.

Zbog toga je odredivanje prolifertivnog indeksa (broj Ki-67 pozitivnih ¢elija prema ukupnom
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broju ¢elija na odredenom mikroskopskom uvelicenju) prihva¢eno kao odli¢an marker brzine
tumorskog rasta. Takode postoje jasni klini¢ki pokazatelji i eksperimentalni modeli koji potvrduju
da su tumorska progresija i stepen agresivnosti tumora udruzeni sa vec¢im proliferativnim
indeksom. Odredivanje proliferativnog indeksa u GCT kosti, odnosno ekspresija Ki-67 u
mononuklearnoj tumorskoj ¢elijskoj populaciji jasan je marker lokalne agresivnosti lezije, kao 1

prognosticki faktor za pojavu recidiva ili pluénih metastaza. [55,60,61,67,76-83,85]

Slika 7. Monoklonalno antitelo Ki67
(3D prikaz ProteinData Bank EU; PDB)

Kako priroda GCTB nije jasna, tako ni mehanizmi nastanka ove neoplazije nisu
rasvetljeni. U literaturi se ¢esto kao jedan od najznacajniji puteva onkogeneze navodi supresija
aktivnosti antionkogena (tumor supresornih gena —TSG). Medu veéim brojem TSG koji su
ukljuceni u proces onkogeneze supresija p53 se izdvaja kao “raskrsnica” mnogih puteva koji vode
u transformaciju celije. P53 se nalazi na hromozomu 17(lokus 17p13.3), otkriven je 1979.
(McBride i sar., 1986), koji je kod ¢oveka kodiran na TP53 genu, a njegovi produkti su proteini
koji kontrolisu ¢elijski ciklus, reparaciju DNK i apoptozu, kao 1 reparacije oSte¢ene DNK (Kato 1
sar., 2003). Neki autori su prozvali p53 “univerzalni Cuvar genoma”, dok inaktivacija ovog
antionkogena ucestvuje u patogenezi vise od 50% humanih neoplazmi. Jedarna ekspresija pS3 u
mononuklearnim ¢elijama GCT je primecena kod novih tumora koji su razvili lokalne recidive ili

metastaze. [50,51,55,77,78,82]
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P53

Slika 8. Sematski prikaz celijskog ciklusa i mesto uticaja
»univerzalnog ¢uvara genoma“ p53.

U normalnim, fiziolo§kim, uslovima p53 je labilan i ima kratak Zivotni vek. Medutim, u
slu¢aju stresa, dolazi do stabilizacije proteina i formiranja tetramera, koji su funkcionalno
kompetetni. Znacajnu ulogu u stabilizaciji p53 imaju razli¢ite kinaze, koje fosforiliSu serinske i
treoninske ostatke u okviru amino kraja proteina. Na ovaj nacin p53 je zaSti¢en od ubikvitinacije
od strane MDM2. p53 poveéava ekspresiju gena uklju¢enih u kontrolu ¢elijskog ciklusa (p21,
Gadd45, 14-3-3s), reparacije oStecene DNK (p53R2) i apoptoze (Bax, Apaf-1, PUMA, NoxA)
(Bai i Zhu, 2006). Najpoznatiji primer regulacije ekspresije je aktivacija gena p21. Proteinski
produkt ovog gena ima ulogu u zaustavljanju ¢elijskog ciklusa u G1 fazi, kao odgovor na oSteCenje
DNK.

Uzimaju¢i u obzir da p53 svoju antionkogensku funkciju ostvaruje indirektno, preko niza
drugih gena 1 njihovih produkata ve¢ izvesno vreme se proucava moguci zajednicki uticaj p53 1
regulatora Celijskog ciklusa iz grupe ciklina. Vecina autora podrzava stav da p53 svojim
produktima dovodi do aktivne represije transkripcije Ciklina D1, ¢ime indirektno uti¢e na tok

¢elijskog ciklusa. [11,12,20]
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Slika 9. Tumorski protein 53
(p53, 3D prikaz Protein Data Bank EU; PDB)

Grupa Ciklina (D, E, A, B), predstavlja klju¢ regulacije ¢elijskog ciklusa, kroz sve faze.
Ciklin D1, vrsi kontrolu veéeg dela G1 faze (tj. tokom pripreme za replikaciju DNA), Ciklin E,
kontroliSe prelazak G1 u S fazu, (tj. zavrSetak pripreme a zatim i samo dupliciranje DNA), Ciklin
B, od tog momenta preuzima kontrolu nad svim preostalim fazama do G0, medutim Ciklin A,

sprovodi kontrolu uz Ciklin B tokom cele S, G2 Interfaze ali i same Mitoze.

Slika 10. Cyclin D1
(3D prikaz Protein Data Bank EU; PDB)

Ciklin D1 je protein ukljucen u regulaciju ¢elijskog ciklusa tako $to kontrolise prelaz iz G1
u S fazu. Njega enkodira gen PRADI na lokusu 11q13, ¢ija je pojacana ekspresija putem genske
amplifikacije dokazana kod mnogih tumora. Ekspresija Ciklina D1 je opisana i u jedrima
dzinovskih ¢elija tipa osteoklasta u GCT kosti. A uloga Ciklina D1 je indukovana B-kateninom
(koji je regulator Wnt signalnog puta).
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Uoceno je da je pojava Ciklina D1 kod ovog tumora pokazatelj agresivnog bioloSkog
ponasanja, kao 1 da ima prognosticku ulogu za nastanak recidiva i eventualnu pojavu pluénih

metastaza. [39,41,58,60,68].

NS

&%

I uc¢esce B-katenina je znacajno. Katenin (kadherin-associated protein), beta 1, 88kDa
(HUGO-odobreni zvaniéni simbol, CTNNB1; HGNC ID, HGNC: 2514), koji se naziva beta-

katenin (ili B-katenin), je regulacioni protein sa dve funkcije, regulise koordinacija ¢elija ¢elijske

Slika 11. Katenin beta
(3D prikaz Protein Data Bank EU; PDB)

adhezije i gena. Kod ljudi, CTNNBL1 protein se kodiran CTNNB1 genom. B-katenin je prvobitno
otkriven u ranim 1990 kao komponenta ¢elija sisara adhezionog kompleksa: protein odgovoran
za citoplazmatsko ankerisanje kadherina. Tako p-katenin postao jedan od prvih primera da
protein obavlja vise od jedne radikalno drugacije c¢elijske funkcije. [28,39,88-94]

Regulacija nivoa B-katenina u ¢eliji preko Wg/Wnt (Wingless) signalnog puta je primarno
efektivna tokom embrionalnog razvoja.Glavni dogadaji tokom ove signalizacije podrazumevaju
vezivanje sekretornih glikoproteinaWg/Wnt porodice i njihovih transmembranskih receptora
(porodica Frizzled; FRZ), sto dovodi do fosforilizacije i aktivacije Dsh (Dishevelled; proteina.
Aktivirani Dsh inhibira aktivnost GSK-3f i na taj nacin stabilizuje i povecava nivo rastvorenog
[3- katenina. Zatim sledi njegova nuklearna translokacija i aktivacija Wg/Wnt osetljivih gena preko
dvokomponentnog transkripcionog faktora koji sadrzi 3-katenin i LEF/TCF protein.

Aktivacija -katenina kao onkogena moze do¢i kroz tri mehanizma:
1. Inaktivacijom APC supresora tumora - Pokazano je da su defekti u APC genu odgovorni za

razvoj familijarnih 1 sporadi¢nih oblika kancera debelog creva. Od najvece vaznosti za
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tumorogenezu predstavlja defekt u centralnom regionu proteina koji stupa u interakciju sa -
kateninom.

2. Mutacijom u 3 kateninu - Za sudbinu - katenina u ¢éeliji odgovoran je N-terminalni kraj, koji
sadrzi amino kiseline serin i treonin a na kojima se vrs$i fosforilizacija B-katenina. Specifi¢ne
mutacije u CTNNBZ1genu mogu da imitiraju efekte inaktivacije APC-a kod ¢elija sisara. Efekti obe
vrste mutacija (APC i CTNNBL1) su isti - sprecavanje fosforilacije i degradacije B-katenina, §to
posledi¢no dovodi do poveéanja [3-katenina u celiji.

3. Aktivacijom B-katenina pomocu Wnt signalizacije — Wg/Wnt put je ukljuéen u kontrolu
ekspresije gena Celijskog proliferacije i1 Celijske adhezije 1 deluje u kombinaciji sa drugim
signalnim putevima (slika 10). U razvoju bubrega, Wnt-4 sekretorni glikoprotein je neophodan za
prelaz od metanefrickog blastema do epitelnih ¢elija i signalizacija se verovatno odvija preko -
katenina.Nuklearna lokalizacija - katenin proteina u humanim karcinomima bi mogla stoga biti
dobar indikator ne samo za mutacije CTNNBI1 gena ve¢ indikator aktivacije Wg/Wnt signalnog
puta. U skladu sa tim, povecana ekspresija B- katenina i nuklearna translokacija su opisane u
naslednim i ne naslednim karcinomima kolona, jajnika, uterusa, melanomima i meduloblastomu.
Ove studije su nas podstakle da analiziramo ekspresiju p-katenina u WnT-u pomocu

imunohistohemijske metode i da uporedimo te rezultate sa mutacionim statusom CTNNBL1 gena.
[94-102]

Slika 12. Sematski prikaz ¢elijskog ciklusa i mesto uticaja
B-katenina i indukcija Ciklina D1.
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1.4. KLINICKA SLIKA
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Uprkos ¢injenici da se radi o benignoj leziji, klinicki tok GCT je nepredvidiv. Ne retko

lezije stepena 1. mogu ostati mirne odnosno latentne godinama ili ¢ak decenijama.

Vecina lezija, oko 70%, su stepen 2., znali aktivne, ali je znacajno da oko 20% tumora

pokazuje agresivnost stepena 3.
Multicentriéne lezije su retke u procentu manjem od 1%.

Glavni simptom GCT je bol sa vidljivom tumorskom masom, posebno kada su u pitanju
manje kosti kao distalni radijus ili proksimalna fibula. Kod tumora lokalizovanih u predelu femura
ili proksimalne tibije tegobe su vezane za koleno, a artroskopija je uglavnom negativna. Ne retko

prva manifestacija tumora je patoloski prelom, prema podacima iz literature u oko 10% slucajeva.

[1-4]

Klinic¢ki tok nelecenog GCT je veoma varijabilan. U veéini slucajeva tumor raste sporo, ali
konstantno i udvostrucuje se u dijametru u roku od 2-6 meseci. Sa druge strane, ako je lezija u

uznapredovalom stadijumu, moze da se udvostruci za nekoliko nedelja. [5-9]

Plu¢ne metastaze nastaju izuzetno retko (1-2%) bez obzira na ponasanje primarne lezije.
Interesantna je Cinjenica, da je sklonost ka nastanku metastaza ista, kod tumora 2 i 3. stepena i
njihov nastanak ne znaci da je primarna lezija primila oblike maligne transformacije. Takode treba
pomenuti da je pojava pluénih metastaza moguca i kod tumora 1. stepena, ali izuzetno retko.
Histoloski aspekt sekundarne bolesti odgovara primarnoj leziji, a i klini¢ki tok je neuporedivo

manje fatalan u odnosu na druge maligne tumore koji su dali plu¢ne metastaze [10]

U “stagingu” treba voditi racuna da histoloski stepen nije odlucujuc¢i u odnosu na klinicke
karakteristike koje tumor pokazuje na snimcima radiografije, scintigrafije, CT, NMR itd. Praksa
je pokazala da ¢ak nema uvek jasne korelacije izmedu bioloskog ponaSanja tumora i njegovog

histoloskog stepena.

Dakle, histoloski stepen I moze biti klini¢ki 3. [59,63,64]
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1.5. DIJAGNOSTIKA
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1.5.1. Klini¢ki pregled

Klinickim pregledom, na osnovu informacija dobijenih od pacijenta kroz anamnezu i
detaljnog objektivnog pregleda, treba potvrditi ili odbaciti sumnju, da se radi o tumoru. I prakti¢no
je ve¢ u tom trenutku specijalista aktivira “STAGING SYSTEM” (Sistem Klinicke Klasifikacije).
To je prakti¢no, skup pazljivo odabranih dijagnostickih metoda. I kako se ispitivanja realizuju,
tako se postavlja i diferencijalna dijagnoza, koju ne retko saCinjavaju samo dva entiteta
[18,19,23,56,57]

Sve ovo je proizvod dugogodi$njeg preciznog analiziranja podataka dobijenih primenom

odabranih dijagnostickih metoda.

1.5.2. Radiolosko ispitivanje

Osnovno radiolosko obelezje GCT je juksta-artikularna lokalizacija.

Latentne lezije su radiolucentne, a formirani defekti jasno ograniceni u predelu epifize, bez
deformacije korteksa. Tumor je najcesce lokalizovan u blizini subhondralne ploce i ne uvecava se,
ili vremenom dolazi do spore progresije lezije.

Aktivne lezije stepena 2. su takode radiolucentne, ograni¢ene tankom zonom reaktivne
kosti, u proseku 2-5 mm probija zonu subhondralne ploc¢e. Daljom evolucijom tumora dolazi do
deformiteta korteksa, ali 1 dalje ostaje grani¢ni okvir reaktivne kosti.

Agresivna lezija stepena 3. je radiolucentna sa malom ili nikakvom zonom reaktivnog
kostanog tkiva. U nekim tumorima se sre¢e klasi¢na destrukcija kosti sa prodorom tumora u
okolna meka tkiva. Sve navedeno je ne retko pra¢eno destrukcijom subhondralne ploce i prodorom
tumora u zglobni prostor.

Patoloski prelomi su cesti u GCT 1 posebno u slucaju lezije tipa 2. Prelom lecen
konzervativno, imobilizacijom zarasta sa formiranjem kalusa koji prevenira dalju ekstraosalnu
propagaciju. (Slika 13.) [15,54,63]

1.5.3. Scintigrafija
Akumulacija radiofarmaka je u korelaciji sa stepenom lezije. Ona je umerena u prvom,

intenzivna u drugom i sa propagacijom u okolna tkiva u trecem stepenu. (Slika 13)
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Slika 13. Desno — radiografija osteoliticke lezije proksimalne tibije
Levo — scintigrafija skeleta (Tc 99) iste lezije: sa fokalnim nakupljanjem
radiofarmaka

1.5.4. Angiografija
Angiografska metoda jasno definiSe hipervaskularnost lezije posebno kada se radi o

venskoj fazi.

1.5.5. Kompjuterizovana tomografija
Metoda kompjuterizovane tomografije je najbolja tehnika za procenu stepena destrukcije

kortikalne kosti. Sa aplikacijom kontrasta dolazi do izraZaja denzitet lezije, odnos sa
neurovaskularnim strukturama, a $to utice na planiranje definitivne terapijske procedure.
Intraartikularna propagacija GCT nije cesta, ali se deSava, Sto kompjuterizovana

tomografija ¢eS¢e dokazuje ovakvu situaciju nego u sluc¢aju drugih neoplazmi. (Slika 14.)

1.5.6. Nuklearna magnetna rezonanca

Signal u T-1 je niskog stepena, dok je u slucaju T-2 visokog stepena. Obe varijante
prezentiraju razgranic¢enje intraosealne lezije u odnosu na susednu reaktivnu zonu. (Slika 14)

U vecini primera Nuklearna Magnetna Rezonanca (NMR) reSava mnoge probleme vezane
za odnos tumora prema zglobu, i okolnim strukturama. Ovi podaci su od neprocenjivog znacaja

za precizno odredivanje vrste i tipa hirurSke intervencije. [36,54]
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Slika 14. Desno — CT GCTB proksimalne tibije
Levo — NMR proksimalne tibije, iste lezije

1.5.7. Biopsija

Operativna dijagnostika predstavlja krunu dijagnosticke procedure. Pravila bioptiranja
postavljena su razvojem onkoloske ortopedije. Osim “klasi¢ne” Incizione biopsije, moguce je
primeniti i Punkcionu, koja je u patohistoloskoj analizi nepouzdana iako ima svoje prednosti,
najviSe u okviru racionalizovanja biopsijska trase.

Inciozna biopsija zahteva uslove operacione sale, uz adekvatnu anesteziju. Biopticku trasu
treba planirati prema mogucoj slede¢oj intervenciji, koja moze biti 1 zavrsna, uklopiti je u buducu
koZnu inciziju tako da nam omogucava ukljucenje hirurSke biopsijska trase u resecirani segment,
bez obzira na dobijeni rezultat uc¢injenje hirurSke procedure, zato $to je cilj, uvek Sto Sira resekcija,
uz $to krac¢u koznu inciziju, ali dovoljno komotnu za rad [37]

Dalji pristup kroz slojeve tkiva bazira se na 3D projekciji levka, svaka sledeca incizija je
kraca, sva do kosti ili tumorskog tkiva koje je probilo kompartman. Uzorak tkiva mora biti
reprezentativan, Sto znaci odabrati deo viabilnog tumorskog tkiva, 1 ako je moguce koStani prelaz
ka ne zahva¢enom segmentu. Naravno, posebnu paznju je neophodno obratiti na hemostazu. Ako
je potrebno aplikovati i dren, ali tako da se uklopi u “Biopsijsku trasu”.

Dobijeni uzorak tkiva potrebno je adekvatno uskladiti i Sto pre proslediti do nadleznog
patologa koji je i deo tima. Adekvatno uskladiSten materijal podrazumeva smastanje u vecu

posudu, Sirokog otvora, sa deset puta ve¢om koli¢inom 10% rastvora formaldehida koji se smatra
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za gotovo idealan fiksativ. Sve do sada navedeno obezbeduje adekvatno planiranje definitivne
hirurske procedure, a odstupanje moze uzrokovati ne premostive prepreke u obezbedivanju

potpune lokalne kontrole bolesti.

1.5.8. Osnove makroskopske analize

Pri hirurSkoj eksploraciji najpre se nailazi na meko tkivo koje je nepromenjeno i1 tupim
preparisanjem se lako odvaja od okolnog kosStanog supstrata, zatim se pristupa “normalnoj kosti”
ili okolnoj reaktivnoj zoni. Po otvaranju kortikalnog “prozora” srece se dobro vaskularizovano,
kidljivo tkivo sunderaste konzistencije. (Slika 15.) Opisano tkivo se lako uklanja skalpelom ili
kiretom, crveno-braon je boje sa mestimi¢nim poljima zute nijanse.

Kada je ceo uzorak na raspolaganju izgled moze biti sasvim razli¢it. U nekim slu¢ajevima
tkivo je u celini meko, vaskularno rastresito i crveno-braon boje.

Ove lezije po pravilu na magnetnoj rezonanci poseduju svetao signal zbog visokog sadrzaja
tecnosti. U drugim okolnostima lezija je primarno ¢vrS¢e konzistencije sa predominacijom sirasto
zutog sadrzaja sa minimalnom vaskularnom komponentom. U tumoru su prisutne i zone nekroze
I krvavljenja.

Makroskopski proboj subhondralne ploce se srece na mestima pripoja intraartikularnih

ligamenata, naj¢eSce ukrstenih veza kolena.

Slikal5. Makroskopski uzorak GCBT
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1.5.9. Osnove mikroskopske analize

Osnovnu histolosku sliku sa¢injavaju multinuklearne dzinovske i mononuklearne ¢elije sa
poljima krvavljenja i nekroze. Dzinovske ¢elije nastaju fuzijom stromalnih i tkivo je tako mreZasto
ukomponovano da je tesko rec¢i gde stromalne celije prestaju, a dzinovske pocinju.

U drugim slucajevima se srece ¢vrsce, zuto prebojeno tkivo, sa ne malim poljima nekroze 1
raznolikom distribucijom dzinovskih ¢elija, zrelim fibroznim tkivom, hemosiderinom i
mestimi¢no prisutnim histiocitima, koji su fagocitovali kapljice masti — ksantomne ¢elije. [34,69]

U delovima gde osnovna lezija probija osteokartilaginoznu plocu sasvim jasno se konstatuje
da tumorske ¢elije direktno resorbuju viabilnu zglobnu hrskavicu.

Histogenetski priroda ¢elijske populacije GCT je jo$ uvek nerazjasnjena. Do sada su vrSena
ispitivanja, ultrasonografski, imunohistohemijski, testirani su hormonski receptori (PTH,
calcitonin), direktno iz tumora i in vitro. [53]

U osnovi moze se reci da u ¢elijskoj populaciji GCT sre¢emo tri vrste Celija:

1. MONONUKLEARNE (stromalne) vretenaste celije sli¢ne fibroblastima, koje u kulturi
aktivno proliferiSu,

2. POLIGONALNE I OKRUGLE MONONUKLEARNE c¢elije, sa izraZzenim monocitno-
makrofagnim karakteristikama,

3. MULTINUKLEARNE ¢elije veoma slicne osteoklastima, koje mnastaju fuzijom

mononuklearnih poligonalnih ¢elija prekursora.
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Slika 16. Multinuklearna ¢elija GCT
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1.5.10. Varijante entiteta
GCT se na osnovu klini¢kih karakteristika, morfoloskih specificnosti i bioloskog ponasanja,
moze podeliti na:
a.) konvencionalni GCT
b.) multicentri¢ni GCT
c.) konvencionalni GCT sa plu¢nim metastazama
d.) maligni gigantocelularni tumori [24,26,50,46]

a.) Konvencionalni GCT je opisan u poglavljima

b.) Multicentricni oblik GCT je veoma retka varijanta tumora. Dve ili viSe lezija nastaju
sinhrono u metafiznim delovima kostiju i mogu biti latentne, aktivne ili agresivne. Rizik od
lokalnog recidiva ili nastanak pluénih metastaza nije veéi u odnosu na solitarne
konvencionalne GCT. [67]

c.) Konvencionalni GCT sa plu¢nim metastazama; Prema podacima iz literature 2-3%
bolesnika (na osnovu velikih studija < 1%) sa konvencionalnim GCT razvijaju pluéne
metastaze. To suoboleli sa histoloski benignim oblicima tumora drugog ili tre¢eg stepena
klini¢ke klasifikacije.

Prema sada$njim saznanjima sasvim je jasno da ne postoji pouzdana metodologija koja bi
precizno predvidela koji tip GCT ima veci ili manji rizik u odnosu na pojavu sekundarne bolesti.

Prognoza bolesti GCT sa pluénim metastazama je neuporedivo bolja nego kod klasi¢nog
sarkoma, sa pluénim metastazama.

Prose¢no 80% pacijenata se leci ekscizijom plu¢nih depozita sa ili bez hemoterapije.

d.) Maligni GCBT: ovo je entitet koji odgovara klasicnom sarkomu koji sacinjava stroma
malignih vretenastih 1 poligonalnih ¢elija sa razbacanim iregularnim poljima
multinuklearnih dzinovskih ¢elija.

Radi se o leziji visokog stepena maligniteta pre svega u predelu metafize i dijafize dugih
kostiju i tretira se kao stepen Il (po klasifikaciji malignih tumora muskuloskeletnog sistema,
“Staging System”) gde je sa terapijske taCke glediSta potrebno realizovati Siroku ili radikalnu
hirursku proceduru.

Postoje dva tipa sarkoma dzinovskih c¢elija: primarni i sekundarni. Primarni sarkom
dzinovskih ¢elija se karakteriSe istovremenim prisustvom konvencionalnog GCT i sarkoma u juxta

poziciji. Ova maligna komponenta je verovatno izraz dediferencijacije osnovnog tumora.
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Cinjenica da je maligna komponenta tumora samo mestimi¢no prisutna ukazuje na potrebu
pazljive patohistoloSke analize velikog broja iseCaka. Sekundarni sarkom dZinovskih celija je
posledica zracenja GCT, po literaturi usled zra¢enja od 30G, u oko 20% slucajeva primenjene

radio terapije. LeCenje ovakvog sarkoma mora biti agresivno, a prognoza je neizvesna.

1.5.11. Diferencijalna dijagnoza

Sarkomatozna degeneracija Hondromiksoidni fibrom
Eozinofilni granulom Hemofiliéni pseudotumor

Gigantocelularni
| Dezmoplastiénifibrom MULTIPLI MIELOM reparativni granulom
|
CENTRALNI OSTEOSARKOM HONDROSARKOM | N e e e R el

S
hiperparatireodizam AneurizmalnaKostana Cista
i) radioloska

GIGANIOICELULARNI

IUMORIROSTI >
patoloska Aneurizmalna Kostana Cista
Benigni Fibrozni histiocitom

Braon tumor (hiperparatireodizam)
Metastatski Karcinom
Gigantocelularni OsteSarkom Gigantocelularnireparativni granulom

Gigantocelularni Maligni FibrozniHistiocitom

Grafikon 1. Diferencijalna dijagnoza GCTB. [22,23,37,45,61]
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1.6. HIRURSKI KRITERIJUMI
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1.6.1. Hirurske granice
U cilju procene efikasnosti sprovedene hirurske procedure, uz o¢uvanje lokalne kontrole
neoplazme, intervencija se klasifikuje u odnosu na zonu intaktnog tkiva. HirurSke granice se
defini$u u odnosu na topografske ravni prostora kroz koje je realizovana disekcija, a u odnosu na
relativne barijere kojima se koristimo a to su: fascije, tetive, ligamenti, hrskavica.
Morfologija samog tumora ima veliki uticaj na hirurSku tehniku.
Postoje Cetiri tipa hirurskih granica:
a) intrakapsularna (intralezionalna)
b) marginalna
c) siroka
d) radikalna
a) Intrakapsularna (intralezionalna)

Intrakapsularna procedura podrazumeva ablaciju neoplazme kroz kapsulu u delovima.

Ova intervencija u operativnom polju ostavlja neizbezno makroskopske i mikroskopske
delove osnovne neoplazme. Primeri za navedeno su inciziona biopsija, kiretaza ili neadekvatna
destrukcija kapsule u toku ekscizije ili apmutacije.

b) Marginalna

Marginalna granica se postiZe disekcijom tumora ekstrakapsularno kroz ravan reaktivne zone
tipa en bloc. Kao posledica navedenog ostaje deo reaktivnog tkiva, sa realnom moguénoscu
ekstrakapsularne propagacije agresivnih benignih lezija, mikrosatelita nisko i visoko malignih
tumora kao 1 “skip” metastaze maligniteta visokog stepena. Primeri za ovaj tip se srecu pre svega
kod ekscizionih biopsija, enukleacija “in toto” 1ili resekcija odnosno amputacija kroz reaktivnu
Zonu.

¢) Siroka

Siroka granica se postiZze disekcijom tumora zajedno sa kapsulom, reaktivnom zonom u ravni
koja zahvata zdrave strukture u zahvacenoj lozi, odnosno kompartmentu.

Posle ucinjene procedure na mestu ablacije ne preostaje neoplasti¢no tkivo, dakle tkivo koje
se odnosi na moguce “skip” metastaze posebno kod tumora visokog stepena maligniteta.

d) Radikalna
Radikalna granica se postize “en block™ uklanjanjem lezije, kapsule, reaktivne zone i zdravog

tkiva u celini celog kompartmenta u kome je ishodiSte primarnog tumora.
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Ono §to preostaje je neoplasti¢no tkivo, nereaktivno, zdravo ekstrakompartmetno tkivo bez

potencijala za rezidualni tumor. [3-6]

1.6.2. Hirurske tehnike resekcije i stepenovanje tumora

Hirurske procedure se definiSu granicama koje su postignute a ne nacinom kako su
realizovane. Kada je granica Siroka ona se postize loko-regionalnom resekcijom ili amputacijom.
Ekstrakompartmentna en bloc ekscizija je radikalna, dok hemipelevektomija koja prolazi u ravni
reaktivne zone tumora predstavlja hirurgiju marginalnog tipa.

Disekcija koja je u 95% Siroka a u pet posto marginalna, je sa onkoloske tacke gledista
marginalna intervencija. Granice se svakako mogu proceniti u pojedinim slucajevima
makroskopski, mada suspektna mesta moraju biti proverena mikroskopski. Kada su u pitanju
kostane lezije od posebnog je znacaja preoparativna oralna administracija Tetraciklina od 250 mg,
tri dana pre planirane operacije sa ciljem da se postigne kasnijom patohistoloSkom analizom
distinkcija izmedu reaktivne i ne-reaktivne kosti. Obelezavanje slobodnih povr$ina mekog tkiva
uzorka sa India mastilom sasvim izvesno doprinosi identifikaciji postignute granice.

Pomenuta pravila izvodenja hirurskih tehnika se odnose pre svega na malignome, zato
njihovo tretiranje i podrazumeva visoki stepan odgovornosti a nepoStovanje vodi u neispravljive
graSke. Grupa benignih tumora koStanog sistema koji se lece operativno a kojoj pripada i GCT
podnose po pravilu intralezionu 1 marginalnu proceduru u ve¢em broju slucajeva, dok je “en
block” resekcija rezervisana za agresivne lezije. Medutim neophodno je voditi racuna da histoloski
stepen 1. moze biti klinicki 3; Sto pre svega oslikava bioloSku aktivnost GCT i tako formiran
staging koristiti pri donoSenju odluke o vrsti operativnog zahvata.

Kroz istoriju, operativno le¢enje GCT se razvijalo po tipu pokusaja i greska. [3,4,10,13,61]

Kao osnovna tehnika, kiretaza tumorskog leziSta u samoj kosti sa Sirokom trepanacijom
istanjenog zida kosti je dozvoljena u slucajevima operativnog resavanja benignih tumora, ali i u
sluajevima tretiranja agresivnih lezija kao Sto je i GCT ali samo uz upotrebu pomo¢nih metoda
koje bi mogli da podvedemo pod “hemijsku kiretazu”. U ovu grupu pomoénih tehnika spadaju:

primena MMA, tecnog azota, fenol-glicerolskog rastvora i termokauterizacije. [144]
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Stepen 1 (latentni)

U ovom obliku incidenca lokalnog recidiva je zanemarljiva posle kiretaze. Kriohirurgija
ili osteoplastika sa kostanim cementom nije indikovana a spontana regresija lezije je zabelezena u
dosadasnjoj literaturi vie puta, ali samo kod slucajeva dijagnostikovanog GCT u mladih od 15

god. Kada je obi¢no udruzen sa neoseificiraju¢im fibromom.

[ ] Lezua

B «ArsuLa

B reak. zona
[ ] INTRAKOMP.

. EKSTRAKOM.

Stepen 1

(10%)

Gy Ty My

Slika 17. Osnovne karakteristike benignih kostanih tumora stepena 1

Stepen 2 (aktivni)
Lokalni recidiv posle kiretaZze po dosadasnjim saznanjima iznosi oko 20% posebno

kada se Supljina ispunjava kostanim kalemovima u odnosu na kostani cement. Ako je
Supljina “stabilna” sa malim rizikom od patoloskog preloma pre je indikovana
osteoplastika sa koStanim kalemovima dok je kostani cement pre indikovan kada je
lokalizacija lezije bliza subhondralnoj plo¢i, odnosno kada preti vedi rizik od patoloskog

preloma.
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Upravo vedina recidiva u stadijumu dva se javlja posle ne adekvatne kiretaze u
delu subhondralne hrskavice kada postoji opravdana strepnja od proboja tumora u

zglobnu Supljinu. Sasvim sa jasno pokazalo da pod takvim okolnostima upotreba
kosStanog cementa ima prednost jer izaziva nekrozu preostalih tumorskih ¢elija, toplotom tokom
polimerizacije.

Na osnovu dosadasnje prakse zakljuceno je da je rizik od degenerativne artroze upotrebom
Metilmetakrilata (MMA) pojacan. U slucaju gde je odnos zdrave spongiozne kosti u odnosu na
sub hondralnu plo¢u 1 cm rizik je zanemarljivo mali i dokazuje opravdanost ove procedure, dok u
primerima manjim od 5 mm rizik je ve¢ veoma visok i iznosi oko 35%. [64,66,81,82]

Upravo zbog navedenog, smatra se da je indikovano aplikovati auto kalem
(kortikospongiozni), najmanje 1 cm debljine, koji predstavlja podlogu na subhondralnoj ploci pre
aplikacije koStanog cementa. [63,65]

Jos uvek postoje neslaganja u vezi zamene cementa kostanim kalemovima. Dosadasnja
viSegodi$nja iskustva pokazuju da ima indikacija za zamenu cementa koStanim transplantatom ali
najmanje dve godine posle primarne hiruske procedure, a da u meduvremenu nije bilo lokalnog

recidiva.

D LEZIJA
. KAPSULA

. REAK. ZONA
D INTRAKOMP.
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Stepen 2

(70%)

Gy To My

Slika 18. Osnovne karakteristike benignih kosStanih tumora stepena 2
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Stepen 3 (agresivni)

Lokalni recidiv posle ekstenzivne kiretaze iznosi 70%, sa aplikacijom kriohirurgije ili
koStanim cementom oko 25%, a adjuvantna terapija Fenolom (Sol. Phenoly-glicerolata 20%)
snizava procenat recidiva na cak 7% i preporucuje se u tretiranju svih stepena lezije.

Agresivne lezije ekspanzivnog rasta sa zahvatanjem mekih tkiva su sasvim jasno
nepodobne za procedure tipa kiretaze ili marginalne ekscizije. Sasvim je izvesno da je potrebno
realizovati sa onkoloske tacke gledista Siroke procedure sa rekonstruktivnim alternativama tipa
artrodeze uz upotrebu alograft kalema, tumor endoproteze i u pojedinacnim slu¢ajevima patelarni
autokalem kada su u pitanju lezije proksimalne tibije. Recidivantne lezije se klinicki procenjuju i
lece po kriterijumima primarne bolesti.

Lezije koje su pracene patoloskim prelomom predstavljaju poseban problem. Mnoge od
njih su primarno intra-artikularne zbog predilekcije tumora za metafizno-epifiznu lokalizaciju.
Uprkos svemu klini¢ki procenjene lezije tipa jedan ili dva treba le¢iti lokalnim izborom procedura
dok lezije tipa tri zahtevaju Siroku resekciju.

Ova vrsta preloma se po danas usvojenim nacelima leci bolje metodom spoljne fiksacije
upravo zbog rizika od lokalne kontaminacije. [6,75]

GCT cesto dobro reaguje na umerene doze zracne terapije od 40 do 45 CentGraya.
Radioloski se srece osifikacija na mestu radiolucentnih defekata, a rizik u ovom obliku terapije
od lokalnog recidiva je 15-20%. [56,59]

Postoji znacajan rizik od indukovanog sarkoma posle iradijacije mada procenti nisu

indikativni u odnosu na vreme pracenja i pojavljuju se u oko 5% obolelih.
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Slika 19. Osnovne karakteristike benignih kostanih tumora stepena 3

Upravo iz navedenih razloga hirurgija jeste metoda izbora, a alternativna radioterapija ima
svoje indikacije u odnosu na specificne topografske regije kao $to je kicmeni stub gde navedene
procedure nije moguce adekvatno onkoloski realizovati. Daleko je adekvatnije primeniti neku od
adjuvantnih procedura.

Posebna paZnja se obra¢a na pojavu sekundarne artroze na bliskoj artikulaciji, kao
posledice delovanja Metilmetakrilata (MMA) na artikularnu povr$inu. Potvrdu za ovakvu tvrdnju
dao je naucno istrazivacki centar Ritzzoli iz Bolonje. [60] U¢injena je eksperimentalna studija na
psima 1 konstataovana pojava sekundarnih artroti¢nih promena na bliskoj artikulaciji, Sto je
potvrdeno 1 klinickim studijama. Kao posledica takvog istrazivanja uvodi se nova tehnika
“Kombinovana osteoplastika”. Ova tehnika se primenjuje u slucajevima kada je destrukcija
subhondralne kosti (bilo tumorom ili kiretaZzom) ostavila manje od 1 cm zdrave spongiozne kosti.
U tom slucaju se na subhondralnu povrsinu transplantira spongiozno-kortikalni graft (ako je
moguce auto-graft sa kriste), uz adekvatnu fiksaciju, a ostatak kavuma se popuni sa MMA.
Usvojena tehnika ima 1 svojih mana, ali pokuSava da objedini najpozitivnije strane do sada

primenjivanih tehnika kako u tretiranju same neoplazme tako i kao olakSavaju¢i Cinilac kod

44



pracenja bolesnika tokom post operativnog perioda sa teznjom da se ponovna pojava tumora

dijagnostikuje u pravom trenutku i pravilno tretira. [52,57,59,64]

Slika 20. Kriterijumi i prikaz izvdenja “kombinovane osteoplastike”

1.6.2.a Agresivna kiretaZa
I konac¢no treba pokloniti duznu paznju hirurskoj tehnici koja se ¢esto pominje ali se obi¢no
tehnicki ne izvede pravilno, a to je kiretaza, ili kako je Campanacci M. naziva ,,Agresivna
kiretaza . [45]
Ova, na prvi pogled, bezazlena hirurSka tehnika, zahteva poStovanje odredenih pravila:
1. zid Supljine tumora se otvara Siroko, u nastavku prethodno formirane biopticke trase,
koja ukljucuje tkivo od koZe do pomenutog zida tumora,
2. kada je kiretazom moguce prikazati u vecoj meri zdravu kost (kiretirati i reaktivnu
zonu) sa izuzetkom manjih polja teSko pristupacnih, tada se primenjuje neki od

dostupnih adjuvantnih metoda (fenol, tecni azot, termokauterizacija).
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3. kada rezidualna kost na mestu tumora, perkusiom proizvodi zvuk akrilatnog cementa,
predlaze se aplikacija metilmetakrilata, ali ako lokalizacija zahteva moze se upotrebiti
1 kosStani graft, naravno uz povecani rizik od pojave rest/recidiva,

4. ako je potencijalni rizik od pojave lokalnog resta visok ili su tumorom ugrozeni vitalni

elementi (neurovaskularne strukture) predlaze se primarna en-bloc resekcija.

1.6.2.b Blok resekcija

Blok resekcija tumorom zahvac¢enog segmenta je indikovana:

1. kada tumor Siroko destruise kost

2. u slucaju patoloske frakture

3. uslucajevima zahvacenog segmenta koji je trajno afunkcionalan (proksimalna fibula,

distalna ulna ...)

U vedini slucajeva resekcija se primenjuje kod tumora klini¢kog gradusa 2. 1 3.

Radioterapija se i danas pominje u savremenoj literaturi, ali samo u okviru
postoperativnog tretmana GCT, tesko dostupnih regija: ki¢meni stub, sakrum 1 karlica, ali samo u
situaciji kompletne makroskopske eliminacije tumora, zbog moguce pojave sekundarnog
osteosarkoma. U slu¢aju mikroskopskih ostataka tumora (marginalna resekcija), taj rizik je

minimalan. [8,9]

1.6.2.c Lecenje recidiva

Bez obzira na stepen primarne lezije recidiv GCT je neophodno tretirati paZljivo, i
dijagnostikovati na vreme i sa visokim stepenom sigurnosti.

Dijagnostikovanje recidiva (RTG, CT, NMR) je u mnogome olak$ano primenom MMA,
ali ako se ne koristi cement nego graft najsigurnija metoda je NMR (iako postoji mogucnost laznog
rezultata).

Ako se ponovna pojava tumora dijagnostikuje u periodu dve godine od operacije u pitanju
je ostatak tumora “rest”, a ako se dijagnostikuje posle tog perioda pojava se tumaci kao “recidiv”.
[52,57]

Dijagnostikovani recidiv ili rest tumor se tretira izolovano i ukoliko je to moguce istom
tehnikom kojom je ucinjena primarna operacija.

Ako se rest/recidiv ipak ne dijagnostikuje na vreme, bolest napreduje tako da suzava

mogucnosti adekvatne onkoloske lokalne kontrole bolesti i moguénost rekonstruktivne hirurgije,
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pa je neophodno primeniti adekvatnu tehniku resekcije i naravno rekonstrukcije, od osteoplastike,

masivnim graftovima, do implantacije endoproteze. [59,64]

Slika 21. Recidiv GCT (desno) i postoperativni snimak posle reintervencije (levo)
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2. CILJEVI ISTRAZIVANJA
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Ciljevi istrazivanja Su:

1. Utvrdivanje korelacije ekspresije Ki-67, p53 i Ciklin D1 u tkivu gigantocelularnog tumora
kosti sa bioloSkim ponasanjem ovog tumora (pojavom rest-recidiva ili pojavom pluénih
metastaza).

2. Utvrdivanje korelacije ekspresije Ki-67, p53 i Ciklin D1 u tkivu gigantocelularnog tumora
kosti sa klinicko-patoloskim prognostickim parametrima (klinicka GTM, Enneking-ova

klasifikacija).
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3. METODOLOGIJA
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3.1. Vreme i mesto istraZivanja

Studija preseka u koju je uklju¢eno 164 pacijenata kojima je u periodu od 1964-2008. god.
na Institutu za patologiju Medicinskog fakulteta u Beogradu dijagnostikovan gigantocelularni

tumor kosti, a koji su operisani na Institutu za Ortopedsko-hirurske bolesti ,,Banjica®.

3.2. Ispitanici — jedinice posmatranja

Ispitanici, odnosno jedinice posmatranja u ovoj studiji predstavljaju pacijenti kojima je u
periodu od 1964. godine do 2008. godine dijagnostifikovan gigantocelularni tumor kosti, a koji su
operisani na Institutu za Ortopedsko-hirur§ke bolesti ,,Banjica“, sa minimalnim klini¢kim

prac¢enjem, a u cilju odredivanja bioloSkog ponasanja tumora, od 3 godine.

Kriterijumi za ukljucenje u studiju bili su: patohistoloski verifikovan gigantocelularni

tumor kosti, na Institutu za patologiju Medicinskog fakulteta u Beogradu.

Kriterijumi za isklju€enje iz studije bili su: nekompletnost podataka preuzetih iz Istorije

Bolesti IOHB "Banjica”, period prac¢enja kraci od 3 godine.

U navedenom periodu na Medicinskom fakultetu i Institutu "Banjica" ukupno je
registrovano 217 pacijenta kojima je dijagnostikovan i lecCen gigantocelularni tumor kosti 1 koji
ispunjavaju kriterijume za uklju€enje u studiju, ali od tog broja 53 pacijenta su imala nekompletne

podatke pa je ukupan broj pacijenata sveden na 164.

3.3. Klinicka metodologija

Po dolasku na Institut, pacijentima je uzeta detaljna anamneza sa akcentom na pocetak 1
tok bolesti. Nakon fizikalnog pregleda uradene su osnovne laboratorijske analize (biohemija, krvna
slika) i uradena radiografija kosti. Nakon identifikovanja lokacije potencijalnog patoloskog
procesa uradena je biopsija. Biopsija ili operativna dijagnostika predstavlja krunu dijagnosticke
procedure. Pravila bioptiranja postavljena su razvojem onkoloske ortopedije. Osim ‘“klasi¢ne”
incizione biopsije, moguce je primeniti i punkcionu, koja je u patohistoloskoj analizi nepouzdana

iako ima svoje prednosti, najviSe u okviru racionalizovanja biopsijske trase.
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3.3.1. Inciziona biopsija

Inciozna biopsija radena je u operacionoj sali, uz adekvatnu anesteziju. Biopticka trasa
je planirana prema mogucoj sledecoj intervenciji, koja moze biti i zavrsna, uklopljena u buducu
koznu inciziju tako da nam omogucava ukljucenje hirurske biopsijske trase u resecirani segment,
bez obzira na dobijeni rezultat ucinjenje hirurske procedure, zato $to je cilj, uvek sto Sira resekcija,
uz §to kradu koznu inciziju, ali dovoljno komotnu za rad. [35]

Dalji pristup kroz slojeve tkiva bazira se na 3D projekciji levka, svaka sledeca incizija
je kraca, sva do kosti ili tumorskog tkiva koje je probilo kompartman. Uzorak tkiva mora biti
reprezentativan, Sto znaci odabrati deo viabilnog tumorskog tkiva, i ako je moguce kostani prelaz
ka ne zahva¢enom segmentu. Naravno, posebnu paznju je neophodno obratiti na hemostazu. Ako
je potrebno aplikovati i dren, ali tako da se uklopi u “Biopticku trasu”. Dobijeni uzorak tkiva je
adekvatno uskladiSten 1 Sto pre prosleden do nadleznog patologa koji je i deo tima. Adekvatno
uskladiSten materijal podrazumeva smastanje u vecu posudu, Sirokog otvora, sa deset puta ve¢om
koli¢inom formalina koji se smatra za gotovo idealan fiksativ.

Sve do sada navedeno obezbeduje adekvatno planiranje definitivne hirurSke procedure,
a odstupanje moze uzrokovati ne premostive prepreke u obezbedivanju potpune lokalne kontrole
bolesti.

Histopatoloskal dijagnoza je postavljena u skladu sa Klasifikacijom tumora mekih tkiva

i kostiju SZO iz 2013 godine kao i odredivanje histoloskih tipova. [14]

3.3.2. Mikroskopska analiza

Na Institutu za patologiju Medicinskog fakulteta u Beogradu je na nakon patohistoloSke
dijagnostike na reprezentativnim parafinskim kalupima uc¢injena imunohistohemijski analizirana
ekspresija slede¢ih markera: Ki-67 proliferativni faktor, p53 tumor supresorski protein i Ciklin D1

regulatorni protein Celijskog ciklusa i athezionog molekula -catenina.

Imunohistohemijska tehnika, podrazumeva primenu streptavidin-biotin metode
koris¢enjem L-SAB + kita, uz primenu diaminobenzidina kao hromogena i Majerovog
hematoksilina za kontrastiranje. Za pozitivnu spoljasnju kontrolu koris¢ena su sledeca tkiva: Ki-
67 u Burkit limfomu, p53 u karcinomu dojke i Ciklin D1 u tkivu tonzile, B-catenina tkivo dezmoida

za nuklearno bojenje i tkivo rabdomiosarkoma za citoplazmatsko bojenje.
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Imunohistohemijska obrada je obavljena u Laboratoriji za imunohistohemiju i histohemiju
Instituta za patologiju Medicinskog fakulteta u Beogradu. Imunohistohemijska tehnika u formalinu
fiksiranih i u parafinu ukalupljenih uzoraka predstavlja viSestepenu proceduru koja obuhvata

sledeée postupke:
- deparafinizacija,
- proteoliticka digestija
- blokiranje endogene peroksidaze
- imunohistohemijsko bojenje primenom streptavidin-biotin tehnike.

Preseci debljine 3-4um, dobijeni seenjem parafinskih kalupa su, nakon su$enja od 16h na 56°C

deparafinisani po sledecoj proceduri:

T 1 (0] PR 5-7 minuta, ocediti
T 1 (o) 5-7 minuta, ocediti
100% alkohol..........ccceiiiiiiiieee, 3 minuta, ocediti
100% alkohol..........ccceiiiiiiiieee, 3 minuta, ocediti
96% alKohol..........ooveiiiice e 3 minuta, ocediti
96% alKohOL.........c.ooviiiiiic 3 minuta, ocediti
destilovana/dejonizovana voda............c.cccceeeveenennnn, 30 sekundi

Proteoloticka digestija (demaskiranje antigena):

Deparafinisani preseci su preneti u plasti¢nu kivetu sa oko 250 ml radnog rastvora citratnog
pufera (10mmol/L, pH 6.0) i kuvaju se u mikrotalasnoj pe¢nici 2x5 minuta na maksimalnoj
temperaturi, a zatim se hlade u citratnom puferu 30 minuta na sobnoj temperaturi. Na kraju su

isprani destilovanom vodom dva puta po 30 sekundi.
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Blokiranje endogene peroksidaze:

Preparati se potope 5 minuta u 3% vodonik-peroksid (rastvoren u destilovanoj vodi), zatim

isperu deastilovanom vodom i preliju fosfatnim puferom (PBS-phosphate-buffered saline, 0,02
mol/L, pH 7,0) 3x2 minuta.

Imunohistohemijsko bojenje primenom streptavidin-biotin tehnike:

Za imunohistohemijsko bojenje kori$¢en je komercijalni kit (Labelled streptavidin-biotin-

LSAB+ metoda, DAKO, danska). Bojenje se odvija po sledecoj proceduri, koja je navedena u

instrukcijama proizvodaca:

FAZA | (primarno antitelo razblaZzeno po upustvu proizvodaca):

1.

odliti visak pufera, obrisati pazljivo oko isecka,

pokriti iseCak sa minimalnom koli¢inom (20-30pul) primarnog antitela,
inkubacija 30 minuta na sobnoj temperaturi,

pazljivo isprati PBS iz $pric-boce,

preliti sveZim puferom.

FAZA 11 (biotinilizovano vezno antitelo):

1.

odliti viSak pufera, obrisati pazljivo oko isecka,

pokriti iseak sa minimalnom koli¢inom (20-30ul) LINK antitela,
inkubacija 30 minuta

pazljivo isprati PBS iz $pric-boce,

preliti sveZim puferom.
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FAZA 111 (streptavidin-peroksidaza):

1.

odliti visak pufera, obrisati pazljivo oko isecka,

pokriti iseak sa minimalnom koli¢inom (20-30ul) streptavidin-peroksidaze,
inkubacija 30 minuta

pazljivo isprati PBS iz $pric-boce,

preliti svezim puferom.

FAZA IV (supstrat hromogen):

1.

4.

odliti visak pufera, obrisati pazljivo oko isecka,
pokriti iseCak sa minimalnom koli¢inom (20-30pul)
hromogenadiaminobenzidina (DAB),

inkubacija 10 minuta

ispiranje destilovanom vodom,

FAZA 1V (kontrastiranje):

1.

N

4.

Mayer-ov hematoksilin 5 do 10 minuta,
pazljivo isprati destilovanom vodom,
uroniti 10 puta u kivetu sa 0,037 mol/L amonijacne vode,

ispiranje destilovanom/dejonizovanom vodom 2 do 5 minuta.

Pokriti vodenim medijumom.

Mesta specificnog vezivanje antitela su smede boje, dok hematoksilin, nespecifi¢no vezan

za jedra svih Celija, boji ih plavo.

Imunohistohemijska procedura je koriS¢ena za sledeCa antitela, u odgovaraju¢im

razblazenjima:
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Ki67 (DAKO, klon MIB1, ), 1:50,
Ciklin D1 (RM-9104-S, klon SP4, Lab Vision Corporation, UK), 1:100,
p53 (, clone DO7, Denmark), 1:100

[-catenina (Abcam, USA), 1:100

Ekspresija svih navedenih markera je jedarna i odredivana je semikvantitativno optickom
mikroskopijom na mikroskopu, Olympus BX50F4, uvelicanjem 200. Na svakom uzorku su
analizirana 1izabrana polja sa najveCom imunopozitivnoS¢u. Dobijeni rezultati su
semikvantitativno klasifikovani u 4 kategorije koje su odredene arbitrazno, na osnovu literaturnih
podataka.

I negativno (0): 0-5% pozitivnih tumorskih ¢elija

Il laka pozitivnost (1+): 6-20% pozitivnih tumorskih ¢elija

[l umerena pozitivnost (2+): 21-50% pozitivnih tumorskih ¢elija
IV jaka pozitivnost (3 +): viSe od 50% pozitivnih tumorskih ¢elija

Indeks obeleZzavanja je raden na digitalnim fotografijama snimljenim Olympus DP70
kamerom, 12 MPixela uz pomo¢ mrezice, metodom manuelnog brojanja- odredivanje broja

pozitivnih ¢elija, prema ukupnom broju ¢elija, ne manjem od 500.

Nakon sprovedene optimalne terapije klinicki je pracen tok bolesti (minimalni period
pracenja 3 godine) u smislu nastanka recidiva i pojave ,,metastaza “. Na osnovu ovih parametara

svi tumori su klasifikovani kao:

1. tumori bez nastanka recidiva
2. tumori sa pojavom recidiva

3. tumori sa pojavom ,,metastaza
Svi pacijenti koji su imali metastaze imali su i klini¢ki verifikovan recidiv.

Sve varijable su svrstane u slede¢a kategorije.
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Sociodemografske varijable u ovoj studiji su:

- starost

- pol

Varijable koje se odnose na tok bolesti i dijagnostiku su:

- trajanje tegoba u mesecima

- bol i otok

- lokalizacija tumora

- lokalizacija na dugim kostima

- PH nalaz
Varijable koje se odnose na tok lecenja:

- prva, druga i tre¢a operacija

- broj intervencija

Varijable koje se odnose na nalaz patohistologije (imunohistohemiju )

- beta katenin u dZinovskim ¢elijama
- beta katetin u stromalnim ¢elijama
- p53

- Ki67

- ciklin D1 u dZinovskim ¢elijama
Varijable koje se odnose na recidiv:

- prisustvo recidiva
- vreme do recidiva

- PH nalaz recidiva
Varijable koje se odnose na komplikacije:

- komplikacije
- infekcija

- pseudoartritis
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- resorpcija grafta

- ankiloza

- ogranicenje pokretljivosti
- destabilizacija

- metastaze u plu¢ima

- paraliza nerva

- patoloska fraktura

3.4. Statisticka metodologija

U ovoj studiji koriS¢ene su deskriptivne 1 analiti¢ke statisticke metode.
Od deskritpivnih statistickih metoda koris¢eni su:

- Apsolutni i relativni brojevi

- Mere centralne tendencije (aritmetic¢ka sredina, medijana)

- Mere disperzije (standardna devijacija, interval varijacije)

Od analitickih statisti€¢kih metoda koriS¢eni su testovi razlike, analiza povezanosti 1 analiza

preZivljavanja.
Testovi za ispitivanje znacajnosti razlike koji su kori$¢eni u ovoj studiji su:
- Parametarski: t test
- Neparametarski: Hi-kvadrat test, Hi-kvadrat test za trend, Mann-Whitney U test

Zbog malog broja jedinica posmatranja u odredenim analizama koriS¢ena je Monte Karlo

simulacija radi dobijanja tacnije vrednosti.

Za ispitivanje povezanosti izmedu dve ordinalne varijable koriS¢ena je Spirmanova
korelaciona analiza. Analiza prezivljavanja obuhvatila je Kaplan-Majerovu krivu sa Log-rank

testom. Rezultati su prikazani tabelarno 1 graficki.

Nivo znacajnosti od 0,05 uzet je kao grani¢ni za odbacivanje nulte hipoteze. Svi podaci su

obradeni u SPSS 20,0 (IBM korporacija) softverskom paketu.
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4. REZULTATI
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4.1. Osnovne karakteristike

U studiju je uklju¢eno ukupno 164 pacijenta sa gigantocelularnim tumorom
kosti (GCTB). Deskriptivna statistika ispitivanog uzorka (osnovne karakteristike

pacijenata sa klinickom slikom) prikazana je u tabeli 3.

Tabela 3. Osnovne karakteristike pacijenata sa klinickom slikom.

N %
muski 76 46.3%
Pol
zenski 88 53.7%
Starost (godine) 30.8+13.2; 28 (5-64)
Trajanje tegoba (meseci) 6.2+6.3; 4 (1-38)
Bol ne 20 12.4%
da 141 87.6%
ne 28 17.4%
Otok da 133 82.6%
femur 70 42.7%
tibija 34 20.7%
humerus 12 7.3%
skapula 2 1.2%
radius 17 10.4%
Lokalizacija ulna 9 5.5%
karlica 3 1.8%
ki¢ma 6 3.7%
stopalo 2 1.2%
Saka 3 1.8%
fibula 6 3.7%
Loka]izacjja na proksimalno 58 39.2%
dugim kostima distalno 90 60.8%

Iz tabele se vidi da se radi o populaciji sa slicnom distribucijom po polu, prosecne starosti
oko 30 godina. Vecina pacijenata u klini¢koj slici ima bol i otok, sa najées¢om lokalizacijom na

femuru, a zatim tibiji i po kriterujumu prox./dist., distalno je lociran na femuru a proksimalno na
tibiji. (Slika 22.)
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Slika 22. RTG: GCTB distalnog radiusa

Distribucija pacijenata u odnosu na operacije (broj i vrsta hiruruske intervencije) prikazana

je u tabeli 4.

Tabela 4. Broj i vrsta hirurSke intervencije

Prva operacija

Druga operacija

Treca operacija

N % N % N %
biopsija 71 43.8% 4 3.4% 1 2.6%
kiretaza 71 43.8% 46 39.0% 1 2.6%
resekcija 17 10.5% 36 30.5% 17 44.7%
amputacija 2 1.2% 21 17.8% 14 36.8%
zracenje 0 0.0% 6 5.1% 0 0.0%
odbijanje le¢enja 0 0.0% 3 2.5% 1 2.6%
revizija 0 0.0% 2 1.7% 4 10.5%
neoperativno 1 0.6% 0 0.0% 0 0.0%

Biopsija, kao izolovana procedura i kiretaza su dominantni zahvati u prvoj operaciji, dok

su kiretaza i resekcija u drugoj operaciji, a resekcija i amputacija u tre¢oj operaciji.
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Na osnovu PH nalaza i gradusa tumora, prikazana je distribucija pacijenata (Tabela 5).

Tabela 5. PH nalaz u odnosu na gradus tumora

PH I PH II PH 1l
N % N % %
gradus | 64 39.3% 25 23.1% 4 12.1%
gradus Il 83 50.9% 60 55.6% 15 45.5%
gradus 111 15 9.2% 16 14.8% 8 24.2%
maligno 1 0.6% 7 6.5% 6 18.2%

Na prvom PH nalazu dominira gradus II, pa gradus I, na drugom PH nalazu takode je

najcesci gradus II, kao I na tre€em PH nalazu. (Slika 23.)

Slika 23. Tipican patohistoloski izgled gigantocelularnog tumora kosti, koji ukazuje
na dvokomponentnost u histoloskoj gradi. (HE, 200x)
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Od ukupnog broja pacijenata, jednu intervenciju imalo je 48 pacijenata (28,4%), dve
intervencije imalo je 78 pacijenata (48,1%) dok je tri intervencije imalo 38 pacijenata (23,5%). Za

dva pacijenta (1,2%) nema podatak o broju intervencija.

Recidiv se javio kod 46 pacijenata (28%), dok kod 118 pacijenata (72%) nije bilo pojave

recidiva tokom pracenja.

Vreme pracenja iznosilo je maksimalno 300 meseci. Medijana prezivljavanja (pojava
recidiva) iznosi 235 meseci (95% interval poverenja 99,7-370,2 meseci). Kriva prezivljavanja je

graficki prikazana (Grafikon 2.).

M THriva prezivljavanja
1.0 b= cenzurizan

0.5

0.6

Recidiv

0.4

0.2

0.0

I T T T T I I
0 20 100 130 200 230 300

Vreme pracenja (meseci)

Grafikon 2. Prikaz pojave recidiva prac¢enje u odnosu na vreme

Tokom pradenja pacijentima je beleZzena pojava komplikacija, kao 1 vrsta same
komplikacije (ukljucujuci 1 komplikaciju osnovne bolesti). Distribucija pacijenata u odnosu na

komplikacije prikazana je u tabeli 6.
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Tabela 6. Komplikacije operacije i osnovne bolesti

N %

- ne 103 62.8%
Komplikacije

da 61 37.2%

Infekcija ne 135 82.3%

da 29 17.7%

Pseudoartroza ne 163 99.4%

grafta da 1 0.6%

Resorpcija grafta ne 163 99.4%

da 1 0.6%

. ne 161 98.2%

Ankiloza da 3 L8%

Ogranicenje pokreta ne 138 84.1%

da 26 15.9%

e ne 161 98.2%

Destabilizacija da 3 L.8%

Pareza nerva ne 152 92.1%

da 12 7.3%

Metastaze na ne 161 98.2%

plu¢ima da 3 1.8%

Patoloska fraktura ne 143 87.2%

da 21 12.8%

Tabele pokazuje da je tre¢ina pacijenata imala neku komplikaciju operacije, najcesce su to

bile infekcije 1 ogranicenje pokreta.

Na osnovu PH nalaza utvrdeno je da je kod 155 pacijenata (94.5%) tumor bio benigni, 7

pacijenata (4,3%) imalo je maligni tumor, dok je multicentri¢ni bio kod 2 pacijenta (1,2%).

Distribucija pacijenata u odnosu na faktore proliferacije i proteina regulacije prikazana je

u tabeli 7.
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Tabela 7. Faktori proliferacije i proteina regulacije ¢elijskog ciklusa.

N %
pS3 u ne 66 40.2%
stromalnim ¢elijama da 98 59.8%
0 32 19.5%
. <=500 107 65.2%
Ki67 6-19% 14 8.5%
=>20% 11 6.7%
[B-catenin u ne 91 55.5%
stromalnim ¢elijama da 73 44.5%
B-catenin u dzinovskim 0 100 61.0%
éelijama <15 J_edara 51 31.1%
15+ jedara 13 7.9%
n o 0 40 24.4%
Ciklin D1 u dzinovskim - _, o0 oa 109 66.5%
¢elijama
15+ jedara 15 9.1%

Kada su u pitanju faktori proliferacije i protein regulacjie, evidentno je da je samo on -
katenin u stromalnim ¢elijama dihotomnog karaktera. Ali, ako uporedimo negativne nalaze ostala
tri parametra iz tabele (0 procenata, jedara), evidentno je da je B-katenin u dzinovskim ¢elijama
najces¢i negativan nalaz, a zatim 1 B-katenin u stromalnim ¢elijama. Ciklin D1 1 Ki 67 imaju
dominantnu prvu pozitivnu kategoriju pozitivnih nalaza (<=5%, <15 jedara).

U daljim analizama, prikazane su karakteristike ispitivanog uzorka u odnosu na kategorije

faktora proliferacije i proteine regulacije ¢elijskog ciklusa.
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Grafikon 3. Pozitivnost faktora proliferacije i protein regulacije u odnosu na stromalne i
dzinovske celije
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4.2. Analiza imunohistohemijske ekspresije P53

Distribucija osnovnih karakteristika pacijenata u odnosu na P53 prikazana je u tabeli 8.

Tabela 8. P53 u odnosu na osnovne karakteristike pacijenata

p53 u stromalnim ¢elijama

Rezultat
ne da o
testiranja
N % N %

Pol muski 30 45.5% 46 46.9% X?=0.035

zenski 36 54.5% 52 53.1% p=0.852
Starost 31.2+13.3 30.5+13.2 T;g'?éé
tTe;aé%g‘e 3.35.7:5(1-36)  6.146.6; 4 (1-38) szzg’élfzg
Bol ne 10 15.6% 10 10.3% X?=1.002

da 54 84.4% 87 89.7% p=0.572
Otok ne 7 10.9% 21 21.6% X?=3.080

da 57 89.1% 76 78.4% p=0.079

femur 29 43.9% 41 41.8%

tibija 20 30.3% 14 14.3%

humerus 4 6.1% 8 8.2%

skapula 0 0.0% 2 2.0%

radius 3 4.5% 14 14.3%  X°=16.738
Lokalizacija ulna 4 6.1% 5 5.1% p=0.061

karlica 1 1.5% 2 2.0%  (0.055-0.67)

ki¢ma 1 1.5% 5 5.1%

stopalo 0 0.0% 2 2.0%

Saka 0 0.0% 3 3.1%

fibula 4 6.1% 2 2.0%
Lokalizacija proksimalno 29 45.3% 29 34.5% x?=1774
na dugim . Py
costis disaino 35 547% 55  655%  p=0.183
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Tabela ukazuje da nema statisticki znacajnih razlika izmedu pacijenata sa i bez ekspresije

p53 u stromalnim ¢elijama. Jedino je otok neSto ucestaliji kod onih koji nemaju ekspresiju a

evidentna je razlika i kod lokalizacije, koja je na granici konvencionalnog nivoa znacajnosti (za

ovu analizu koriS¢ena je Monte Carlo simulacija zbog velikog broja kategorija a malog broja

pacijenata).

4.3. Vrsta operacije u odnosu na p53 (prva, druga, treca)

Pacijenti su u odnosu na pozitivnost p53 u stromalnim ¢elijama podeljeni u dve grupe i

distribucije pacijenata u odnosu na PH nalaz za sve tri operacije pojedinac¢no prikazana je u tabeli

9.

Tabela 9. Pozitivnost p53 u odnosu na PH nalaz za svaku operaciju posebno

p53 u stromalnim ¢elijama

Rezultati
ne da o
testiranja
N % N %
gradus | 28 42.4% 36 37.1%

PH | gradus Il 32 48.5% 51 52.6% X?=0.230
gradus 111 5 7.6% 10 10.3% p=0.709
maligno 1 1.5% 0 0.0%
gradus | 8 21.6% 17 23.9%

BH Il gradus Il 22 59.5% 38 53.5% X2=0.033
gradus 111 5 13.5% 11 15.5% p=0.902
maligno 2 5.4% 5 7.0%
gradus | 1 11.1% 3 12.5%

BH 11 gradus Il 5 55.6% 10 41.7% X2=0.023
gradus 111 1 11.1% 29.2% p=1.000
maligno 2 22.2% 4 16.7%

Tabela ukazuje da nema znacajnih razlika, odnosno, distribucije PH nalaza kod onih koji

imaju pozitivan p53 u stromalnim ¢elijama se ne razlikuju bitno od onih koji nemaju.

Za razliku od PH nalaza, ukupan broj intervencija se znacajno razlikovao izmedu pacijenata sa

pozitivnim p53 u odnosu na negativne (Tabela 10.).
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Tabela 10. Ukupan broj intervencija u odnosu na pozitivnost pS3 u stromalnim ¢elijama

Broj intervencija

Ukupno
1 2 3

e n 26 28 11 65
p53 u stromalnim % 40.0% 43.1% 16.9% 100.0%

¢elijama da n 20 50 27 97
% 20.6% 51.5% 27.8% 100.0%

n 46 78 38 162

Ukupno

% 284%  48.1%  23.5% 100.0%

Ova tabela prikazuje da je ucestalost pacijenta sa pozitivnim p53 znacajno veca kod veéeg
ukupnog broja intervencija, odnosno postoji trend rasta broja intervencija, dok kod onih koji
nemaju pozitivan p53 postoji trend pada ukupnog broja intervencija (X?=6,878; p=0,009).

U daljoj analizi ispitivano je pojava recidiva u odnosu na pozitivnost p53 u stromalim

¢elijama. Distribucija pacijenata u odnosu na pracenje i recidiv prikazana je u tabeli 11.

Tabela 11. Recidiv u odnosu na eksponiranost p53

i cenzurisano
[’)5?',.u stromalnim Ukupno N N recidiva
¢elijama N %
ne 65 5 60 92.3%
da 96 41 55 57.3%
Ukupno 161 46 115 71.4%

Prosecno prezivljavanje (prosecno vreme u mesecima bez pojave recidiva) kod onih koji
nisu imali pozitivan p53 iznosilo je 274,9, dok medijanu nije bilo moguce racunati jer je vise od
50% bez recidiva, dok je u grupi pacijenata sa pozitivnim p53 prose¢no prezivljavanje 125,5
meseci sa medijanom 110,0 meseci. Analiziraju¢i ove podatke Log Rank testom utvrdeno je da
postoji statisticki znacajna razlika u prezivljavanju izmedu ove dve grupe pacijenata (Log Rank

X2=21,602; p<0,001). (Slika 24. i 25.)
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Kriva prezivljavanja je 1 graficki prikazana (Grafikon 4.).
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Grafikon 4. Recidiv u odnosu na eksponiranost p53

Iz grafikona se jasno vidi razlika u recidivantnosti izmedu odnih koji nemaju i koji imaju

pozitivan p53 na stromalnim ¢elijama.
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Slika 25. Nuklearna pozitivnost p53 u stromalnom c¢elijama (p53, 200x)
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4.4. Patoloska fraktura analiza za p53

Pacijentima je analizirana ucestalost patoloskih fraktura u odnosu na pozitivnost p53 u

stromalnim ¢elijama i distribucija pacijenata je prikazana u tabeli 12.

Tabela 12. Patoloska fraktura u odnosu na p53 u stromalnim ¢elijama

Patoloska fraktura

Ukupno
ne da
e N 61 5 66

p53 u stromalnim % 92.4% 7.6% 100.0%

¢elijama d N 82 16 98

a

% 83.7%  16.3% 100.0%

N 143 21 164

Ukupno

% 87.2%  12.8% 100.0%

Tabela ukazuje da je dva puta veci procenat patoloskih fraktura kod pacijenata sa

pozitivnim p53 na stromalnim ¢elijama, ali statistiCkom analizom nismo dobili znacajnost ove

razlike (X?=2,705; p=0,100).
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4.5. Analiza imunohistohemijske ekspresije Ciklina D1

Distribucija osnovnih karakteristika pacijenata u odnosu na Ciklin D1 prikazana je u tabeli

13.

Tabela 13. Ciklin D1 u odnosu na osnovne klinicke karakteristike pacijenata

Ciklin D1 u dZinovskim celijama

- - Rezultati
0 <15 jedara 15+ jedara .
testiranja
N % N % N %
Pol muski 18 45.0% 51 46.8% 7 46.7% X2=0.027
© Fenski 2 550% 58 53.2% 8  533% p-0.894
Rho=0.008
Starost 30.4+14.9 31.3+12.9 28.449.9 ©
p=0.917
Trajanje Rho=0.120
4.4+3.8; 4 (1-24) 7.0+7.1; 5 (1-38) 4.943.3; 4 (1-13)
tegoba p=0.130
. ne 1 2.6% 16 15.0% 3 20.0% 2=4 495
© da 38 97.4% 91 85.0% 12 80.0%  p=0.059
Otok ne 8 20.5% 18 16.8% 2 13.3%  X2=0.457
© da 31 79.5% 89 83.2% 13 86.7%  p=0.577
femur 16 40.0% 49 45.0% 5 33.3%
tibija 11 27.5% 21 19.3% 2 13.3%
humerus 1 2.5% 9 8.3% 2 13.3%
skapula 1 2.5% 1 0.9% 0 0.0%
radius 2 5.0% 13 11.9% 2 13.3%
X2=0.008
Lokalizacija ulna 2 5.0% 5 4.6% 2 13.3% ~0.940
karlica 2 5.0% 1 0.9% 0 00% P
kiéma 1 2.5% 5 4.6% 0 0.0%
stopalo 0 0.0% 1 0.9% 1 6.7%
Saka 1 2.5% 2 1.8% 0 0.0%
fibula 3 7.5% 2 1.8% 1 6.7%
Lokalizacj o, oksimal. 14 40.0% 38 384% 6 429%  X2=0.005
ana dugim ~1.000
kostima distalno 21 60.0% 61 61.6% 8 57.1% P~
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Iz tabele se vidi da nema znacajnih razlika, osim kada je u pitanju prisustvo bola, gde je

signifikantnost blizu granice konvencionalnog nivoa znacajnosti od 0,05 (iznosi 0,059) pa ovu

razliku mozemo smatrati znacajnom ukoliko bi nivo greske povecali za 1%.

4.6. Vrsta operacije u odnosu na Ciklin D1 (prva, druga, treca)

Pacijenti su u odnosu na eksponiranost Ciklina D1 u dZinovskim ¢elijama podeljeni u tri

grupe 1 distribucija pacijenata u odnosu na PH nalaz za sve tri operacije pojedinacno prikazana je

u tabeli 14.

Tabela 14. Pozitivnost Ciklina D1 u odnosu na PH nalaz za svaku operaciju posebno

Ciklin D1 u dzinovskim ¢elijama

<15 jedara 15+ jedara Rez_ulta_tl
testiranja
N % N % N %
gradus | 15 38.5% 42 38.5% 7 46.7%
gradus Il 21 53.8% 56 51.4% 6 40.0% Rho=-0.010

P gradus 111 2 5.1% 11 10.1% 2 13.3% p=0.900
maligno 1 2.6% 0 0.0% 0 0.0%
gradus | 7 25.0% 15 20.3% 3 50.0%

PH I gradus Il 18 64.3% 39 52.7% 3 50.0% Rho=0.032
gradus 111 2 7.1% 14 18.9% 0 0.0% p=0.740
maligno 1 3.6% 8.1% 0 0.0%
gradus | 3 37.5% 4.2% 0 0.0%
gradus Il 4 50.0% 10 41.7% 1 100.0% Rho=0.389

PRl gradus 111 1 12.5% 7 29.2% 0 0.0% p=0.025
maligno 0 0.0% 6 25.0% 0 0.0%

Ova tabela pokazuje da postoji statisticki znacajna povezanost gradusa u trec¢oj operaciji i

pozitivnosti Ciklina D1 u dZinovskim ¢elijama. Korelacija je solidna, pozitivnog je smera (Sto je

vedi gradus, veca je i eksponiranost i obrnuto) i statisticki je znacajna.
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Distribucija pacijenata u odnosu na ukupan broj intervencija prema kategorijama Ciklina

D1 prikazana je u tabeli 15.

Tabela 15. Ukupan broj intervencija u odnosu na Ciklin D1 u dZinovskim ¢elijama

Broj intervencija

Ukupno
1 2 3 P
0 n 10 21 8 39
% 25.6%  53.8%  20.5%  100.0%
Ciklin D1 u ) n 28 53 27 108
‘. o <15 jedara
dzinovskim celijama % 259%  49.1%  25.0%  100.0%
_ n 8 4 3 15
15+ jedara
% 533%  267%  20.0%  100.0%
n 46 78 38 162

Ukupno
% 284%  481%  23.5%  100.0%

Nema statisti¢ki znacajne korelacije izmedu ispitivanih grupa 1 broja intervencija (Rho=-
0,059; 0,453), mada je evidentno da je distribucija pacijenata nesto drugacija kada je u pitanju

grupa sa 15+ jedara u odnosu na druge dve.

U daljoj analizi ispitivano je preZivljavanje (pojava recidiva) u odnosu na pozitivnost
Ciklina D1 u dzinovskim ¢elijama. Distribucija pacijenata u odnosu na pracenje i recidiv prikazana

je u tabeli 16.

Tabela 16. Recidiv u odnosu na pozitivnost ciklina D1 u dZinovskim ¢elijama

Ciklin D1 u Ukupno . cenzurisano

.. e e N recidiva
dzinovskim celijama N N A
0 39 1 38 97.4%
<15 jedara 107 41 66 61.7%
15+ jedara 15 4 11 73.3%
Overall 161 46 115 71.4%
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Prosecno prezivljvanje (prosecno vreme u mesecima bez pojave recidiva) kod onih koji
nisu imali pozitivan Ciklin D1 iznosilo je 140,2, dok medijanu nije bilo moguce racunati jer je vise
od 50% bez recidiva, dok je u grupi pacijenata sa pozitivnim Ciklinom D1 do 15 jedara prose¢no
prezivljavanje 160,1 meseci sa medijanom 204,0 meseca, prosecno prezivljavanje onih koji su
imali 15 1 vise jedara iznosi 110,84, a medijana nije mogla da se izracuna. Analizirajuéi ove
podatke Log Rank testom utvrdeno je da postoji statisticki znaCajna razlika u prezivljavanju

izmedu ove tri grupe pacijenata (X?=12,234; p=0,002). (Slika 26. i 27.)

Naknadnim poredenjem utvrdeno je da je razlika znacajna izmedu 0 i <15 (X?=12,157;
p<0,001), 0 i 15+ (X?=9,626; p=0,002) dok razlika izmedu <15 i 15+ nije statisticki zna¢ajna
(X?=0,111; p=0,739).

Kriva preZivljavanja je i graficki prikazana (Grafikon 5.).
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Grafikon 5. Recidivantnost u odnosu na Ciklin D1
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Ovaj graficki prikaz pokazuje, sli¢nost izmedu pacijenata sa Ciklin D1 do 15 jedarai 15 i
viSe jedara, ali je takode evidentna razlika u recidivantnosti ove dve grupe u odnosu na pacijente

koji nisu imali pozitivnost Ciklina D1 u dZinovskim ¢elijama.

Slika 26. Ekspresija Ciklina D1 u dzinovskim ¢elijama (Cikli

Slika 27. Nuklearna pozitivnost Ciklina D1 je razli¢ita u dzinovskim ¢elijama
koje imaju do 15 1 vise od 15 jedara (Ciklin D1, 400x)
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4.7. PatoloSka fraktura analiza za Ciklin D1

Analogno P53 analizirana je i distribucija pacijenata po pozitivnosti Ciklina D1 u odnosu na

patolosku frakturu (Tabela 17.).

Tabela 17. Ciklin D1 u odnosu na patolosku frakturu

Patoloska
fraktura Ukupno
ne da

0 N 37 3 40
% 925%  7.5% 100.0%

Ciklin D1 u <15 N 91 18 109
dzinovskim celijama jedara % 83.5%  16.5%  100.0%

15+ N 15 0 15
jedara % 100.0%  0.0% 100.0%

N 143 21 164

Ukupno

% 87.2% 12.8%  100.0%

U tabeli se jasno vidi da je najveca ucestalost patoloskih fraktura kod pacijenata sa manje od
15 jedara, a najmanja u kategoriji 15 i vise jedara. Ipak, razlika nije statisti¢ki zna¢ajna (X?=0,007;

p=0,933).

4.8. Analiza imunohistohemijske ekspresije Ki67

Ki 67 kao proliferativni faktor, analiziran je u odnosu na iste osnovne parametre kao i P53 i
Ciklin D1.

Distribucija pacijenata u odnosu na eksponiranost Ki67 prema osnovnim karakteristikama

pacijenata prikazana je u tabeli 18.
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Tabela 18. Ki 67 u odnosu na osnovne karakteristike pacijenata

Ki 67
0 <=5% 6-19% =>20%
N % N % N % N %
muski 14 438% 52 48.6% 4 286% 6 545% X?=0.001

Rezultati
testiranja

Pol
© senski 18 56.2% 55 514% 10 714% 5 455% p=1,000
Rho=-
Starost 285+12.7 32.7+132  235+0.1  27.8+145 0,048
p=0,549
S, 54+62,4 59457,4 11.5£9.0:95 44%4.1; 4 (1- Rho=0,071
janje teg (1-36) (1-38) (1-26) 15) 0=0,368
oo ne 3 9.7% 14 133% 3 214% 0 0.0% X?=0.040
da 28 90.3% 91 86.7% 11 786% 11 100.0% p=0.870
otox ne 7 226% 14 133% 3 214% 4 364% X?=0.763
da 24 T74% 91 86.7% 11 786% 7 63.6% p=0.396
femur 13 40.6% 46 43.0% 8 57.1% 3 27.3%
tibija 3 94% 27 252% 1 7.1% 3 27.3%
humerus 2 62% 8 7.5% 1 71% 1 9.1%
skapula 1 31% 0 00% 1 71% 0 0.0%
adius 3 94% 12 112% 1 7% 1 9% ., .o
Lokalizacija ulna 2 62% 7 65% 0 00% 0 0.0% __0'552
kaica 2 62% 1 08% 0 00% 0 00% 5 =
kicma 1 31% 3 28% 0 00% 2 182%
stopalo 1 31% 0 00% 0 00% 1 91%
Saka 1 31% 0 00% 2 143% 0 0.0%
fioula 3 94% 3 28% 0 00% 0 00%
Lokalizacija proksimalno 11 423% 38 369% 4 364% 5 625% X2=0.411
Eﬁiﬂﬂ;m distalno 15 57.7% 65 63.1% 7 636% 3 37.5% p=0.544

Tabela prikazuje da nema znacajnih razlika izmedu Ki67 kategorija u odnosu na osnovne

karakteristike pacijenata.
U daljoj analizi ispitivana je povezanost PH nalaza na svakoj operaciji posebno u odnosu

na kategorije Ki67 (pozitivnost).
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Tabela 19. Ki 67 u odnosu na PH nalaz vezan za svaku operaciju posebno

Ki 67 .
0 <=5% 6-19% =>20% Rezultati
testlranja
N % N % N % N %
gradus | 13 41.9% 40 37.4% 6 429% 5  455%
PH gradusll 15 484% 59 551% 5 357% 4  36.4% Rho=0,026
| graduslll 3 97% 8 75% 3 214% 1  91%  p=0,739
maligno 0 00% 0 00% O 00% 1  9.1%
gradus | 8  400% 13 16.9% 3  500% 1  20.0%
PH gradusll 8 400% 50 649% 1 167% 1 20.0% Rho=0,131
I graduslll 3 150% 9 11.7% 2 333% 2 40.0% p=0,177
maligno 1 50% 5 65% 0  00% 1  20.0%
gradus | 1 200% 2  83% 1 333% 0 00%
Ly OEdusll 2 400% 13 S42% 0 00% 0 00% .
0=0,
0, 0 0, [0)
g oraduslll 2 400% 4 167% 2 667% 0 00% oo
maligno 0 00% 5 208% 0  00% 1 1?)2'0

Tabela prikazuje da nema statisticki zna€ajnih korelacija izmedu nivoa eksponiranosti Ki

67 i gradusa po svakoj intervenciji posebno.

U odnosu na broj intervencija, distribucija pacijenata prema pozitivnosti Ki67 je prikazana
u tabeli 20.
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Tabela 20. Ki 67 u odnosu na ukupan broj intervencija

Broj intervencija

) 5 ; Ukupno
) N 8 18 5 31
% 25.8% 581% 16.1%  100.0%
s N 27 51 28 106
_ P % 255%  481%  264%  100.0%
Ki 67
N 6 5 3 14
6-19%
% 429%  357% 21.4%  100.0%
N 5 4 2 11
=>20%
% 455%  36.4% 182%  100.0%
N 46 78 38 162
Ukupno
% 28.4%  481%  235%  100.0%

Tabela 20. pokazuje da ne postoji trend povecanja broja intervencija u odnosu na Ki 67
kategorije. Nema statisti¢ki znacajne korelacija izmedu grupa po broju intervencija (Rho=-0,050;
p=0,528).

Prezivljavanje, odnosno recidivantnost je ispitivana pomo¢u Kaplan-Meier-ove krive
prezivljavanja i Log Rank testa. U tabeli 21. prikazana je distribucija pacijenata u odnosu na
recidivantnost prema Ki 67 kategorijama.

Tabela 21. Ki 67 u odnosu na recidivantnost

Ki 67 Ukupno N recidiva cenzurisano
N N %

0 30 3 27 90.0%
<=5% 106 34 72 67.9%
6-19% 14 6 8 57.1%
=>20% 11 3 8 72.7%

Ukupno 161 46 115 71.4%
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Prose¢no prezivljavanje i medijana prezivljavanja prikazani su u tabeli 22.

Tabela 22. Aritmeticka sredina i medijana recidivantnost po Ki 67 ekspoziciji

Ki 67 Prosek Median
0 115.400 :
<=5% 175.005 235.000
6-19% 114.750 23.000
=>20% 91.091 :
Ukupno 179.164 235.000

Analizirajuéi sve Cetiri grupe zajedno utrdeno je da razlika izmedu grupa nije statisticki

znadajna (Log Rank X?=6,039; p=0,110). Medutim zbog malog broja pacijenata u odredenim

kategorijama uradena su naknadna poredenja i kada se uradi testiranje svake grupe sa svakom,

utvrdeno je da postoji statisticki znacajna razlika izmedu grupe 0 i grupe 6-19% (X?=6,792;

p=0,009). (Slika 28. i 29.)

Recidivantnost je 1 graficki prikazana (Grafikon 5).
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Grafikon 6. Recidivantnost u odnosu na Ki-67
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Slika 28. Nuklearna pozitivnost Ki67 u stromalnim ¢elijama je manja kod
tumora koji nisu recidivirali (Ki67, 400x)

Slika 29. Nuklearna pozitivnost Ki67 u stromalnim ¢elijama se povecava kod tumora

nakon nastanka recidiva (Ki67, 400x).

83



4.9. Patoloska fraktura analiza za Ki67

Distribucija pacijenatat u odnosu na patolosku frakturu prema Ki 67 kategorijama,

prikazana je u tabeli 23.

Tabela 23. Ki 67 kategorije u odnosu na patolosku frakturu

Patoloska fraktura

Total
ne da
0 N 28 4 32
% 87.5% 12.5% 100.0%
N 93 14 107
<=5%
) % 86.9% 13.1% 100.0%
Ki 67
N 12 2 14
6-19%
% 85.7% 14.3% 100.0%
N 10 1 11
=>20%
% 90.9% 9.1% 100.0%
N 143 21 164
Total
% 87.2% 12.8% 100.0%

Iz tabele se vidi da su distribucije pacijenata sa patoloskom frakturom vrlo sli¢ne, gotovo
identi¢ne u svakoj od kategorije Ki 67 (X2=0,026; p=0,872).

4.10. Analiza imunohistohemijske ekspresije f-katenina

Analogno prethodnim parametrima, uradena je i analiza [-katenina u stromalnim i
dzinovskim ¢elijama.

Distribucija pacijenata u odnosu na osnovne karakteristike prema pozitivnosti -katenina,

prikazana je u tabelama 24. i 25.
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Tabela 24. Osnovne karakteristike pacijenata u odnosu na f-katenin u stromalnim ¢éelijama

B-catenin u stromalnim ¢elijama

Rezultati
ne testiranja
N % N %
Pol muski 45 49.5% 31 42.5% X?=0.795
zenski 46 50.5% 42 57.5% p=0.373
t=1.537
Starost 29.4+11.5 32.6+14.8 0=0.127
. : Z=-1.103
Trajanje bolesti 6.4+6.1; 4 (1-38) 5.9+6.5; 4 (1-38) 5=0270
Bol ne 11 12.2% 9 12.7% X?=0.008
da 79 87.8% 62 87.3% p=0.931
Otok ne 15 16.7% 13 18.3% X?=0.075
da 75 83.3% 58 81.7% p=0.785
femur 36 39.6% 34 46.6%
tibija 24 26.4% 10 13.7%
humerus 5 5.5% 7 9.6%
skapula 2 2.2% 0 0.0%
o radius 8 8.8% 9 12.3% X?=11.375
Lokalizacija ulna 3 3.3% 6 8.2% 0=0.333
karlica 2 2.2% 1 1.4%
ki¢ma 3 3.3% 3 4.1%
stopalo 1 1.1% 1 1.4%
Saka 3 3.3% 0 0.0%
fibula 4 4.4% 2 2.7%
Lokalizacija na proksimalno 37 46.2% 21 30.9% X?=3.643
dugim kostima distalno 43 53.8% 47 69.1% p=0.056

Ova tabela nam ukazuje da nema znacajnih razlika osim kada je u pitanju lokalizacija na

dugim kostima gde je distalno znacajno ¢eSce pozitivan nego proksimalno (p vrednost je blizu

konvencionalnog nivoa znacajnosti od 0,05 pa ovu analizu mozemo smatrati zna¢ajnom).
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Tabela 25. Osnovne karakteristike pacijenata u odnosu na B-katenin u dzinovskim ¢elijama

B-catenin u dzinovskim ¢elijama

0 <15 jedara 15+ jedara tS:tZi;Ja::]?;
N % N % N %
Pol muski 50 50.0% 20 39.2% 6 46.2%  X°=0.811
zenski 50 50.0% 31 60.8% 7 53.8% p=0.368
Starost 31.1+13.0 30.013.9 315e121  10=0.016
p=0.840
N . 6.05.6; 4 (1- _ _ Rho=-0.014
Trajanje bolesti 38) 6.6+7.6; 4 (1-38) 5.8+4.7; 4 (1-16) 0=0.862
Bol ne 11 11.2% 7 14.0% 2 15.4%  X?=0.336
da 87 888% 43 86.0% 11  84.6% p=0.562
Otok ne 17 17.3% 8 16.0% 3 23.1%  X?=0.064
da 81 82.7% 42 84.0% 10 76.9% p=0.871
femur 45 45.0% 17 33.3% 8 61.5%
tibija 20 20.0% 14 27.5% 0 0.0%
humerus 6.0% 3 5.9% 3 23.1%
skapula 2.0% 0 0.0% 0 0.0%
radius 14 14.0% 2 3.9% 1 1.7% X2=0.078
Lokalizacija ulna 3 3.0% 5 9.8% 1 7.7% p:O.l796
karlica 2 2.0% 1 2.0% 0 0.0%
ki¢ma 3 3.0% 3 5.9% 0 0.0%
stopalo 1 1.0% 1 2.0% 0 0.0%
Saka 1 1.0% 2 3.9% 0 0.0%
fibula 3 3.0% 3 5.9% 0 0.0%
Lokali;acija proksimalno 34  37.4% 22 50.0% 2 15.4% X2=0 136
Ezsczlur?];m distalno 57  626% 22 500% 11  84.6%  p=0.798

Za razliku od prethodne tabele, ovde nema statisticki znacajih razlika izmedu B-katenin

kategorija i osnovnih karakteristika pacijenata.

Analizirano je preZivljavanje (recidivantnost) ova dva faktora proliferacije i1 distribucija

pacijenata u odnosu na njihove kategorije, prikazana je u tabelama 26. i 27.
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Tabela 26. Recidivantnost u odnosu na -katenin u stromalnim ¢elijama

k . cenzurisano

[-catenin u stromalnim ¢elijama Ukupno N recidiva %

0
ne 89 23 66 74.2%
da 72 23 49 68.1%
Ukupno 161 46 115 71.4%

Tabela 27. Recidivantnost u odnosu na B-katenin u dzinovskim ¢elijama

[’3-c.2.1ten1n u dzinovskim Ukupno N N recidiva cenzurisano
¢elijama N %
0 98 27 71 72.4%
<15 jedara 50 13 37 74.0%
15+ jedara 13 6 7 53.8%
Ukupno 161 46 115 71.4%

1z tabela se vidi da je kada je u pitanju B-katenin u stromalnim ¢elijama, broj recidiva slican
u ove dve kategorije sa neSto ve¢om ucestaloS¢u kod onih koji imaju pozitivan Beta katenin u

stromalnim ¢elijama, dok je broj recidiva nesto veéi §to je veci broj jedara. (Slika 30. i 31.)

Aritmeticka sredina i medijana preZivljavanja (recidivantnosti) izmedu ove dve kategorije

je prikazana u tabeli 28 i tabeli 29.

Tabela 28. Aritemticka sredina i recidivantnost za -katenin u stromalnim ¢elijama.

[-catenin u stromalnim Prosek  Median
¢elijama

ne 169.644 240.000
da 170.658 235.000
Ukupno 179.164 235.000
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Tabela 29. Aritemticka sredina i medijana prezivljavanja za - katenin u dZinovskim ¢elijama

B-catenin u dZinovskim Prosek  Median
¢elijama

0 184.525  235.000
<15 jedara 150.703 .
15+ jedara 142.754  240.000
Ukupno 179.164  235.000

U prvom slucaju, prose¢na vrednost i medijana su slicne u obe kategorije, dok je u drugom
slu¢aju medijana ista u obe kategorije (kategorija <15 ¢elija ne moZze da se izrac¢una medijana), a

prosecna vrednost je najveca u kategoriji O.

Log rank testom je utvrdeno da nema statisticki znacajne razlike u prezivljavanju kada je
u pitanju Beta katenin u stromalnim ¢elijama (X?=0,645; p=0,422), kao ni u dzinovskim éelijama

(X?=0,871; p=0,647).

Slika 30. Citoplazmatska pozitivnost B-katenina u stromalnim ¢elijama je
perinuklearna sitnogranulirana (B-katenin, 400x)
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Slika 31. Nuklearna pozitivnost B-katenina u stromalnim i multinuklearnim ¢elijama
je sli¢nog intenziteta (-katenin, 400x)

4.11. Patoloska fraktura analiza za B-katenina

Distribucija pacijenata u odnosu na patoloske fracture kod p-katenina u stromalnim

¢elijama, prikazana je u tabeli 30.

Tabela 30. pB-katenin u stromalnim ¢elijama u odnosu na patolosku frakturu

Patoloska fraktura
Ukupno
ne da
e N 85 6 91
B-katenin u % 93.4% 6.6%  100.0%
stromalnim ¢elijama d N 58 15 73
a
% 79.5%  20.5% 100.0%
N 143 21 164
Ukupno
% 87.2% 12.8% 100.0%
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1z ove tabele se vidi da pacijenti koji imaju eksprimiran B-katenin u stromalnim ¢elijama
imaju tri puta ¢eSce patolosku frakturu od onih koji nemaju eksponiran beta katenin u stromalim

¢elijama (X2=7,065; p=0,008).

Rezultati su i grafi¢i prikazani (Grafikon 6)

Fatoloska
100.0%= fraktura

Mne

(W EE
80.0%
G0.0%
40.0%
20.0%
0.0%—

ne da

Beta cat. u strom. celijama

Grafikon 7. - katenin u stromalnim ¢elijama u odnosu na patoloske fracture

Analogno stromalnim, analizirana je i u€estalost patoloskih fraktura u odnosu na -

katenin u dzinovskim ¢elijama (Tabela 31.).
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Tabela 31. B-katenin u dzinovskim ¢elijama u odnosu na patoloSke frakture

Patoloska fraktura

Ukupno
ne da
0 n 92 8 100
% 92.0% 8.0% 100.0%
- i 43 8 51
Bvc.:atenln.u . <15 jedara
dzinovskim ¢elijama % 84.3% 15.7% 100.0%
: 8 5 13
15+ jedara
% 61.5% 38.5% 100.0%
n 143 21 164
Ukupno
% 87.2% 12.8% 100.0%

I ovde postoji jasno uocljiv trend povecanja ucestalosti patoloSkih fraktura sa pove¢anjem

broja jedara B-katenina u dzinovskim ¢elijama (X?=8,824; p=0,003).

Rezultati su i graficki prikazani (Grafikon 8.).

100.0%:

S0.0%

B0.0%

40.0%:

20.0%

0.0%—

Beta cat. u dzin. celijama

=15 jedara

15+ jedara

Fatoloska
fraktura

Ene
B da

Grafikon 8. B-katenin u dzinovskim ¢elijama u odnosu na patolosku frakturu
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4.12. Uporedna analiza imunohistohemijske ekspresije p53, Ciklina D1, Ki67, g-katenina i

pojave recidiva

Analiza pojave recidiva (analiza prezivljavanja) uradena je univarijantnom Cox regresionom
analizom za svaki prediktor posebno, a onda su radeni multivarijantni modeli. Univarijantna
analiza recidivantnosti tumora, prikazana je u tabelama 32. i 33.

Tabela 32. Recidivantnost tumora u odnosu na klini¢ke karakteristike

Univarijantna analiza p vrednost HR (95% Interval poverenja)
Pol Zenski 0.314 0.742 (0.415-1.326)
Starost 0.611 1.005 (0.985-1.027)
Trajanje tegoba 0.395 1.017 (0.978-1.058)
Bol 0.793 1.117 (0.489-2.552)
Otok 0.075 2.346 (0.918-5.991)
Lokalizacija

Femur 0.003 1

Tib. + fib. + stopalo 0.780 1.124 (0.495-2.553)

Humerus 0.027 3.641 (1.158-11.445)

Skap. + ulna + Saka 0.384 0.577 (0.167-1.991)

Radius 0.001 4.798 (1.977-11.646)

Kiéma-tkarlica 0.378 0.517 (0.120-2.237)
Proks. Lokalizacija (duga kost) 0.540 0.763 (0.321-1.813)
Dist. lokalizacija (duga kost) * 0.122 1.739 (0.863-3.507)
Operacija

Biopsija 1

Biopsija+procedura 0.219 1.520 (779-2.965)
GRADUS 0.494 1.150 (0.770-1.717)
Gradus kategorije

Gradus | 0.058 1

Gradus 11 0.029 2.125 (1.079-4.186)

Gradus Il1+maligno 0.771 0.885 (0.298-2.455)
Broj intervencija <0.001 2.941 (1.872-4.620)
Broj intervencija CAT

1 <0.001 1

2 0.017 4.352 (1.296-14.606)

3 <0.001 11.026 (3.296-36.910)
Komplikacije 0.957 0.984 (0.540-1.792)
Tumor

Benigni 1

Maligni 0.043 3.418 (1.039-11.246)
Patoloska fraktura 0.387 1.402 (0.652-3.015)

* Analiza uradena samo za duge kosti
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Iz tabele 32. se uocava da su statisticki znacajni prediktori lokalizacija, gradus tumora, broj
intervencija i tip tumora, dok je otok blizu konvencionalnog nivoa znacajnosti od 0.05 pa i njega

uzimamo u obzir kao prediktor za multivarijantnu analizu.

Tabela 33. Recidivantnost u odnosu na markere

Univarijantna analiza p vrednost  HR (95% Interval poverenja)
P53 <0.001 6.677 (2.635-16.919)
Ki67 0.113 1.344 (0.932-1.937)
Ki67 po kategorijama
0 0.143 1
<=5 0.098 2.723 (0.831-8.927)
6-19 0.021 5.153 (1.284-20.680)
20+ 0.258 2.522 (0.508-12.511)
-catenin u stromalnim
Eelijama 0.425 1.266 (0.709-2.259)
-catenin u dzinovskim
Eelijama 0.396 1.196 (0.791-1.807)
-catenin u dZzinovskim
¢elijama po kategorijama
0 0.653 1
<15 jedara 0.776 1.102 (0.565-2.150)
15+ 0.358 1.517 (0.624-3.687)
CiklinD1 0.005 2.193 (1.273-3.780)
CiklinD1 po kategorijama
0 0.030 1
<15 0.008 14.458 (1.982-105.447)
15+ 0.026 12.144 (1.356-108.742)

U tabeli 33. se moze videti da su p53, Ki67 1 Cilin D1 statisti¢ki zna¢ajni prediktori

recidivantnosti.

Na osnovu univarijantne analize uradena je multivarijantna analiza prvo za svaki marker

posebno, a zatim sa tri gore navedena markera zajedno.

93



U tabeli 34. prikazani su multivarijantni modeli za svaki pojedina¢ni marker, ali kada se

uradi prilagodavanje za otok, lokalizaciju 1 tip tumora.

Tabela 34. Multivarijantni modeli za svaki marker posebno

Multivarijantni modeli za svaki

marker posebno * p vrednost  HR (95% Interval poverenja)

P53 <0.001 6.846 (2.667-17.570)
Ki67 0.088 1.408 (0.950-2.087)
Ki67 po kategorijama
0 0.161 1
<=5 0.151 2.406 (0.727-7.968)
6-19 0.026 4.960 (1.215-20.239)
20+ 0.244 2.638 (0.516-13.488)
-catenin u stromalnim
gelijama 0.506 1.228 (0.671-2.247)
-catenin u dzinovskim
gelijama 0.446 1.176 (0.775-1.782)
[B-catenin u dzinovskim
¢elijama po kategorijama
0 0.719 1
<15jedara 0.487 1.280 (0.639-2.563)
15+ 0.581 1.302 (0.510-3.322)
CiklinD1 0.023 1.933 (1.095-3.414)
CiklinD1 po kategorijama
0 0.040 1
<15 0.013 12.667 (1.723-93.133)
15+ 0.047 9.468 (1.035-86.619)

*Prilagodeno za otok, lokalizaciju i tip tumora

Na osnovu multivarijjantnih modela se moze zakljuciti da su kljuéni prediktori za
recidivantnost p53, Ki67 i Ciklin D1, kao Sto je to i u univarijantnoj analizi prikazano, odnosno

otok, lokalizacija i tip tumora ne¢e modifikovati uticaj ovih markera na recidivantnost tumora.

U narednoj tabeli (tabela 35.) prikazan je multivarijantni model gde su svi ovi markeri, ali
ovog puta samo statisticki znacajni u prethodnoj analizi, analiziraju zajedno uz prilagodavanje za

otok, lokalizaciju i tip tumora.
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Tabela 35. p53, Ki67 i CiklinD1 multivarijantni model.

Multivarijantni model

0 :
svi zajedno * p vrednost  HR (95% Interval poverenja)

P53 <0.001 6.163 (2.346-16.192)
Ki67
0 0.265 1
<=5 0.322 1.843 (0.549-6.182)
6-19 0.089 3.471 (0.828-14.544)
>=20 0.138 3.649 (0.660-20.175)
Ciklin D1
0 0.118 1
<15 0.039 8.379 (1.113-63.051)
15+ 0.079 7.385 (0.792-68.838)

*Prilagodeno za otok, lokalizaciju i tip tumora

Na osnovu rezultata multivarijantne analize vidi se da sva tri markera imaju uticaj na
recidivantnost, ali je evidentno da su p53 1 Ciklin D1 statisticki znacajni, dok je situacija dok Ki67
nesto drugacija, odnosno jedino je blizu konvencionalnog nivoa znacajnosti kategorija 6-19 pa je

ne smemo prevideti izostaviti ovaj marker u daljoj analizi.

Ako bi istu analizu uradili, ali da se ne ra$¢lanjuje po kategorijama, ve¢ samo da se vidi da
li za svaku kategoriju viSe postoji veca Sansa za recidivantno$¢u dobijamo rezultate prikazane u
tabeli 36.

Tabela 36. P53, Ki67 i Ciklin D1 multivarijantni model

Multivarijantni model

oo * p vrednost HR (95% Interval poverenja)
svi zajedno
P53 <0.001 6.163 (2.346-16.192)
Ki67 0.024 1.669 (1.071-2.601)
Ciklin D1 0.077 1.758 (0.940-3.287)

*Prilagodeno za otok, lokalizaciju 1 tip tumora

1z tabele se vidi da je p53 najuticajniji, ali to je zato §to su Ki67 i Ciklin D1 u €etiri, odnosno
tri kategorije, odnosno gradacije. Iz tog razloga uraden je i model u kome su Ki67 i CiklinD1

transformisani u kategorijalne varijable sa pozitivnim i negativnim statusom.
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Tabela 37. p53, Ki67 i CiklinD1 multivarijantni model

Multivarijantni model

svi zajedno * p vrednost HR (95% Interval poverenja)

P53 <0.001 5.893 (2.296-15.123)
Ki67 0.213 2.138 (0.647-7.062)
Ciklin D1 0.043 8.038 (1.073-60.235)

*Prilagodeno za otok, lokalizaciju i tip tumora

Sada se vidi da je uticaj p53 i Ciklina D1 bitniji, kada se uzme u obzir pozitivnost

markera, bez obzira na gradaciju.

U sledecoj analizi ispitujemo da li postoji uticaj udruzenog efekta markera na recidivantnost.
Paralelno posmatramo recidivantnost uopste i recidivantnost u prve tri godine. Jedan pacijent imao
je recidiv u 39 mesecu, ali ¢emo ga zbog potreba ove analize smatrati kao da je i on imao recidiv
u prvih 36 meseci. Distribucija pacijenata u odnosu na pozitivan broj markera (bez obzira na

gradaciju) prikazan je u tabeli 36.

4.13. Broj markera u odnosu na recidivantnost

Tabela 38. Broj markera u odnosu na recidivantnost

Broj markera Recidiv Recidiv u 36 m
0 (n=5) 0 (0%) 0 (0%0)

1 (n=33) 1 (3%) 1 (3%)

2 (n=57) 7 (12.3%) 6 (10.5%0)
3 (n=69) 38 (55.1%) 30 (43.5%)
Ukupno 46 (28%0) 37 (22.6%0)
p vrednost <0.001 <0.001

Tabela 38. ove studije je klju¢na u nasem istrazivanju i pokazuje da je u oba slucaja visoko
statisticki znaCajna razlika izmedu pacijenata sa i bez recidiva po kumulativnom broj markera.
Naime, svi pacijenti koji nemaju nijedan pozitivan marker nemaju recidiv, dok samo jedan pacijent
koji ima pozitivan jedan marker (pacijent koji ima pozitivan p53) ima recidiv. Jasno je da procenat
recidiva raste kada su u pitanju dva ili tri markera pozitivna. Recidivantnost, kada su u pitanju sva
tri markera zajedno je veoma visoka.

Distribucija pacijenata sa recidivima u odnosu na broj markera je 1 graficki prikazana
(grafikon 9.).

96



60

50

40

20

10

Broj markera

M Recidiv M Recidivu 36 m

Grafikon 9. Broj markera u odnosu na recidivantnost

97



5. DISKUSIJA
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Gigantocelularni tumor predstavlja neoplaziju koja je etioloski, patogenetski 1 terapijski
veliki izazov za lekare i istrazivace razliCitih specijalnosti.

U do sada objavljenim studijama, najveéi broj analizarinih rezultata leCenja ucinjen je
sredinom osamdesetih godina, kada su objedinjeni rezultati leCenja, u okviru ISOLS-a (Asocijacije
limb salvage hirurgije). Studija je obuhvatila 570 pacijenata lecenih na teritoriji SAD i Evrope.
[1,8,17,53,59]

Sam protokol lecenja, koncipiran je po¢etkom sedamdesetih i zna¢ajno je unapreden tokom

proteklih decenija. Novije tehnike i klinicke procene, dijagnostika, hirurgija, rekonstrukcija kao i
dopunske mere leCenja koriS€enjem novih znanja iz oblasti hemoterapije, radioterapije, 1
imunoterapije su promenile tradicionalni istorijski pristup, kako u teoriji tako i u praksi. Da bi se
odredilo najracionalniji metod leCenja, lezija mora biti precizno procenjena ne samo na osnovu
histoloSkog tipa, ve¢ i stepena agresivnosti, topografske lokalizacije i prisustva odnosno odsustva
metastaza. Tako da je aktuelni protokol lecenja baziran, pre svega, na timskom radu specijalista
razilicitin grana medicine, pa samim tim i ovi rezultati predstavljaju produkt permanentne i
dugogodi$nje saradnje kolega ukljucenih u rad Sarkoma konzilijuma.
Uporedujuci dobijene rezultate brojnih studijai Studije o klinickom i1 morfoloSkom ponaSanju
GCTB izvedena 2002-2003. godine, na Institutu ‘’Banjica’’, konstatovano je slaganje sa
predasnjim iskustvima lekara, koje ukazuje na benignu prirodu GCTB, kao i potrebu za
produZenjem perioda intezivnih kontrola u postoperativnom period (sa dve na tri godine).
[22,62,64] Medutim, ponasanje GCTB i dalje je nepredvidljivo i multifaktorijalno. [65,74,77,103-
107]

Pojava lokalnog recidiviranja u ortopedskoj onkologiji utice na moguc¢nost i ishod daljeg
le€enja pacijenata. Kako je GCTB nepredvidivog lokalnog ponaSanja, veliki je praktican i1 klinicki
znacaj eventualnog predvidanja nastanka recidiva, jo§ tokom inicijalne dijagnostike, u primarnoj
biopsiji. Standardni terapijski pristup podrazumeva hirursko lecenje Cija ekstenzivnost mnogo
zavisi od verovetnoc¢e ponovne lokalne pojave tumora, odnosno lokalnog recidiva.

Poznato je da su najznacajniji parametri za agresivno ponaSanje i nastanak recidiva GCTB
lokalizacija i destrukcija korteksa sa propagacijom u meka tkiva, odnosno ekstrakompartmentalna
prezentacija lezije. [103,108-111] Takode je utvrdeno da sa reinetrventnim hirursko terapijskim
pristupkom varovatnoca za nastanak recidiva raste.

[109-113]
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Kao i kod drugih neoplazija, i kod GCTB se postavlja pitanje tumorogeneze i aktivacije
pojedinih puteva tokom nastanka neoplazije. Medu mogucim ¢iniocima koji bi mogli uticati na
ponasanje GCTB su i regulatori ¢elijskog ciklusa, koji kontroloSu proliferaciju tumorskih ¢elija.
[50,58,114-125]

Obzirom da je sam celijski ciklus odgovoran za sudbinu tumorska celije, faktori
proliferacije kao 1 regulacije ¢elijskog ciklusa mogu da predstavljaju bitnu odrednicu u buducoj
sudbini tumorske lezije. S toga je ova studija nastavak prethodno klinicko-morfoloskog ispitivanja
GCTB, sprovedenog na IOHB “Banjica”, koncipirana kao studija preseka u cilju ispitivanja
znacaja imunohistohemijske ekspresije markera regulatora ¢elijskog ciklusa kod GCTB.

Ova studija preseka u koju je ukupno bilo ukljué¢eno 217 pacijenata i koji su prikupljeni u
periodu od 1994-2008. godine na Institutu za patologiju Medicinskog fakulteta u Begoradu i
Institutu za Ortopedsko-hiruruske bolesti ,,Banjica “. Svi pacijenti su operisani na Institutu za
Ortopedsko-hiruruske bolesti i minimalno su bili pra¢eni 3 godine. Svim pacijentima je potvrden
gigantocelularni tumor kosti patohistoloSkim analizama na Institutu za patologiju Medicinskog
fakulteta Univerziteta u Beogradu. Od ukupnog broja pacijenata, 53 pacijenta su imala
nekompletne podatke, pa su iz tog razloga isklju€eni iz izorka, ¢ime je definitivan uzorak ogranic¢en
na 164 pacijenta.

U ispitivanom uzorku najmladi pacijent je imao pet godina, a najstariji 64 godine, dok se
sre¢e u populaciji od pedeset 1 viSe godina, ali nije retkost pojave ovog tumora kod mladih osoba,
naroCito u treCoj deceniji zivota, a izuzetno i kod osoba u prepubertetskom periodu.
[57,63,111,112] Uporeduju¢i literaturne podatke drugih istaZivaca utvrdeno je da je prosecna
starost naSih pacijenata slicna u odredenoj meri kao i kod drugih israzivanja koje su se bavile
slicnom problematikom. [17,23,111,113]

Fond izgubljenog vremena se kretao od mesec dana do 38 meseci sa medijanom cetiri
meseca. Naime, “fond izgubljenog vremena” je period od pojave prvih simptoma pa do
postavljanja definitivne dijagnoze i pocetka leCenja. Problem klini¢ke prezentacije 1 patohistoloSke
dijagnostike i¢ini da fond izgubljenog vremena bude u proseku 6 meseci. Smanjenje fonda
izgubljenog vremena do pojave recidiva nije statisticki znacajno, §to pokazuje nepredvidljivo

bioloSko ponaSanje neoplazme.
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I drugi istrazivaci ukazuju na postojanje ovog perioda i njegovo trajanje koje se krece od
jedan do 38 meseci. [103,108,113]

Iz literature je poznato da se GCBT najces¢e manifestuje kao bol, otok i veoma retko
patoloska fraktura. [109,110] U nasem uzorku, i bol i otok su gotovo podjednako zastupljeni u
viskom procentu, dok je patoloska fraktura daleko reda, Sto je 1 o¢ekivano. Patoloska fraktura je u
naSem uzorku bila zastupljena kod 21 pacijenta, odnosno u 12,8% ukupnog broja, Sto je u korelaciji
sa ostalim istrazivacima. PatoloSka fraktura je relativno ucestala komplikacija kod 9-30%
pacijenata, na osnovu podataka iz literature. [22,23,113]

Uzroci nastanka patoloske frakture su multifaktorijalni 1 jos uvek nedovoljno poznati.
Mogu¢i potencijani parametri koji dovode do pojave patoloske frakture su i aktivacija Wnt puta
kancerogeneze koja je opisana u GCTB. Pojedini geni koji su ukljuceni u put Wnt uticu na
destruktivnost GCTB i promovisu rast ¢elija. Poznato je da B-katenin ima znacajnu ulogu u Wnt
signalnom putu i u nastanku mnogih primarnih mezenhimalnih tumora kosti i mekih tkiva.

Nase istrazivanje je potvrdilo da je ekspresija 3-katenina u citoplazmi monojedarnih, kao i
u jedrima dzinovskih ¢elija udruzena sa visokim rizikom za nastanak frakture kod GCTB. Tumori
¢ije su stromalne, monojedarne Celije pokazivale citoplazmatsku pozitivnost na B-katenin, su se tri
puta ¢esSce klinicki i1 radioloSki manifestovali pojavom patoloske frakture. Jedarna ekspresija -
katenina u dzinovskim, multijedarnim "osteoclast like" ¢elijama je visoko statisticki korelirala sa
pojavom frakture.

Pozitivnost na B-katenin u ¢elijama GCTB ukazuje na aktivaciju Wnt puta u GCTB, kao 1
na mogu¢i znacaj ovog signalnog puta kako za patogenezu, tako i za lokalno agresivno ponasanje
ovog primarnog kostanog tumora. [39,66,81,88,126-128]

Kako su Chen i saradnici potvrdili da je JUN gen, koji je deo Wnt puta aktiviran u GCTB,
a koji je zaduzen za promociju rasta stromalnih ¢elija, kao 1 povecanu destruktivnost ovog tumora,
to bi moglo objasniti udruzenost sa patoloskom frakturom. Poznato je, takode, da gen JUN igra
veoma znacajna ulogu u kanonskom Wnt signalnom putu, pre svega interreagujuci sa -katenina
-TCFs transkriptornim kompleksom. S toga ekspresija [B-katenina ukazuje na povecanu
transkripciju u GCTB, kao i mogucu hiperaktivaciju JUN gena. [125]

Ovaj gen, koji je usko povezan sa B-kateninom, je takode povezan sa pozitivnom
regulacijom matriks metaloproteinaza koje imaju veliki znacaj za diskoherentnost tumorskih

¢elija, a time 1 lokalno agresivno biolosko ponasanje. U GCTB su visoko pozitivne sledece
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matriks metaloproteinaze: MMP-2, MMP-13 i MMP-9. Uloga MMP-13 je optimizacija koStane
resorpcije od strane dzinovskih cCelija tipa osteoklasta, a njena visoka ekspresivnost u GCTB bi
mogla biti odgovorna za nastanak osteolize i patoloske frakture. JUN, pa i B-kateninom, bi mogli
imati uticaja i na pojedine fizioloske procese u ekstraceklularnom matriksu, promovisuéi rast i
potencirajuci destruktivnost u GCTB.

Znacaj razumevanja nastanka patoloske frakture u GCTB se ogleda u Cinjenici da njeno
prisustvo odreduje terapijski pristup, pre svega tip i ekstenzivnost hirurske intervencije. Ova
studija je pokazala da ekspresija B-katenina visoko korelira sa nastankom patoloske frakture kod
GCTB. Kako je B-katenin usko povezan sa aktivacijom Wnt signalnog puta u patogenezi GCTB,
moglo bi se postulirati da je aktivacija Wnt puta jedan od doprinoseéih faktora za lokalno
destruktivno ponasanje ovog tumora, pa i za pojavu patoloske frakture. [89,133-136]

Lokalizacija GCBT je raznolika i najecs¢e zahvata duge kosti, najcesce predeo kolena.
Ipak, pored dugih kostiju, vidaju se i tumori lokalizovani na pljosnatim kostima, kao §to je scapula
pa Cak i patella, ali i na kratkim, kao §to su kosti stopala i Sake. U naSoj studiji najveci procenat
pacijenata ima lokalizaciju tumora na dugim kostima, odnosno femuru, §to se poklapa sa
literurunim podacima, dok mali broj pacijenata ima tumor lokalizovan na kratkim kostima i
pljosnatim kostima, ali u zanemarljivo manjem procentu u odnosu na duge kosti. 1z havedenog
vidimo da se radi o uzorku sa tipi¢cnom lokalizacijom ovog tumora, odnosno sa pacijentima kojima
je ve¢inom tumor dijagnostikovan na predilekcionom. Kada posmatramo lokalizaciju na dugim
kostima, u literaturi je najé¢eS¢e navedeno da je predilekciono mesto na dugim kostima distalni
femur i proksimalna tibija [59,64,108,111], sto se takode poklapa sa nasim rezultatima. Inace, u
nasoj studiji je distalna lokalizacija u dugim cevastim kostima 2 puta ¢eS¢e prisutna u odnosu na
proksimalnu.Analizirano ishodiSte tumora na drugim kostima pokazuje znacajnu distribuciju na
distalnim okrajcima, a pre svega na femuru, proksimalna lokalizacija je najzastupljenija na tibiji.lz
literature je poznato da su distalni femur i distalni radijus tipi¢na mesta za GCTB, ali nismo naisli
na reference koje su posebno analizirale ucetalost pojave GCTB u odnosu na pojedine segmente
dugih cevastih kostiju.[136-140]

U nasem istrazivanju u klinickoj slici je prevashodno dominirala pojava otoka, dok je bol
bio manje zastupljen. Sto se ti¢e hirurike intervencije, najdominantnija je biopsija kao izolovani
hirurska zahvat, i kao prva intervancija, $to pre svega potvrduje postovanje usvojenog protokola

’Staging system’’. [4,6,52,63,140-144]
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Ekspresija p53, K167, Ciklina D1 i B-katenina u odnosu na opste klinicka parametre nije
pokazala znac¢ajnu razliku izmedu pacijenata sa i bez ekspresije navedenih antitela. Jedino je otok
nesto ucestaliji kod onih koji nemaju ekspresiju p53, a evidentna je razlika i kod lokalizacije, koja
je na granici konvencionalnog nivoa znacajnosti. Ovakavi rezultati su u skladu sa objavljenim
studijama. Prakti¢ni dokaz je studija koja se bavi veoma retkim podtipom a to je Maligni GCTB,
gde su istrazivaci konstatovali ¢ak do 40% povecanje p53 u ispitivanom uzorku. Istina je da je taj
uzorak mali (dva pacijenta). [49,92-94]

Kauzman pak u svom istrazivanju postavlja moguénost da je prekomerna ekspresija
Ciklina D1 u dZinovskim ¢elijama GCTB u pljosnatim 1 malim kostima uslovljena lokalizacijom.
Nasi rezultatine negovore o takvoj uslovljenosti tj. mi nismo dosli do takvih zakljucajka. A
Rousseau u svojoj studiji na multicentri¢cnoj formi GCTB (istina na malom broji ispitanika)
ukazuje na Cinjenicu da Ciklin D1, ¢ak i u takvoj pojavi ne menja svoju ekspresivnost. [48-50,70-
75]

Pacijenti naSe studije su bili podvrguti jednom do tri hirurSka zahvata, u najve¢em broju
slucajeva je prva intervencija podrazumevala biopsiju ali u najaranijem periodu analize je
podrazumevala, pre svega definitivnu intervenciju, Sto se pokazalo kao pogresno. U ostalim
studijama, pa i nasoj, tokom vremena je pokazana neophodnost izvodenja biopsije kao prve
intevencije zbog potencijalnih izmena u PH dijagnozi [52,133,134,141]

Od ukupnog broja pacijenata, jednu intervenciju imalo je 48 pacijenata (28,4%), dve
intervencije imalo je 78 pacijenata (48,1%) dok je tri intervencije imalo 38 pacijenata (23,5%). Za
dva pacijenta (1,2%) nema podatak o broju intervencija.

Vreme pracenja iznosilo je maksimalno 300 meseci. Porast puzine perioda bez znakova
bolesti je visoko statisticki znac¢ajan, $to je pokazitelj ukupnog dijagnosti¢ko terapijskog uspeha.
Medijana prezivljavanja (pojava recidiva) iznosi 235 meseci (95% interval poverenja 99,7-370,2
meseci). U odnosu na lokalizaciju distribucija odgovara postoje¢im referentnim podacima iz
literature, osim u slu¢aju GCT na pateli [32,73], jer ova pojava u studiji nije konstatovana. [60,135-
139]

Recidiv se javio kod 46 pacijenata (28%), dok kod 118 pacijenata (72%) nije bilo pojave
recidiva tokom pracenja. Studija je bazirana na komparaciji klinickoradiolosko-patohistoloSkih
parametara kod pacijenata bez I sa pojavom recidiva u cilju predikcije ponaSanja tumora.

Analizirani su i pacijenti sa pojavom plu¢nih mestaza. [125,126,132,135]
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Nasi rezultati koreliraju sa konstatovanim rezultatima drugih istrazivaca, iako je nas nivo
recidiva nesto veci, za oko 3% do 5%. Uzrok tome leZi u €injenici da su analizom obuhvaceini 1
pacienti koji su le€eni, pre svega u periodu, pre 1981.g (tj. dvadeset godina pre) i u tom periodu
nije postojao niti je primenjivan ,,STAGING SYSTEM “, i u tom periodu je najve¢i broj recidiva.
A u periodu od osamdesetih godina pa do danas, pojava recidiva je sve reda, 1 drasticno pada u
periodu od tri godine kada je kori$¢en phenol-glicerolski rastvor.

Navedeni rezulatati su ispunili nasa ocekivanja, i saglasni su sa studijama koje su
sprovedene u drugim centrima ortopedske onkologije, a pre svega studijom sa Mayo Clinic iz
Rochestera, Minessota, USA. [144]

Pojava lokalnog recidiviranja u ortopedskoj onkologiji uti¢e na moguc¢nost i ishod daljeg
lecenja pacijenata. Kako je GCTB nepredvidivog lokalnog ponasanja, veliki je prakti¢an i klinicki
znacaj eventualnog predvidanja nastanka recidiva, jo§ tokom inicijalne dijagnostike, u primarnoj
biopsiji. Standardni terapijki pristup podrazumeva hirurSko leCenje €ija ekstenzivnost mnogo
zavisi od verovetnoc¢e ponovne lokalne pojave tumora.

Poznato je da su najznacajniji parametri za agresivno ponasanje i nastanak recidiva GCTB
lokalizacija i destrukcija korteksa sa propagacijom u meka tkiva, odnosno ekstrakompartmentalna
prezentacija lezije. Takode je utvrdeno da sa reinetrventnim hirurSkim terapiskim pristupom
varovatnoca za nastanak recidiva raste.

Rezultati koje smo izneli u naSoj studiji su potpuno u skladu sa navedenim literaturnim
podacima. Oni potvrduju da je lokalizacija tumora na dugim cevastim kostima gornjih ekstremitata
(humerus, a narocito radius) ¢eS¢e udruzena sa pojavom recidiva. Interesantno je da, u naSem
uzorku, karlica i ki¢meni stub nisu bili ,,mesto rizika “za nastanak recidiva, $to se moze objasniti
relativno malim brojem pacijenata kojima je tumor dijagnostikovan na ovoj lokalizaciji (23 od 164
analizirana slu¢aja). RadioloSka prezentacija lezije sa inicijalnom destrukcijom korteksa i
propagacijom u meka tkiva je i u ovoj studiji izdvojena kao znacajan prediktorni parametar.
Tumori sa ovakvim radoloskim karakteristikama su 2,3 puta ¢eS¢e recidivirali u odnosu na druge
lezije.

Nasi podaci su potvrdili opSte poznate ¢injenice da svaka ponovljena hirurgija povecava
rizik od lokalnog recidiviranja, odnosno da je veoma tesko uspostaviti lokalnu kontrolu bolesti
nakon vi$estrukih hirurskih intervencija. Analizom je utvrdeno da se rizik od recidiviranja 11 puta

uvecava nakon trece hirurske terapijske procedure.
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Medutim, svi, do sada analizirani, klinicko-radioloSki parametri nisu dovoljno precizno
okazivali na biolosko ponasanje GCTB, te je stalno prisutna potreba da se definiSu 1 pronadu
dodatni, novi kriterijumi.

Dugo se smatralo da je patohistoloska, mikroskopska prezentacija tumora, sa odredivanjem
histoloskog gradusa pouzdan prediktivni parametar. Ipak, danas je prihvacen stav da histoloski
gradus GCTB ne korelira sa pojavom recidiva. S toga se i dalje traga za potencijalnim
patohistoloskim prediktorima bioloskog ponasanja.

Podatak da prosecno vreme u mesecima bez pojave recidiva kod onih koji nisu imali
eksprimiran p53 iznosilo je 274,9, dok je u grupi pacijenata sa pozitivnim p53 prose¢no vreme u
mesecima bez pojave recidiva 125,5 meseci sa medijanom 110,0 meseci. Ovaj podataka nam
pokazuje saglasnost sa drugim studijama vezanim za procene znacajnosti markera p53, jer
odsustvo ovog markera evidentno pokazuje smanjeni rizik za nastanak recidiva. Ali jaka ekspresija
p53 je dokazana posle ¢ak petnaest godina pracenja pacijenta koji je leCen kiretazom i koStanim
graftovanjem, i na pojavu recidiva je bioptiran, pri ¢emu je dokazan GCTB, medutim, veoma
visoku pozitivnost p53 je ukazivala i sekundarni malignitet. [79,80,145]

| ova studija bi mogla potvrditi da su ekspresija p53 1 Ciklina D1 u ¢elijama GCTB znacajni
1 nezavisni imunohistohemijski kriterijumi za predikciju nastanka recidiva. U naSem uzorku je
nuklearna pozitivnost p53 u stromalnim, monojedarnim ¢elijama visoko statisticki znacajno
ukazivala na 6,7 puta vecu verovatnocu za ponovnu lokalnu pojavu tumora. Istovremeno je
utvrdeno da je prisustvo pozitivnosti Ciklina D1u jedrima multinuklearnih dzinovskih ¢elija takode
nezavisan parametar, koji ukazuje na 2 puta ve¢i rizik za pojavu recidiva. Sli¢ne rezultate koji se
odnose na znacaj pozitivnosti p53 1 Ciklina D1 u tumorogenezi i bioloSkom ponasanju GCTB su
opisali brojni autori. [35, 39, 41]

Interesantno je da u nasem uzorku nije utvrdena korelacija proliferativnog indeksa Ki67 i
B-catenina sa nastanakom recidiva GCTB. Ipak, moramo pomenuti da je statisticom projekcijom
na veci uzorak pokazano da bi ,,2+ pozitivnost “Ki67 (+ u 6-19% tumorskih ¢elija) mogla biti
tretirana kao potencijalni prognosticki kriterijum za ponovno javljanje lezije. Ovakavi nalazi su
samo delimi¢no u korelaciji sa literaturnim podacima, jer postoje autori koji napominju mogucéu
ulogu B-catenina za nastanak recidiva GCTB, mada njihova serija obuhvata znatno manji broj

ispitanika. [43,50,75,94] Agresivnije ponaSanje u tumorima sa ve¢im proliferativnim indeksom je
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Cest podatak iz literature, te je moguce da ¢e se 1 GCTB ponasati po tom modelu, mada nasa studija
to nije u potpunosti potvrdila.

Kriterijumi, koji su kao znacajni izdvojeni univarijantnom logistickom regresijom,
ukljueni su u multivarijantnu statisticku analizu (MLG). Dobijeni rezultat ukazuje da je
pozitivnost na p53 najznacajniji
prediktorni faktor za pojavu recidiva. Tumori koji pokazuju nuklearnu ekspresiju p53 u
monojedarnim celijama 6 puta ¢eSce recidiviraju. Navedeni rezultat mozda jeste pomalo
neocekivan, ali je ipak u skladu sa mnogim objavljenim studijama, koje ukazuju na mogucu
prognosti¢ku ulogu p53 u GCTB. [83,92].

Uz p53 pozitivnost MLG je u naSem uzorku izdvojila i nuklearnu pozitivnost Ciklina D1
u dzinovkim ¢elijama sa manje od 15 jedara kao drugi po znacajnosti parametar predikcije pojave
recidiva. Matsubayashi i saradnici su takode analizirali varijacije u ciklinskoj pozitivnosti u odnosu
na broj jedara u dzinovskim ¢elijama i dosli do sliénog zakljucka kao i mi. Odnosno utvrdeno je
da je ekspresija Ciklina D1 u ¢elijama sa manje jedara u korelaciji sa bioloskim ponaSanjem lezije.

Ova studija, ¢ija su osnovna ograni¢enja retrospektivnost i koris¢enje starih bioptickih
uzoraka (kalupa iz arhive), $to bi eventualno moglo da kompromituje imunohistohemijske analize,
je pokusaj da se izdvoje potencijalni kriterijumi za predikciju nastanka recidiva gigantocelularnog
tumora kosti. U njoj se, uz opSte poznate parametre: lokalizacija lezije, broj hirurskih intervencija,
jasna destrukcija korteksa sa prisustvom ekstrakomapartmentalne lezije 1 histoloski kriterijumi za
malignost, kao nezavisni prediktori, diferenciraju: ekspresija p53 u monojedarnim tumorskim
¢elijama i ekspresija Ciklina D1u dZinovskim, multijedarnim ¢elijama.

Navedene rezultate je neophodno testirati na jo§ vecem uzorku pacijenata, a njihova
eventualna potvrda bi mogla olaksSati dileme u terapijskom pristupu gigantocelularnog tumora

kosti.
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6. ZAKLJUCCI
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Imunohistohemijska nuklearna pozitivnost stromalnih ¢elije na p53 je najznacajniji
prediktorni faktor za pojavu recidiva. Cinjenica da p53 svoju antionkogensku funkciju
ostvaruje indirektno, kroz niz drugih gena i njihovih produkata, moze da ukaze na njegovu

znacajnast, ali u ovoj studiji se direktno pruza dokaz o znacajnosti p53.

. Nuklearna pozitivnost Cyclina D1 u dZzinovskim ¢elijama sa manje od 15 jedara izdvojila
se kao drugi po znacajnosti parametara predikcije pojave recidiva. Direktno ukazuje na
pojac¢anu aktivnost, posebno u zavr$noj fazi pripreme dupliciranja DNK. Tako da

dzinovske ¢elije do 15 jedara, ukazuju na ekspanzivno stanje samog tumora.

Ekspresija f-katenina u citoplazmi monojedarnih, kao i u jedrima dzinovskih Celije visoko
korelira sa nastankom patoloske fracture kod GCTB. Ta specificna aktivnost tumora, ne
samo kao fizi¢ki ubrzan rast, nego i pojacana destrukcija na ¢elijskom nivou. Ovo ima kao

rezultat poviSeni stepen koStane destrukcije.

Pozitivnost na B-katenin u ¢elijama GCTB ukazuje na aktivaciju Wnt puta u GCTB, te bi
se moglo postulirati da je aktivacija Wnt puta jedan od doprinosec¢ih faktora za lokalno

destruktivno ponasanje ovog tumora, pa i za pojavu patoloske frakture.

Najznacajniji klini¢ko-radioloski parametar za agresivno ponaSanje i nastanak recidiva
GCTB su lokalizacija i destrukcija korteksa sa propagacijom u mekatkiva, odnosno

ekstrakompartmentalna prezentacija lezije.
Reineterventnim hirurskim terapijskim pristupom varovatnoca za nastanak recidiva raste.

Ova tvrdnja je poznata, ali je do sada dokazivana indirektno, ali kroz ovu studiju se jasno

vidi ovaj zakljucak.
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SPISAK SKRACENICA

GCT - gigantocelularni tumor

G — gradus

T — lokalizacija

M — metastaze

GCTB - gigantocelularni tumor kosti
IHC — imunohistohemijska metoda
At — antitelo

Rb protein — retinoblastoma protein
MPF — maturation promoting factor
NMR — nuklearna magnetna rezonanca
CT — kompjuterizovana tomografija
MLR — multivarijantna logisti¢ka regresija

MMA — medicinski cement
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