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IMUNOHISTOHEMIJSKA ANALIZA EKSPRESIJE REGULATORNIH 

PROTEINA ĆELIJSKOG CIKLUSA  I PROLIFERATIVNOG KI-67 (MIB-1) 

INDEKSA U ADENOMIMA HIPOFIZE  

 

REZIME: 

Adenomi hipofize su najčešći primarni tumori hipofize. Predstavljaju oko 15% svih 

intrakranijalnih tumora, i uzgredan nalaz na oko 20% autopsija. Više od 95% adenoma 

hipofize karakteriše benigno ponašanje. Preostalih 5% pripada atipičnim adenomima, dok 

je maligna transformacija adenoma hipofize izuzetno retka. Aktuelna klasifikacija adenoma 

hipofize Svetske zdravstvene organizacije se zasniva na imunohistohemijskoj ekspresiji 

hormona adenohipofize, transkripcionih faktora, citokeratina 8, Ki-67 i p53. 

Ćelijski ciklus se tradicionalno deli na 4 faze, koje su deo kontinuuma: G1, S, G2 i 

M, dok je G0 faza faza mirovanja. U kontrolnim tačkama ćelijskog ciklusa (G1/S i G2/M) 

dolazi do zastoja ukoliko je detektovana nepravilnost u sintezi DNK. Ključnu ulogu u 

zaustavljanju ćelijskog ciklusa imaju inhibitori ciklin zavisnih kinaza, od kojih su 

najznačajniji, p16 i p21, obrađeni u ovom istraživanju. Ovi markeri se zato smatraju i 

markerima senescencije, stanja ireverzibilnog izlaska ćelije iz ćelijskog ciklusa.  

Ki-67 je protein koji se detektuje u jedru ćelija u svim fazama ćelijskog ciklusa, 

izuzev G0 faze. Pored toga što omogućava procenu procenta ćelija koje se nalaze u 

ćelijskom ciklusu, kod adenoma hipofize ima i dijagnostički i prognostički značaj.   

Protein p53 predstavlja čuvara genoma, budući da se sintetiše nakon detekcije 

poremećaja DNK. Ovaj protein dovodi do zastoja ćelijskog ciklusa, čija dužina zavisi od 

veličine popravke. Imunohistohemijska detekcija p53 pozitivnih jedara u adenomima 

hipofize ima dijagnostičku vrednost, predstavljajući jedan od kriterijuma za dijagnozu 

atipičnih adenoma i karcinoma hipofize.  

 Cilj ovog istraživanja je procena aktivacije inhibitora ciklin-zavisnih kinaza p16 i 

p21 i proliferativnog Ki-67 indeksa u adenomima hipofize, njihovim tipovima i 

podtipovima, kao i u normalnoj adenohipofizi.  



 Istraživanje je sprovedeno na 345 adenoma hipofize, od čijih je biopsijskih uzoraka 

u parafinskim blokovima konstruisan tkivni mikro niz. Kontrolnu grupu su sačinjavale 

adenohipofize koje su akcidentalno uklonjene prilikom hirurške intervencije na adenomima 

hipofize. Adenomi hipofize su klasifikovani u skladu sa kriterijumima Svetske zdravstvene 

organizacije, a nakon imunohistohemijske aplikacije antitela na citokeratin 8 (CK8), 

hormon rasta (HR), prolaktin (PRL), tireostimulišući hormon (TSH), folikulostimulišući 

hormon (FSH), luteinizirajući hormon (LH), adrenokortikotrofni hormon (ACTH), 

steroidni faktor rasta 1 (SF-1) i za hipofizu specifični pozitivni transkripcioni faktor (eng. 

Pituitary-specific positive trancription factor 1 - PIT1). Nakon toga su primenjena antitela 

na p16, p21, Ki-67, p53 i sa senescencijom udruženu beta-galaktozidazu (SA-β-GAL).  

Adenomi hipofize, posmatrani kao jedna grupa su pokazali statistički značajno niži 

procenat p16 pozitivnih jedara u odnosu na normalnu hipofizu. Procenat p16 pozitivnih 

jedara je bio vrlo sličan između tipova i podtipova adenoma hipofize. Takođe, adenomi 

hipofize, prikazani kao grupa su pokazali statistički značajno niže vrednosti procenta p21 

pozitivnih jedara u odnosu na normalnu hipofizu. Međutim, među tipovima adenoma 

hipofize, HR produkujući adenomi su pokazali najviše vrednosti, a gonadotrofni najniže. 

Posmatrajući podtipove HR produkujućih adenoma, slabo granulirani adenomi su pokazali 

statistički značajno više vrednosti u odnosu na gusto granulirane adenome, koje su ujedno 

bile najviše u odnosu na sve analizirane tipove i podtipove adenoma.  

Procenat Ki-67 pozitivnih jedara je bio nizak, osim u 4 adenoma koji su imali 

vrednosti veće od 3%.  

Procenat p53 pozitivnih jedara je takođe bio vrlo nizak i sličnih vrednosti u svim 

tipovima adenoma hipofize. 

Adenomi hipofize su, posmatrani kao jedna grupa, pokazali statistički značajno jači 

intenzitet bojenja na  SA-β-GAL  u odnosu na normalnu hipofizu. Među tipovima adenoma 

hipofize, najviše vrednosti su uočene kod HR produkujućih adenoma. Gusto granulirani HR 

produkujući adenomi su pokazali statistički značajno intenzivnije bojenje u odnosu na slabo 

granulirane HR produkujuće adenome.  

Pozitivna korelacija je uočena između citoplazmatskog p21 bojenja i indeksa telesne 

mase pacijenata. Mikroadenomi su pokazali statistički više vrednosti procenata p16 



pozitivnih jedara  u odnosu na makroadenome. Adenomi hipofize sa supraselarnim i/ili 

paraselarnim širenjem su pokazali statistički više vrednosti proliferativnog Ki-67 indeksa 

nego adenomi koji su rasli u drugim smerovima. Nuklearna p21 ekspresija je pokazala 

statistički značajnu korelaciju sa citoplazmatskom p21 ekspresijom, Ki-67, p53 i SA-β-

GAL, dok je citoplazmatska p21 ekspresija pozitivno korelisana sa Ki-67 i SA-β-GAL. P16 

je pozitivno korelisan sa p53 i SA-β-GAL.  

Naši rezultati ukazuju da se regulacija ćelijskog ciklusa u adenomima hipofize 

razlikuje u zavisnosi od tipa adenoma. Pokazano je, prema našim saznanjima, po prvi put u 

literaturi, da su razlike u regulaciji ćelijskog ciklusa prisutne i unutar podtipova HR 

produkujućih adenoma hipofize. Statistički značajno niža vrednost procenta p16 pozitivnih 

jedara u adenomima hipofize u odnosu na vrednosti u normalnoj adenohipofizi ukazuje da 

bi inhibicija produkcije mogla biti deo tumorigeneze adenoma hipofize. Niže vrednosti 

procenata p21 pozitivnih jedara u adenomima hipofize, u odnosu na normalnu hipofizu, 

koje su pokazivale varijabilnost između tipova adenoma hipofize, ukazuju da bi  ekspresija 

ovog inhibitora ciklin zavisne kinaze mogla biti hormonski zavisna. Najviše vrednosti 

procenata p21 pozitivnih jedara kod slabo granuliranih HR produkujućih adenoma, koje su 

bile statistički značajno više u odnosu na vrednosti kod gusto granuliranih adenoma,  

ukazuju da bi i mehanizam stvaranja granuliranosti HR produkujućih adenoma na neki 

način mogao biti povezan sa p21 nuklearnom ekspresijom. Niske vrednosti Ki-67 

proliferativnog indeksa koje su bile niske u svim tipovima adenoma, a koje su niže u 

odnosu na literaturne vrednosti, bi se mogle objasniti razlikom u tehnici brojanja. Vrlo 

niske vrednosti p53 pozitivnih jedara u svim tipovima adenoma hipofize su u skladu sa 

benignim ponašanjem adenoma hipofize. Značajno intenzivnije bojenje na SA-β-GAL u 

grupi adenoma hipofize u poređenju sa normalnom hipofizom, koje je bilo najizraženije 

kod HR produkujućih adenoma ukazuje na aktivaciju procesa senescencije u adenomima 

hipofize. Statistički značajno intenzivnije bojenje uočeno kod gusto granuliranih adenoma, 

u odnosu na slabo granulirane adenome, ukazuje na uticaj granuliranosti adenoma na 

aktivnost SA-β-GAL. Statistički značajan pad procenta p16 pozitivnih jedara kod 

makroadenoma u odnosu na mikroadenome podržava hipotezu da smanjenje aktivnosti p16 

u adenomima hipofize ima značajnu ulogu u tumorigenezi. Naše istraživanje potvrđuje da 



proliferativni Ki-67 indeks pored dijagnostičkog ima i prognostički značaj, budući da su 

njegove vrednosti varirale u zavisnosti od smera širenja adenoma hipofize. Hirurška 

intervencija adenoma hipofize najverovatnije ne uzrokuje promene u aktivaciji 

senescencije. Brojne statistički značajne korelacije između analiziranih markera ukazuju na 

kompleksnost njihove aktivacije, kao i na potrebu za upotrebom dopunskih dijagnostičkih 

metoda, budući da su literaturni podaci na ovu temu heterogeni.  
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IMMUNOHISTOCHEMICAL ANALYSIS OF THE  EXPRESSION OF THE CELL 

CYCLE REGULATORY PROTEINS AND THE PROLIFERATIVE KI- 67 (MIB-1) 

INDEX IN THE PITUITARY ADENOMAS 

 

ABSTRACT:  

Pituitary adenomas (PA) are the most frequent primary pituitary tumors. They 

comprise up to 15% of all intracranial tumors, and they are found as an incidental finding in 

up to 20% of all autopsies. PAs are characterized by benign clinical behavior, with the 

weak tendency to malignant transformation.   The WHO classification of PAs is based on 

immunohistochemical analysis of positivity of anterior pituitary hormones, transcriptional 

factors, cytokeratin 8, Ki-67 and p53.  

The cell cycle is traditionally divided into 4 phases, all of them being a part of the 

continuum: G1, S, G2 and M. G0 is recognized as the quiescent phase. The cell cycle is 

halted in checkpoints (G1/S and G2/M) after detection of any DNA irregularity. Cyclin-

dependent kinases belong to the group of the most powerful cell cycle inhibitors, p16 and 

p21 being used in this work. These markers are also known as markers of an irreversible 

arrest of cell proliferation, known as senescence.   

Protein Ki-67 is detected in nuclei of all cells that are out of G0 phase of cell cycle. 

Furthermore, immunohistochemical Ki-67 detection had diagnostic and prognostic 

significance in PAs.  

Protein p53 is known as „guardian of genome“, given that it is synthesised after any 

DNA damage. This protein causes the halting of the cell cycle, which is qualified by the 

extension of DNA damage. Immunohistochemical p53 detection in PAs is of diagnostic 

importance, being one of arteria for the diagnosis of atypical adenomas and pituitary 

carcinomas.    

The aim of this study is the analysis of activation of cell-cycle inhibitors p16 and 

p21, p53 protein and proliferative Ki-67 index in types and subtypes of  PAs. These 

markers are also analyzed in the normal anterior pituitary. 

The investigation is performed on 345 PAs, which paraffin block were used as 

donor blocks for tissue micro array (TMA) construction. The control group was made of 



normal anterior pituitaries, which were a part of resection specimen for surgery of PAs. 

PAs are classified according to the WHO criteria, after immunohistochemical application of 

following antibodies: cytokeratin 8, growth hormone (GH), thyroid-stimulating hormone 

(TSH), prolactin (PRL), folicle-stimulating hormone (FSH), luteinazing hormone (LH), 

adrenocorticotropic hormone (ACTH), steroidogenic factor 1 (SF-1) and pituitary-specific 

transcription factor 1 (PIT1).  Afterwards, immunohistochemistry was performed for p16, 

p21, Ki-67, p53 and senescence-associated β-galactosidase (SA-β-GAL).   

PAs, analyzed as a single group, showed statistically significant decrease of the 

percentage of p16 positive nuclei, compared to the normal pituitary. The percentage of p16 

positive nuclei did not vary significantly among PA types and subtypes. The group of PA 

demonstrated the statistically significant decrease in the percentage of p21 positive nuclei, 

compared to the normal pituitary. GH-producing adenomas displayed the highest, and the 

gonadotroph adenomas the lowest levels of p21 positive nuclei among PA types. In the 

analysis of GH-producing adenoma subtypes, sparsely granulated (SG) GH PAs showed 

the highest levels of p21 positive nuclei among all PA types, which were significantly 

higher compared to the densely granulated (DG) GH PAs. The proliferative Ki-67 index 

was very low in all adenomas, except for only 4 cases, where it was higher than 3%.  The 

percentage of p53 positive nuclei was very low, too, with similar values among PA types. 

PAs, analyzed together as a single group, demonstrated significantly higher SA-β-GAL  

staining intensity, compared to the normal anterior pituitary. The highest SA-β-GAL  

staining intensity was observed in GH-producing adenomas. DG-GH adenomas 

demonstrated statistically more intensive staining intensity, compared to SG-GH adenomas. 

Cytoplasmic p21 staining correlated positively with body mass index of patients.  

Microadenomas demonstrated the statistically higher percentage of p16 positive 

nuclei than macroadenomas. PAs with suprasellar and/or parasellar invasion presented 

statistically higher proliferative Ki-67 index, compared to PAs with invasion in the other 

directions. The percentage of p21 positive nuclei correlated positively with cytoplasmic p21 

expression, Ki-67, p53 and SA-β-GAL. Cytoplasmic p21 positivity correlated positively 

with Ki-67 and SA-β-GAL. P16 was correlated positively with p53 and SA-β-GAL.  



Our results suggest that cell cycle regulation is different in different PA types. We 

demonstrated for the first time, to the best of our knowledge, differences in cell cycle 

regulation among GH adenoma subtypes. Significantly lower percentage of p16 positive 

nuclei in PAs, compared to the normal pituitary, followed by the lack of differences among 

PA types, suggests that the lack of p16 activity could be a part of PA tumorigenesis. The 

lower percentage of the p21 positive nuclei, compared to the normal pituitary, and 

significant differences among PA types propose that its expression could be influenced by 

hormonal activity. Significantly higher percentage of p21 positive nuclei in SG-GH, 

compared to DG-GH adenomas, suggests that granulation pattern could be also involved in 

p21 activation. The lower proliferative Ki-67 index in our investigation, compared to 

indices in previous works, could be explained at least by the differences in counting 

technique.  Very low percentage of p53 positive nuclei in all PA types is in accordance with 

previous investigations. Significantly more intensive SA-β-GAL staining in the group of 

PA, which reached the highest levels in GH-producing adenomas, suggests the activation of 

senescence program in PAs. The more intensive SA-β-GAL staining in DG-GH, compared 

to SG-GH suggests the involvement of granulation pattern in senescence activation. The 

significant decrease of percentage of p16 positive nuclei in macroadenomas, compared to 

microadenomas, supports the influence of p16 loss in PA tumorigenesis. Our investigation 

confirms that proliferative Ki-67 index has also the prognostic role, besides its diagnostic 

function, bearing in mind that its values varied depending on the direction of invasion. 

Surgical treatment probably do not influence senescence activation in PAs. Numerous 

significant correlations between analyzed markers emphasise complexity in their activation, 

as well as the need for application of additional analytic methods.    

 

KEY WORDS: Pituitary adenoma; cell-cycle; p16; 21; senescence.  
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1. UVOD 

1.1. NORMALNA MORFOLOGIJA HIPOFIZE I NJENI ODNOSI SA 

OKOLNIM STRUKTURAMA 

Hipofiza je endokrina žlezda koja je smeštena u srednjoj lobanjskoj jami, u delu 

sfenoidne kosti nazvanom „sella turcica“, gde je pokrivena dijafragmom dure mater 

(dijafragma sele). Hipofiza je prosečne težine 0.5 g i dimenzija 13x9x6 mm sa minimalnim 

varijacijama u odnosu na pol. Dimenzije hipofize variraju u odnosu na životnu dob, tako da 

se njene dimenzije lakostepeno smanjuju u starosti (1, 2). Anatomski i funkcionalno je 

podeljena na tri dela / lobusa: prednji, koji nosi naziv adenohipofiza, srednji/intermedijarni 

i zadnji, koji se naziva neurohipofiza (Slika 1, a i b).  

Adenohipofiza je acinusne građe, sastavljena od mešavine ćelija koje se različito boje 

standardnim hematoksilin-eozin (HE) bojenjem (acidofilne, hromofobne i bazofilne) (Slika 

1C). Acinusna građa adenohipofize se jasnije vizualizuje srebrnom impregnacijom 

retikulina po Gomoriju (Slika 1D). Ćelije adenohipofize produkuju sledeće hormone: 

hormon rasta (HR), prolaktin (PRL), tireostimulirajući hormon (TSH), folikulostimulirajući 

hormon (FSH), luteinizirajući hormon (LH) i adrenokortikotrofni hormon (ACTH).  Smatra 

se da se ćelije koje produkuju HR i PRL dominantno nalaze u bočnim delovima 

adenohipofize (na „krilima“), ACTH i TSH ćelije su dominantno lokalizovane u 

centralnom delu adenohipofize („centralni klin“), dok su FSH i LH produkujuće ćelije 

ravnomerno raspoređene po celoj adenohipofizi. Između hormon produkujućih ćelija se 

nalaze retke, razbacane folikulostelatne ćelije, koje igraju ulogu u reparaciji hipofize (3).  

Srednji ili intermedijarni lobus hipofize je rudimentiran i predstavlja ostatak Ratkeovog 

špaga. U ovoj uskoj zoni se nalaze retke ćelije koje luče melanotropni hormon (3).  
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Slika 1: Morfologija normalne hipofize, (a) makroskopski aspekt hipofize (autopsija 

broj 1030/15, Institut za patologiju);  (b) prednji lobus  hipofize  - adenohipofiza (levo), 

intermedijarni lobus (u sredini) i zadnji lobus (neurohipofiza) (autopsija broj 351/14, 

Institut za patologiju, HE, x100 ); (c) adenohipofiza koju sačinjavaju acidofilne, 

bazofilne i hromofobne ćelije (autopsija broj 427/14, Institut za patologiju, HE, x200 ); 

(d) acinusna građa adenohipofize je naglašena srebrnom impregnacijom  retikulina 

(autopsija broj 592/13, Institut za patologiju, Gomori metoda x200 ); (e) za razliku od 

adenohipofize, acinusna građa je narušena u tkivu adenoma  (incidentalom, autopsija 

broj 592/13, Institut za patologiju, Gomori metoda,  x200 ).  

c d 

e 

a b 
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Zadnji lobus hipofize ili neurohipofiza je sastavljena iz pituicita i aksona 

hipotalamičkih neurona supraoptičkog i paraventrikularnog jedra, koja produkuju oksitocin 

i vazopresin (3).  

Sagledavanje odnosa hipofize sa okolnim strukturama je od značaja za razumevanje 

simptomatologije tumora hipofize, a o čemu će se govoriti u daljem tekstu. Lateralno od 

hipofize se nalaze kavernozni sinusi, kroz koje prolaze unutrašnja karotidna arterija, III, IV 

i VI kranijalni nerv, kao i prve dve grane trigeminalnog (V kranijanlnog) nerva. Iznad 

hipofize i dijafragme sele se na 5-10mm nalazi hijazma optičkih nerava, dok se ispod nalazi 

sfenoidalni sinus (4).  

Tumori hipofize su prema definiciji Svetske zdravstvene organizacije (SZO), 

neoplazme lokalizovane u seli turciki (5). Veliku većinu tumora hipofize predstavljaju 

adenomi hipofize, koji potiču od ćelija adenohipofize, pri čemu karcinomi hipofize 

predstavljaju retkost. Preostale tumore hipofize predstavljaju mezenhimalni i neuralni 

tumori, kao i metastaze (5, 6).  

 

1.2. ADENOMI HIPOFIZE – OPŠTE KARAKTERISTIKE 

 

1.2.1. Definicija i epidemiologija 

Adenomi hipofize su najčešći primarni tumori hipofize. Većinom su benigne 

prirode.  Dovode do morbiditeta kompresijom okolnih  struktura i/ili hiper ili 

hiposekrecijom hormona adenohipofize. Nastaju monoklonalnom proliferacijom ćelija 

adenohipofize. Predstavljaju 10-15% svih intrakranijalnih neoplazmi, i nalaze se na trećem 

mestu po učestalosti, iza glioma i meningioma (5). Pre razvoja vizualizacionih tehnika 

(kompjuterizovane tomografije i nuklearne magnetne rezonance) su smatrani retkim 

neoplazmama. Izračunavanje incidencije i prevalencije adenoma hipofize je veliki izazov, 

budući da neki od njih prouzrokuju izražene simptome, neki dovode do nespecifičnih 
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tegoba, dok su neki asimptomatski, i bivaju otkriveni incidentalno (7, 8). U autopsijskom 

materijalu učestalost adenoma hipofize iznosi 1-35%, prosečno 14.4% (9). U opštoj 

populaciji, prevalencija adenoma hipofize iznosi 16.7% (9). Adenomi hipofize su retki u 

pedijatrijskoj populaciji, u kojoj predstavljaju 3.5-6% hirurški tretiranih tumora hipofize 

(10).  

 

1.2.2. Podela adenoma hipofize 

Adenomi hipofize se mogu podeliti da osnovu više parametara. 

Na osnovu veličine, adenomi hipofize se dele na mikroadenome (prečnika ≤10mm), 

makroadenome (prečnika između 10 i 40mm) i gigantske adenome (prečnika ≥40mm) (5).  

Klini čki, na osnovu sekrecije hormona, adenomi hipofize se dele na nefunkcionalne 

i funkcionalne. Nefunkcionalni (ili „nemi“) adenomi hipofize mogu da nastanu 

proliferacijom bilo kojeg tipa ćelija adenohipofize. Ukoliko ne sekretuju dovoljnu količinu 

hormona da bi doveli do povećanja koncentracije hormona u serumu, nazivaju se „totalno 

nemi“. Adenomi hipofize koji dovode do povećanja koncentracije hormona u serumu, ali ne 

dovode do kliničkih simptoma se nazivaju „klinički nemi“ (11). Funkcionalni adenomi 

dovode do nastanka kliničkih sindroma, koji su posledica hipersekrecije nekog od hormona 

adenohipofize (12).  

U odnosu na invazivnost okolnih struktura, adenomi hipofize se dele na invazivne i 

neinvazivne. Razlikujemo tri tipa invazivnosti adenoma hipofize: histološki, radiološki i 

hirurški (13, 14). Histološka invazivnost se može procenjivati samo u onim uzorcima 

adenoma hipofize u kojima postoji još neko tkivo (najčešće dura, mukoza paranazalnog 

sinusa, tkivo (adeno)hipofize ili kost) u odnosu na koje se može proceniti invazivnost. 

Radiološka invazivnost adenoma hipofize se procenjuje na osnovu snimaka načinjenih 

metodom nuklearne magnetne resonance (NMR). Prva radiološka klasifikacija adenoma 

hipofize koja se odnosi na invazivnost tumora datira iz 1976. godine (15), i ubrzo je bila 

zamenjena Knosp klasifikacijom, koja se više fokusirala na paraselarni rast tumora (16). U 
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današnje vreme je široko prihvaćena SIPAP radiološka klasifikacija adenoma hipofize, koja 

gradira adenome u odnosu na invaziju u šest pravaca (supraselarno, infraselarno, 

paraselarno (levo i desno), retroselarno i anteroselarno) (17). Hirurška invazivnost se 

procenjuje od strane hirurga tokom hirurške intervencije. Histološka i radiološka 

invazivnost adenoma hipofize se smatraju vrlo važnim prognostičkim parametrima, pa su 

zbog toga uvršćeni u parametre nove, prve kliničko-patološke klasifikacije ovih tumora 

(13).  

Histološki, adenome hipofize karakteriše gubitak acinusne građe, što se jasno 

vizualizuje srebrnom impregnacijom preparata metodom po Gomoriju (Slika 1E). Adenomi 

hipofize se, kao i ćelije adenohipofize, dele na osnovu svojih tinktorijalnih svojstava 

prilikom bojenja standardnom hematoksilin-eozin (H&E) metodom na acidofilne, bazofilne 

i hromofobne adenome. Acidofilni adenomi se karakterišu intenzivno tamno ružičasto 

obojenom citoplazmom. Kod bazofilnih adenoma citoplazma je obojena (tamno) ljubičasto. 

Ćelije hromofobnih adenoma imaju svetlo ružičastu do potpuno amfofilnu (svetlu) 

citoplazmu (5).  

Prema kriterijumima SZO, adenomi hipofize se dele na osnovu imunohistohemijske 

ekspresije hormona adenohipofize: HR, PRL, TSH, FSH, LH i ACTH, o čemu će biti reči u 

daljem tekstu.  

1.2.3. Histološke i imunohistohemijske karakteristike adenoma hipofize 

HR produkujući adenomi hipofize 

Hormon rasta produkujući adenomi hipofize predstavljaju 25-30% svih adenoma 

hipofize koji su hirurški tretirani (18). U najvećem broju slučajeva su klinički funkcionalni 

tumori koji dovode do akromegalije, odnosno gigantizma, u zavisnosti od uzrasnog doba 

pacijenta. Nemi HR produkujući tumori su veoma retki. Prema kriterijumima još aktuelne 

klasifikacije SZO iz 2004 godine, razlikuju se sledeći podtipovi HR produkujućih adenoma 

hipofize (5):  
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Slabo granulirani HR  produkujući adenom hipofize  je celularan i hromofoban. 

Građen je od sitnih ćelija do ćelija srednje veličine, jasnih granica. Jedra su krupna, neretko 

nepravilna i nejednaka (nuklearni pleomorfizam), svetlog hromatina i naglašenog 

nukleolusa (uočljivog sa uveličanja x100). U citoplazmi ovih tumora se često uočava svetlo 

ružičasta okruglasta inkluzija koja dislocira jedro. Ove inkluzije, nazvane fibrozna tela, se 

intenzivno prebojavaju imunohistohemijskim bojenjem na citokeratin (CK) 8, ili 

aplikacijom mešavine antitela na CK koja u sebi sadrže CK8 (na primer, CAM5.2, 

AE1/AE3). Fibrozna tela prisutna u više od 50% tumorskih ćelija predstavljaju 

dijagnostički kriterijum za diferencijaciju ovog tipa HR produkujućeg adenoma od gusto 

granuliranog. Slabo granulirani HR produkujući adenomi hipofize pokazuju varijabilnu 

imunopozitivnost na HR, koja nekada može biti izuzetno oskudna (5, 19).  

Gusto granulirani HR produkujući adenom hipofize je difuznog tipa rasta, građen 

od ćelija srednje veličine, jasnih granica. Citoplazma je umerene količine, granulirana, 

izrazito acidofilna (acidofilni adenom). Jedra su centralno postavljena, okruglasta, svetlog 

hromatina i naglašenog nukleolusa. Imunohistohemijski, citoplazma gusto granuliranih HR 

produkujućih adenoma je difuzno intenzivno pozitivna na CK8, mada se opisuju i brojne 

varijante polumesečaste, perinuklearne pozitivnosti (19, 20). Sve tumorske ćelije pokazuju 

difuznu, intenzivnu i uniformnu imunopozitivnost na HR (5, 19).  

Mešoviti, PRL i HR, produkujući adenom hipofize se karakteriše varijabilnom 

mešavinom dva tipa tumorskih ćelija: hromofobnih, koje pokazuju PRL imunopozitivnost, i 

acidofilnih, koje su GH imunopozitivne. Tumorske ćelije su negativne na preostale 

hormonske markere (FSH, LH, TSH i ACTH), i pokazuju jedan od dva obrasca 

granuliranosti (5).  

Plurihormonalni HR produkujući adenom hipofize histološki mogu biti ili acidofilni 

ili hromofobni. Najčešće su difuznog načina rasta, građeni od ćelija jasnih granica. Njihova 

glavna karakteristika je plurihormonalnost, tj prisustvo imunopozitivnosti na PRL, FSH, 

LH ili TSH, pored imunopozitivnosti na HR (5, 21). Po pitanju granuliranosti, 

plurihormonalni HR produkujući adenomi su većinom gusto granulirani (19).   
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Mamosomatotrofni adenom spada u retke varijante HR produkujućih adenoma. 

Histološki, tumor je difuznog tipa rasta, građen od ćelija bogate acidofilne citoplazme, 

krupnog okruglastog centralno postavljenog jedra, svetlog hromatina i naglašenog 

nukleolusa. Imunohistohemijski, sve tumorske ćelije pokazuju imunopozitivnost na PRL i  

HR (5, 21).  

Acidofilni “stem cell” adenom predstavlja najređu varijantu, koju čini do 1% HR 

produkujućih adenoma. Difuznog je načina rasta, građen većinom od hromofobnih ćelija sa 

primesama acidofilije. Nuklearni pleomorfizam može biti izražen. Glavno obeležje ovog 

podtipa adenoma predstavljaju vakuole, koje mogu dostići veličinu jedra, koje predstavljaju 

akumulirane megamitohondrije. Imunohistohemijski, ovi adenomi pokazuju difuznu i 

intenzivnu PRL imunopozitivnost, dok je njihova GH imunoreaktivnost lakostepena do 

negativna (5, 21).   

PRL produkujući adenomi hipofize 

PRL produkujući adenomi hipofize (prolaktinomi)  predstavljaju najčešće adenome 

hipofize. Međutim, nakon uvođenja dopaminskih agonista u terapiju prolaktinoma (22), 

broj prolaktinoma u hirurškim serijama značajno opada budući da se hirurški tretiraju 

isključivo retki, farmakorezistentni slučajevi.  Prema kriterijumima SZO, razlikuju se dva 

podtipa prolaktinoma (5).  

Slabo granulirani PRL produkujući adenom je najčešći podtip prolaktinoma. Ovi 

tumori su najčešće difuznog tipa rasta, mada mogu biti i papilarni. U njima je vrlo često 

izražena kongestija. Ćelije su relativno krupne, hromofobne, nejasnih granica, često 

izdužene. Nuklearni i ćelijski pleomorfizam je neznatan i uočava se u retkim pojedinačnim 

slučajevima. Psamozna telašca se mogu sresti. U intersticijumu se nekad može videti 

amilod.  Imunohistohemijski, ovaj tip tumora se karakteriše intenzivnom PRL 

imunopozitivnošću u perinuklearnoj, Goldži zoni, dok su ostali hormonski markeri (GH, 

FSH, LH, TSH i ACTH) negativni (5). Za razliku od HR produkujućih adenoma, gde se 

granuliranost određivala pomoću obrasca bojenja antitelom na CK8, kod prolaktinoma se 

granuliranost određuje obrascem imunohistohemijskog bojenja na PRL (5, 23).  
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Gusto granulirani PRL produkujući adenom je vrlo redak podtip tumora, koji se 

morfološki razlikuje od slabo granuliranog podtipa adenoma po tome što su njegove ćelije 

acidofilne, a PRL imunopozitivnost je difuzna citoplazmatska (5, 23).  

Od uvođenja dopaminskih agonista u rutinsku terapiju hiperprolaktinemije broj 

hirurški tretiranih pacijenata sa prolaktinomima je veoma smanjen. Hirurškom tretmanu se 

podvrgavaju skoro isključivo pacijenti koji su prethodno bili tretirani dopaminskim 

agonistima. Tretman agonistima dopamina uzrokuje morfološke promene prolaktinoma, u 

koje spadaju: smanjenje ćelije, najviše na račun citoplazme; povećan nukleo-citoplazmatski 

odnos; nuklearna hiperhromazija; perivaskularna i intersticijalna fibroza; smanjena PRL 

imunopozitivnost, koja ponekad može biti veoma oskudna (21). 

TSH  produkujući adenomi hipofize 

TSH produkujući adenomi hipofize su retki tumori, koji predstavljaju oko 1% svih 

adenoma. Histološki, ovi tumori su solidnog ili sinusoidalnog načina rasta. Stromalna 

fibroza se često sreće. Ponekad se mogu videti i psamozna telašca. Građeni su od 

hromofobnih ćelija, najčešće vretenastog oblika, nejasnih granica. Nuklearni pleomorfizam 

je varijabilnog stepena. Histohemijskim PAS bojenjem se uočavaju sitne PAS pozitivne 

citoplazmatske globule, koje odgovaraju lizozomima. Imunohistohemijski, TSH pozitivnost 

je varijabilna, i u većini slučajeva se uočava ispod ćelijske membrane naglašavajući 

vretenasti oblik i dugačke nastavke ovih ćelija (5, 24).  

ACTH  produkujući adenomi hipofize 

ACTH  produkujući adenomi hipofize predstavljaju 10-15% svih adenoma hipofize. 

U najvećem broju slučajeva tumor je građen od monomorfnih okruglastih ćelija u difuznom 

ili sinusoidalnom aranžmanu. Ćelije su najčešće bazofilne, intenzivno PAS pozitivne 

citoplazme. Ovakav nalaz se najčešće sreće kod mikroadenoma. Kod znatno ređih 

makroadenoma, ćelije su hromofobne i slabo PAS pozitivne. Pleomorfizam i apoptotska 

telašca se mogu sresti. Jedra su većinom okruglasta, centralno postavljena, sa naglašenim 

nukleolusom. U okolnoj adenohipofizi, koja je neretko prisutna u hirurškom materijalu 
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osoba sa ACTH produkujućim adenomom, u kortikotrofnim ćelijama se sreće Krukova 

hijalina promena, koja je posledica hiperkortizolemije. Ona predstavlja koncentričnu 

akumulaciju intermedijarnih filamenata u citoplazmi. Krukova hijalina promena dolazi do 

izražaja imunohistohemijskim bojenjem na CK8. Imunohistohemijski, bazofilni adenomi 

pokazuju intenzivnu ACTH i CK8 imunopozitivnost, dok je ona varijabilnog intenziteta i 

ekstenziteta kod hromofobnih adenoma. Tumorske ćelije su negativne na ostale hormonske 

markere adenohipofize (5, 21, 23).  

Vrlo retku varijantu ACTH produkujućeg adenoma predstavlja adenom Krukovih 

ćelija, koji se, pored ACTH imunopozitivnosti, karakteriše prominentnom citoplazmatskom 

akumulacijom keratinskih filamenata (21).  

Gonadotropin  produkujući adenomi hipofize 

Gonadotropin  produkujući adenomi hipofize se karakterišu produkcijom 

gonadotrofnih hormona, FSH i/ili LH. Oni predstavljaju većinu klinički nefunkcionalnih 

adenoma hipofize (11, 12). Ove adenome odlikuje izražena varijabilnost u histološkoj slici. 

Većina gonadotrofnih adenoma su sinusoidalnog tipa rasta, građeni od izduženih 

hromofobnih polarizovanih ćelija jasnih granica, sa karakterističnim perivaskularnim 

pseudorozetama. Nešto ređe se sreće papilarni tip rasta kod gonadotrofnih adenoma. 

Difuzni tip rasta je najređi, i kod njega se sreću okruglaste (nepolarizovane) ćelije. Ovakve 

ćelije vrlo retko mogu imati acidofilnu citoplazmu, kada ih nazivamo onkocitima. 

Onkocitna promena se neretko fokalno sreće kod gonadotrofnih adenoma. Međutim, 

ukoliko dominira histološkom slikom, tumor dobija naziv onkocitom. Varijabilnost je 

podjednako prisutna i u imunohistohemijskom profilu gonadotrofnih adenoma. Ovi 

adenomi znatno češće pokazuju FSH nego LH imunopozitivnost. Obe imunopozitivnosti se 

češće sreću fokalno nego difuzno, naročito LH.  Gonadotrofni adenomi su takođe pozitivni 

na imunohistohemijsko bojenje na Chromogranin A, Synaptophysin i steroidogeni 

transkripcioni faktor (SF-1) (5, 21, 23).  
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„Null-cell“ adenomi hipofize  

„Null-cell“ adenomi hipofize spadaju u retke neoplazme. Karakteriše ih odsustvo 

imunohistohemijskog bojenja na sve hormone adenohipofize, kao i na transkripcione 

faktore (25). Histološki, ovi tumori su najčešće hromofobni, sa različitim stepenom 

acidofilije. Pokazuju difuzni, sinusoidalni i papilarni tip rasta. Građeni su od okruglastih i 

poligonalnih ćelija jasnih granica koje često formiraju perivaskularne pseudorozete. 

Nuklearni pleomorfizam se ne uočava (5, 25).  

 

Plurihormonalni adenomi 

Definicija plurihormonalnih adenoma se zasniva na specifičnoj imunoreaktivnosti 

na hormone koji nisu porekla iste linije diferencijacije (SF-1, Pit-1 i T-pit),  a koja nije 

uzrokovana nespecifičnom ukrštenom reakcijom između antitela. Najčešće kombinacije 

hormonskih markera su FSH, GH i TSH, kao i PRL i TSH. Retko se sreće kombinacija 

ACTH, LH, GH i PRL. Pojedinačne razbacane ćelije koje su pozitivne na navedene 

markere ne bi trebalo uzimati u obzir prilikom postavljanja dijagnoze, budući da se pre radi 

o zarobljenim ćelijama adenohipofize, nego o ćelijama plurihormonalnog adenoma (5, 23).  

Atipični adenomi 

Atipični adenomi su, prema kriteijumima SZO, definisani kao adenomi koji 

pokazuju difuznu p53 imunopozitivnost, proliferativni indeks veći od 3% i povećanu 

mitotsku aktivnost (5). Predstavljaju oko 15% adenoma hipofize u hirurškim serijama, a 

nešto se češće sreću kod funkcionalnih adenoma (26, 27). Međutim, u klasifikaciji adenoma 

hipofize koju je Trouillas predložila 2012. godine atipični adenomi nisu navedeni, već se 

adenomi klasifikuju u tri gradusa, pri čemu gradus 2 najviše odgovara atipičnim 

adenomima.  
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1.2.4. Klini čke karakteristike adenoma hipofize 

 Adenomi hipofize koji kod pacijenata dovode do pojave simptoma i znakova koji su 

uzrokovani (hiper)sekrecijom hormona nazivaju se funkcionalni adenomi.  Međutim, 

postoji spektar promena koje su zajedničke za sve makroadenome, a koje su uzrokovane 

efektom mase, kompresijom okolnih struktura, kao i njihovom infiltracijom. U njih spadaju 

glavobolja, smanjenje  ili potpuni gubitak funkcije adenohipofize i neurohipofize, suženje 

vidnog polja, poremećaj oštrine vida i lakostepena hiperprolaktinemija (kao posledica 

kompresije stalka hipofize). Suženje vidnog polja je prouzrokovano kompresijom na 

optičku hijazmu, koje obično progredira od superiorne lateralne kvadrantanopije, preko 

bilateralne hemianopsije do eventualnog slepila. Za razliku od relativno lako uočljivih 

promena u kvalitetu vida, simptomi hipopituitarizma su podmukli, a samim tim zahtevniji 

za prepoznavanje od strane ne samo pacijenata, već i od strane lekara koji se ne bave 

endokrinologijom. Insipidni dijabetes se retko javlja kao posledica rasta tumora. Adenomi 

relativno često invadiraju okolne strukture: inferiorno sfenoidalni sinus, lateralno 

kavernozne sinuse (dovodeći do oftalmoplegije) i ređe, superiorno, moždani parenhim (5). 

Invazivnost tumora, kako makroskopska, tako i histološka predstavlja jedan od kriterijuma 

savremene, kliničko-patološke klasifikacije adenoma hipofize (13).  

 Hormon rasta produkujući adenomi hipofize, kao posledicu hipersekrecije hormona 

rasta, prouzrokuju akromegaliju, odnosno gigantizam, u zavisnosti od uzrasta pacijenta u 

momentu početka bolesti.  Početak bolesti pre puberteta prouzrokuje neprestani rast 

(gigantizam), dok početak bolesti posle puberteta prourokuje rast akralnih delova tela 

(akromegaliju). Hormon rasta svoje efekte u perifernim tkivima postiže putem insulinu-

sličnog faktora rasta 1 (eng. Insulin-like growth factor 1 – IGF-1), koji dovodi do rasta 

mekih tkiva i kostiju. Grube crte lica, praćene uvećanim nosom, debelim usnama i 

naglašenim nazolabijalnim brazdama su lako uočljivi. Rast kostiju se najlakše uočava kroz 

rast donje vilice, povećanje interdentalnih razmaka i prognaciju. Rast paranazalnih sinusa 

dovodi do stvaranja frontalnog ispupčenja. Koža je zadebljana, orošena znojem. Uvećanje 

jezika i uvule su uzrok apneje tokom spavanja (eng. Sleeping apnea). Kompresivna 

neuropatija se sreće kod 20-30% pacijenata i obično je tarzalna i karpalna. Organomegalija 
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je većinom asimptomatska, izuzev hipertrofije leve komore koja je uzrok kardiomiopatije i 

životno-ugrožavajućih aritmija. Značajan procenat pacijenata boluje i od dijabetes melitusa. 

Prekomeran rast hrskavice dovodi do periferne artropatije kod više od 70% pacijenata (28). 

HR produkujući adenomi se tretiraju ili hirurški, ili analozima somatostatina, dok se samo u 

posebnim slučajevima (nakon ponavljanih hirurških intervencija i/ili višestruke 

farmakorezistencije) sprovodi zračna terapija (29). Značajan je podatak da slabo granulirani 

HR produkujući adenomi pokazuju nešto drugačiju klini čku prezentaciju: javljaju se češće 

kod mlađih osoba, nešto češće kod muškog pola, agresivnijeg su biološkog ponašanja i 

neretko rezistentni na terapiju analozima somatostatina (20). Klinički nemi HR produkujući 

adenomi spadaju u raritete (30).  

 Prolaktinomi se manifestuju hiperprolaktinemijom (većom od reda veličine preseka 

stalka), čiji se simptomi razlikuju u zavisnosti od uzrasta i pola pacijenta.  U generativnom 

periodu kod žena hiperprolaktinemija uzrokuje amenoreju i galaktoreju, dok kod muškaraca 

je uzrok smanjenja libida, impotencije i abnormalnosti spermograma (31). Prolaktinomi 

kod žena u postmenopauzalnom periodu su retki, pri čemu vrlo retko prouzrokuju 

galaktoreju, a češće se manifestuju tegobama karakterističnim za nefunkcionalne adenome, 

kao što su glavobolja, ispadi u vidnom polju i duple slike, a nekada se otkrivaju kao 

incidentalomi (32).  

 TSH produkujući adenomi dovode do hipersekrecije TSH, što se manifestuje 

hipertireoidizmom i strumom. Klinički se ovi retki pacijenti ne razlikuju po pitanju 

simptoma od obolelih od Grejvsove bolesti. Ovi adenomi često imaju agresivan rast i 

invazivni su. Retki klinički nemi TSH produkujući adenomi se takođe  karakterišu 

agresivnijim rastom (24).  

 Hiperprodukcija ACTH uzrokovana ACTH produkujućim adenomom nosi naziv 

Kušingova bolest. Kao rezultat hipersekrecije ACTH postoji hiperkorticizam, čije kliničke 

posledice su centripetalna distribucija masnog tkiva (abdomen, facies lunata, „buffalo 

hump“, supraklavikularne jame) i proksimalna mišićna slabost. Katabolički efekti kortizola 

dovode do istanjenja kože,  sklonosti ka stvaranju modrica i ljubičastih strija. Osteoporoza 
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uzrokovana steroidima se često javlja, a naročito je izražena na kičmenim pršljenovima. 

Hiperkortizolemija za posledicu ima insulinsku rezistenciju i dijabetes melitus. Imunološka 

supresija kortizolom predstavlja osnovu za brojne infekcije. Efekti hiperkortizolemije na 

CNS se ogledaju u depresiji, nesanici, emocionalnoj labilnosti i oslabljenoj memoriji. 

ACTH produkujući adenomi su u oko 80% slučajeva mikroadenomi. Makroadenomi se 

sreću u 5% slučajeva. U preostalih 15% slučajeva vizualizacionim metodama se ne otkriva 

jasna lezija (mikroadenomi čije su dimenzije ispod praga detekcije).  Terapija izbora ovih 

pacijenata je radikalna hirurška ekscizija adenoma (28, 33).  

Gonadotropin produkujući adenomi pokazuju visok stepen varijabiliteta u kliničkoj 

slici. Njihov dijapazon se kreće od malih slučajno otkrivenih lezija (incidentalomi) do 

velikih kompresivnih i invazivnih lezija. Većinom su hormonski inaktivni makroadenomi 

koji invadiraju okolne strukture.  Vrlo često su uzrok hipopituitarizma (61%), glavobolje 

(36%) i poremećaja vidnog polja (72%). Prezentacija pacijenta apopleksijom tumora 

(akutna epizoda hemoragične nekroze tumora) je najčešća kod ove vrste adenoma hipofize 

(11, 12).  

Klini čka slika „null-cell“ adenoma hipofize isključivo zavisi od kompresivnih 

efekata tumora, budući da ovi tumori ne produkuju, a samim tim i ne sekretuju hormone. 

Hiperprolaktinemija koja se nekad sreće kod ovih adenoma je reda veličine preseka stalka 

(11, 25).  

Klini čka slika plurihormonalnih adenoma je vrlo varijabilna i zavisi od kombinacije 

hormona koju ovi adenomi produkuju i/ili sekretuju. Hiperprolaktinemija reda veličine 

preseka stalka se često sreće (18).  
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1.3. ĆELIJSKI CIKLUS – OPŠTE KARAKTERISTIKE 

 Ćelijski ciklus je proces kojim se ćelije dele na kćerke ćelije. Tradicionalno se deli 

na 4 faze: G1 (faza pripreme za sintezu DNK), S (faza sinteze DNK), G2 fazu (faza 

pripreme za deobu ćelije) i M (faza deobe ćelije). Mnogi autori fazu mirovanja, ili G0 fazu 

takođe smatraju fazom ćelijskog ciklusa. Na prelazu jedne faze u drugu se nalaze tzv. 

kontrolne tačke, čija je funkcija provera kvaliteta i integriteta genoma. Regulacija 

kontrolnih tačaka ćelijskog ciklusa, naročito regulacija G1/S kontrolne tačke, se dovodi u 

vezu sa poreklom/genezom  tumora hipofize (34).  Progresija kroz ćelijski ciklus je 

regulisana pomoću ciklin zavisnih kinaza (CZK). Aktivnost CZK je uslovljena 

fluktuacijama u intracelularoj koncentraciji njihovih aktivatora (ciklina) ili inhibitora 

(inhibitor ciklin zavisnih kinaza, ICZK) (35).  

 

 

1.3.1. Uloga p16 u regulaciji ćelijskog ciklusa 

Protein p16 su prvi put opisali Serrano i saradnici 1993. godine. Kodiran je genom 

CDKN2A koji je lociran na hromozomu broj 9. P16 pripada ICZK familiji INK4, zajedno 

sa p15INK4b, p18INK4c i p19INK4d. Inhibira prelazak iz G1 u S fazu ćelijskog ciklusa,   

inaktivirajući kompleks CZK4 i CZK6 sa ciklinom D, koji dalje održava RB protein u 

aktivnoj, hipofosforilisanoj formi. Hipofosforilisani E2F inhibira transkripcioni faktor E2F, 

koji je neophodan za prelazak G1 u S fazu (36).  Samim tim, p16 funkcioniše kao tumor 

supresor. Redukovana ekspresija p16 dovodi do povećane proliferacije. Delecija, 

hipermetilacija ili mutacija gena CDKN2A za posledicu ima deregulaciju ćelijskog ciklusa 

i kancerogenezu (37). Sa druge strane, konstantna aktivacija p16 (najčešće usled oštećenja 

DNK) dovodi do permanentnog zaustavljanja ćelijskog ciklusa i senescencije (37-39).  

 RB1 inhibitorni put, kojeg sačinjavaju p15INK4b-p16INK4a-ciklinD/CZK4-RB1 je 

poremećen  kod adenoma hipofize i najverovatnije predstavlja jedan od preduslova za 

tumorigenezu (40, 41).  
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Detekcija p16 proteina se sprovodi i imunohistohemijski, aplikacijom brojnih mono 

i poliklonalnih antitela, pri čemu interpretacija rezultata nije uniformna i zavisi od klona 

primenjenog antitela (42).  

 

 

1.3.2. Uloga p21 u regulaciji ćelijskog ciklusa 

 P21(eng. Cyclin dependent kinase interacting protein - CIP1; Wild type p53 

activated faktor - WAF1) je prvi otkriveni ICZK. Otkrili su ga el-Deiry i saradnici 1993. 

godine, kada su prepoznali i da je glavni regulator ekspresije p21 protein p53 (43). Funkcija 

p21 zavisi od njegove lokalizacije u ćeliji; on ima različite uloge u jedru i citoplazmi (44).  

 Glavna uloga p21 u jedru je zaustavljanje ćelijskog ciklusa nakon detektovanog 

oštećenja DNK. P21  inhibira aktivnost CZK1, CZK2 i kompleksa CZK4/6, 

onemogućavajući  prelazak iz G1 u S fazu ćelijskog ciklusa. Smatra se da je p21 jedan od 

najbitnijih regulatora odgovora ćelije na genotoksični stres (UV i jonizujuće zračenje, 

hemijski mutageni, citostatici) (44). P21 takođe ima uticaja na prelazak iz G2 u M fazu 

ćelijskog ciklusa, tako što inhibira kompleks CZK1 i ciklina B (45). Nuklearna ekspresija 

p21 ima bitnu ulogu u procesu senescencije, ireverzibilnog ulaska ćelije u G0 fazu ćelijskog 

ciklusa, bez mogućnosti reaktivacije. Uloga p21 u senescenciji je naročito naglašena kada 

je senescencija prouzrokovana oštećenjima DNK (46).  

 Lokalizovan u citoplazmi,  p21 ima ulogu u inhibiciji apoptoze, povećanju 

motiliteta ćelije, a samim tim i invazivnosti i agresivnosti tumora (47-49).  

 Detekcija i lokalizacija p21 proteina se u današnje vreme uspešno vrši 

imunohistohemijski, primenom monoklonalnih antitela.  
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1.3.3. Uloga p53 u regulaciji ćelijskog ciklusa 

 Protein p53 je produkt tumor supresornog gena TP53. Njegova glavna uloga je  

zaustavljanje ćelijskog ciklusa, kao i indukcija apoptoze. P53 je neophodan za prelazak 

ćelije iz G1 u S fazu, gde većinom deluje kao transkripcioni faktor p21. Takođe je glavna 

komponenta G2/M prelazne tačke ćelijskog ciklusa. Nivo p53 je regulisan povratnom 

spregom, pomoću MDM2 molekula, koji vrši njegovu razgradnju. Na aktivaciju i 

povećanje koncentracije p53 proteina u ćeliji utiču mnogi faktori, kao što su oštećenje 

DNK, aktivacija onkogena i skraćenje telomera (50). P53 ima uticaj u ograničavanju 

proliferativnog kapaciteta ćelija, odnosno u aktivaciji senescencije (51). 

Imunohistohemijska detekcija p53 je u današnje vreme rutinska praksa, i ima kako 

dijagnostički tako i prognostički zanačaj kod brojnih tumora (52).  

 

1.3.4. Ki-67 i ćelijski ciklus 

Protein Ki-67 je primarno bio definisan kao prototip monoklonalnog mišijeg 

antitela sintetisanog nakon imunizacije životinja jedrima ćelija Hodgkinovog limfoma koja 

pripadaju ćelijskoj liniji L428. Naziv proteina potiče od imena grada u kome je prvi put 

sintetisan (Kiel) i broja klona. Budući da antigen na kojeg je generisano antitelo nije 

inicijalno jasno definisan, imenovan je kao Ki-67 antigen. Međutim, kada je struktura 

proteina – antigena bila prepoznata na osnovu cDNK, ona nije odgovarala ni jednom 

poznatom proteinu, te je zato zadržan naziv proteina Ki-67 (53). Ki-67 je marker 

proliferacije kako netumorskih, tako i tumorskih ćelija. Tokom interfaze, Ki-67 se detektuje 

u jedru, dok je tokom mitoze translociran na površinu hromozoma. Ki-67 se detektuje u 

svim fazama ćelijskog ciklusa (G1, S, G2 i M), izuzev u senescentnoj, G0 fazi (53). Iako 

tačna funkcija proteina Ki-67 u ćelijskom ciklusu još nije prepoznata, nesumnjivo je da su 

ekspresija proteina Ki-67 i ćelijski ciklus neraskidivo povezani. Sa druge strane, još nije 

prepoznat protein koji sa takvom preciznošću detektuje ćelije koje se nalaze van G0 faze 

ćelijskog ciklusa. Smatra se da varijacije u intenzitetu imunohistohemijskog bojenja zavise 

od podfaze ćelijskog ciklusa u kojoj se ćelija nalazi (53).  



17 

 

Imunohistohemijsko bojenje Ki-67 ima široku primenu u patologiji u svakodnevnoj 

praksi. Klon Ki-67 MIB-1 je postao neizostavan kako dijagnostički, tako i prognostički 

marker (13).  

1.4. Senescencija i ćelijski ciklus 

 Senescencija predstavlja ireverzibilni zastoj ćelijskog ciklusa u G0 fazi, bez 

mogućnosti sinteze DNK nakon mitogenih stimulusa, koji nastaje kao posledica skraćenja 

telomera ili onkogenog stresa (54). Ireverzibilnost senescencije podstiče na predpostavku 

da bi senescencija mogla biti jedan od faktora koji suprimiraju rast tumora i njihovu 

malignu alteraciju (55). Senescencija je prvi put opisana u kulturi humanih fibroblasta, kada 

je Hayflick primetio da ćelije nakon određenog broja deoba prestaju da se dele (Hayflick-

ov fenomen) (56). Ovaj tip senescencije je kasnije nazvan replikativna senescencija, budući 

da je povezana sa brojem deoba i progresivnim skraćivanjem dužine telomera. Senescencija 

može biti pokrenuta i aktivacijom onkogena, koja za posledicu ima aktivaciju izvesnog 

broja antionkogena, koji su zaduženi za nastanak i održavanje ireverzibilnog boravka ćelije 

u G0 fazi. Najznačajniji markeri onkogenima indukovane senescencije (OIS) su zapravo 

markeri dva glavna tumor-supresorna puta, a koji su istovremeno uključeni u regulaciju 

ključnih tranzicionih tačaka ćelijskog ciklusa: p53/p21 i pRb/p16 (39, 46, 57-60).  

 Budući da je senescencija multifaktorijalan proces, koji se može razlikovati u 

zavisnosti od vrste tkiva i ćelija koje se analiziraju, a takođe može pokazivati i varijabilnost 

između vrsta, javila se potreba za identifikacijom većeg broja markera (54). Dimri i 

saradnici su 1995. godine patentirali danas široko primenjeno histohemijsko bojenje na β-

galaktozidazu (61), koje je markiralo senescentne ćelije. β-galaktozidaza je lizozomalni 

enzim koji se fiziološki eksprimira u malom obimu u svim tkivima i organima, a do 

njegovog nakupljanja dolazi tokom procesa senescencije, kada se naziva sa senescencijom 

udružena β-galaktozidaza (engl. Senescence-associated β-galactosidase (SA-β-GAL)) (62, 

63). Kako je za histohemijsko bojenje na SA-β-GAL neophodno sveže tkivo, mogućnosti 

aplikacije ovog markera su ograničene na relativno mali broj uzoraka. U cilju rešavanja 

ovog problema, u skorije vreme proizvedena su antitela za imunohistohemijsko bojenje 
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ovog enzima na tkivu fiksiranom u formalinu i ukalupljenom u parafinskim kalupima. Na 

ovaj način je omogućeno ispitivanje SA-β-GAL u velikim serijama, budući da parafinski 

kalupi predstavljaju decenijama rutinski način čuvanja tkiva.  

  

1.5. Tkivni mikro niz 

Tkivni mikro niz (TMN) predstavlja kolekciju više različitih tkivnih uzoraka u jednom 

parafinskom kalupu. TMN se konstruiše tako što se iz idealnih zona tkiva parafinskih 

kalupa donora instrumentom  izdvajaju tkivni cilindri, koji se pohranjuju u kalup recipijent, 

odnosno budući TMN. Ova tehnika omogućava brzu i jeftinu analizu velikog broja uzoraka 

parafinskih kalupa pomoću histohemije, imunohistohemije, in situ hibridizacije i 

fluorescentne in situ hibridizacije, pri čemu se količina tkiva kalupa donora značajno ne 

troši (64, 65).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



19 

 

 

2. CILJEVI ISTRAŽIVANJA:  

 

Ciljevi istraživanja su: 

1. Ispitivanje ekspresije p16 i p21 u svim podtipovima adenoma hipofize 

2. Poređenje ekspresije p16 i p21 u adenomima sa ekspresijom u adenohipofizi 

3. Poređenje ekspresije p16 i p21 grupe recidivantnih sa grupom 

nerecidivantnih adenoma   

4. Ispitivanje korelacije ekspresije p16 i p21 sa kliničkim podacima pacijenata 

(pol, uzrast, indeks telesne mase, veličina tumora, invazivnost tumora) 

5. Ispitivanje korelacije ekspresije p16 i p21 sa ekspresijom p53 i Ki-67 u 

adenomima hipofize 
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3. MATERIJAL I METODE 

Istraživanje je dizajnirano kao studija preseka.  

Istraživanje je odobreno od strane Etičkog komiteta Medicinskog fakulteta  

Univerziteta u Beogradu (broj saglasnosti 29/XII-15, izdata dana 01.12.2014.), a 

sprovedeno je u skladu sa normativima Helsinške deklaracije.   

 

3.1. Mesto i period istraživanja 

U cilju formiranja eksperimentalne grupe, iz Kabineta za neuropatologiju (na 

Neurohirurškoj klinici), Službe za patologiju Kliničkog centra Srbije u Beogradu su 

izdvojeni parafinski kalupi na čijim presecima su dijagnostikovani adenomi hipofize u 

periodu od 2002-2011. godine. U cilju formiranja biopsijske kontrolne grupe, iz gore 

pomenute institucije su izdvojeni i kalupi na kojima se pored adenoma nalazilo i tkivo 

adenohipofize. Za potrebe formiranja autopsijske kontrolne grupe sakupljane su 

adenohipofize autopsijskih slučajeva Instituta za patologiju Medicinskog fakulteta u 

Beogradu u čijim uputnim listama nije navedeno endokrinološko oboljenje. Konstrukcija 

TMN,  fotografisanje preseka TMN i softverske analize su obavljene na Institutu za 

patologiju Medicinskog fakulteta u Beogradu, gde je urađen i najveći deo 

imunohistohemijskih bojenja. Deo imunohistohemijskh bojenja je urađen u Science for Life 

Laboratory, Uppsala University, Rudbeck laboratory, Uppsala, Švedska.  Statistička analiza 

podataka je urađena na Institutu za medicinsku statistiku Medicinskog fakulteta u 

Beogradu. 

 

3.2. Selekcija ispitanika 

Eksperimentalna grupa: Istraživanje je sprovedeno na tkivu adenoma hipofize u 

parafinskim kalupima pacijenata koji su u periodu od 01.01.2002. do 31.12.2011. operisani 

na Neurohirurškoj klinici Kliničkog Centra Srbije u Beogradu. Kriterijum za izbor 

pacijenata koji su uključeni u ispitivanje je bila površina preseka tkiva adenoma hipofize u 

parafinskom kalupu veća od 6mm2.  Od tkiva adenoma hipofize ovih pacijenata je 

konstruisan TMN. Budući da tokom izrade TMN može doći do osipanja i trošenja tkiva, u 
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istraživanje su uključeni oni pacijenti kod kojih je na svim presecima TMN bio prisutan 

minimalno jedan cilindar tkiva.  

Kontrolna grupa: Formirane su dve kontrolne grupe. Prva kontrolna grupa (nazvana 

biopsijska) je sačinjena od pacijenata koji su hirurški tretirani zbog adenoma hipofize na 

Neurohirurškoj klinici Kliničkog centra Srbije u Beogradu, u periodu od 2012-2014 godine, 

a u čijim parafinskim kalupima se, pored tkiva adenoma, nalazilo i akcidentalno hirurški 

ekscidirano tkivo adenohipofize.  Od uzoraka ovih adenohipofiza takođe je formiran TMN.  

 Druga kontrolna grupa (nazvana autopsijska) je formirana od obdukcionih slučajeva 

Instituta za patologiju Medicinskog fakulteta u Beogradu tokom 2012-2014. godine, a u 

čijoj uputnoj listi za autopsiju nije navedeno postojanje endokrinološkog oboljenja, i kod 

kojih u tkivu hipofize nisu uočene patološke promene. Sva tela su se čuvala na temperaturi 

između 4⁰C i 8⁰C od momenta dopremanja na Institut za patologiju do momenta početka 

obdukcije. Od uzoraka ovih adenohipofiza takođe je formiran TMN. 

 

3.3. Instrumenti merenja 

Konstrukcija TMN: Tkivo iz selektovanih parafinskih kalupa adenoma hipofize i 

kalupa adenohipofize (kalupi donori) je iskorišćeno za konstrukciju TMN (66). Preparati 

obojeni standardnom hematoksilin-eozin (H&E) metodom, napravljeni sa preseka kalupa 

donora su  ponovo pregledani. Idealne zone adenoma hipofize su prepoznate i obeležene na 

H&E preparatima, a zatim su te zone obeležene i na kalupima donorima. U kalup recipijent 

(tj. TMN) su manuelno konstruisanim instrumentom (igle prečnika 1.2mm) preneta po 3 

cilindra iz svakog kalupa donora, kao i cilindri tkiva spoljašnjih pozitivnih kontrola, u 

skladu sa korišćenim antitelima (Slika 2). Na osnovu činjenice da jedan cilindar ima 

površinu od 1.13mm2, a da su iz svakog kalupa donora uzeta po tri cilindra, došli smo do 

definicije gore opisanog inkluzionog kriterijuma za eksperimentalnu grupu. Naime, do 

kriterijuma površine tkiva adenoma hipofize u kalupu donoru od 6mm2 smo došli sa ciljem 

da u svakom kalupu donoru ostavimo minimalno polovinu dostupnog tkiva za potencijalne 

analize u budućnosti.  

 



 

Slika 2: Tkivni mikro niz,

(b) makroskopski izgled preparata TMN nakon imunohistohemijskog 

bojenja. 

Imunohistohemijsko bojenje

5µm. Manuelno su vršena 

Univerziteta u Beogradu slede

1:50), HR (DAKO, polyclonal, 1:400), PRL (DAKO, polyclonal, 1:300), FSH 

(Immunotech, polyclonal, 1:3000), LH (

0042, 1:50), ACTH (DAKO, clone 02A3, 1:100), Ki

(Thermo Scientific, clone DO7, 1:50), p16 (Santa Cruz, Clone F

Clone CX-118, 1:50). Bojenje je vršeno tako št

demaskiranja (u skladu sa uputstvima proizvo

inkubacija preseka primarnim antitelom u trajanju od 15 minuta do 12h, u zavisnosti od 

uputstava proizvođača. Za spoljašnje pozitivn

intraepitelne lezije cerviksa uterusa za p16, p21,p53 i Ki

SA-β-GAL, a za hormone i transkripcione faktore adenohipofize tkivo adenohipofize.  

Vizualizacija pozitivnog bojenja se 

(DAKO LSAB+ kit), a kao hromogen je koriš

U ovom istraživanju

antitelo na SA-β-GAL HPA

proizvedeno i čiji je kvalitet

bojenje, kao i imunohistoh

a 

Tkivni mikro niz, (a) makroskopski izgled kalupa recipij

kroskopski izgled preparata TMN nakon imunohistohemijskog 

 

Imunohistohemijsko bojenje: Sa svakog TMN kalupa su isečeni preseci debljine 

5µm. Manuelno su vršena bojenja na Institutu za patologiju Medicinskog fakulteta 

Univerziteta u Beogradu sledećim antitelima: Citokeratin 8 (Leica Biosystems, clone TS1,

1:50), HR (DAKO, polyclonal, 1:400), PRL (DAKO, polyclonal, 1:300), FSH 

(Immunotech, polyclonal, 1:3000), LH (DAKO, clone C93, 1:50), TSH (DAKO, clone 

0042, 1:50), ACTH (DAKO, clone 02A3, 1:100), Ki-67 (DAKO, Clone MIB

(Thermo Scientific, clone DO7, 1:50), p16 (Santa Cruz, Clone F-12, 1:300) i p21 (DAKO, 

118, 1:50). Bojenje je vršeno tako što je nakon deparafinizacije i antigenskog 

demaskiranja (u skladu sa uputstvima proizvođača svakog antitela ponaosob) vršena 

inkubacija preseka primarnim antitelom u trajanju od 15 minuta do 12h, u zavisnosti od 

đ ča. Za spoljašnje pozitivne kontrole je korišćeno tkivo visokogradusne 

intraepitelne lezije cerviksa uterusa za p16, p21,p53 i Ki-67, epitel kolona za bojenje na 

GAL, a za hormone i transkripcione faktore adenohipofize tkivo adenohipofize.  

Vizualizacija pozitivnog bojenja se zasnivala na primeni streptavidin

(DAKO LSAB+ kit), a kao hromogen je korišćen 3-3’ diaminobenzidin (DAB). 

ivanju je po prvi put korišćeno novo, poliklonalno, purifikovano 

HPA0069503 (koncentracija 0.307 mg/ml; 1:1000), 

kvalitet verifikovan u sklopu projekta Human Protein

bojenje, kao i imunohistohemijska bojenja na steroidni faktor rasta 1 (SF

b 
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jenta; 

kroskopski izgled preparata TMN nakon imunohistohemijskog  

čeni preseci debljine 

bojenja na Institutu za patologiju Medicinskog fakulteta 

im antitelima: Citokeratin 8 (Leica Biosystems, clone TS1, 

1:50), HR (DAKO, polyclonal, 1:400), PRL (DAKO, polyclonal, 1:300), FSH 

DAKO, clone C93, 1:50), TSH (DAKO, clone 

67 (DAKO, Clone MIB-1, 1:50), p53 

12, 1:300) i p21 (DAKO, 

o je nakon deparafinizacije i antigenskog 

a svakog antitela ponaosob) vršena 

inkubacija preseka primarnim antitelom u trajanju od 15 minuta do 12h, u zavisnosti od 

ćeno tkivo visokogradusne 

67, epitel kolona za bojenje na 

GAL, a za hormone i transkripcione faktore adenohipofize tkivo adenohipofize.  

zasnivala na primeni streptavidin-biotin tehnike 

3’ diaminobenzidin (DAB).  

novo, poliklonalno, purifikovano 

; 1:1000), koje je 

Protein Atlas (67). Ovo 

emijska bojenja na steroidni faktor rasta 1 (SF-1) (Invitrogen, 
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clone N1665, 1:200) i za hipofizu specifični pozitivni transkripcioni faktor (eng. Pituitary-

specific positive trancription factor 1 - PIT1) (Novus Biologicals, polyclonal, 1:500) su 

vršena u Uppsali, Švedska, automatski, upotrebom DAKO automatskog stejnera (65). 

 

Analiza imunohistohemijski obojenih preseka tkiva: Preseci svakog cilindra TMN su 

fotografisani pomoću kamere Olympus DP70 na uveličanju x100.  

Određivanje podtipa adenoma hipofize na osnovu hormonskih imunohistohemijskih 

analiza je sprovedeno manuelno, od strane patologa na osnovu kriterijuma SZO (5). 

 Brojanje pozitivnih i negativnih p53, Ki-67, p16 i p21 jedara je urađeno softverski, 

upotrebom programa Image J, na fotografijama imunohistohemijski obojenih preseka 

TMA, nakon čega je izračunat procenat pozitivnih jedara na celom uzorku.  

Procena citoplazmatske pozitivnosti p21 je urađena manuelno, uvođenjem 

citoplazmatskog skora bojenja (CSB). CSB se izračunava množenjem skora intenziteta (SI) 

i skora ekstenziteta (SE). SI dobija vrednost 1 kada je bojenje fokalno, a vrednost 2 kada je 

bojenje difuzno. SE dobija vrednost 0 kada je bojenje negativno, vrednost 1 za lakostepeno 

bojenje, vrednost 2 za bojenje umerenog intenziteta i vrednost 3 za intenzivno bojenje. 

Vrednost CSB može biti od 0 do 6 (68).  

Procena citoplazmatske pozitivnosti imunohistohemijskog bojenja na SA-β-GAL je 

vršena tako što je procenjivan samo intenzitet bojenja, budući da su bojenja na svim 

uzorcima unutar eksperimentalne i kontrolnih grupa bila difuzna. Intenzitet bojenja je 

gradiran kao negativan, lakostepen, umeren i intenzivan.  

Sakupljanje kliničkih podataka: Klini čki podaci su sakupljeni iz baze podataka 

pacijenata Neurohirurške klinike na Institutu za patologiju Medicinskog fakulteta 

Univerziteta u Beogradu.   

 

 

3.4. Statistička analiza: 

U studiji su korišćene deskriptivne i analitičke statističke metode. Od deskriptivnih 

su  korišćeni apsolutni i relativni brojevi (n,%), mere centralne tendencije (aritmetička 

sredina, medijana) i mere disperzije (standardna devijacija i interval varijacije). Od 
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analitičkih statističkih metoda korišćeni su testovi razlike i analiza povezanosti. Od testova 

za ispitivanje značajnosti razlike, korišćeni su parametarski testovi (t test i ANOVA) i 

neparametarski testovi (Hi-kvadrat test, Mann-Whitney U test, Kruskal-Wallis test). Za 

ispitivanje povezanosti korišćeni su Pirsonova i Spirmanova korelaciona analiza, kao i 

linearna regresiona analiza. Bonferonijeva korekcija je korišćena u svim slučajevima 

višestrukih komparacija. Rezultati su prikazani tekstualno,  tabelarno i grafički. Svi podaci 

su obrađeni u SPSS 20.0 (IBM korporacija) softverskom paketu. U svim primenjenim 

analitičkim metodama nivo statističke značajnosti bio je definisan verovatnoćom nulte 

hipoteze od 0.05.  
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4. REZULTATI   

Od 815 pacijenata operisanih u desetogodišnjem periodu, inkluzione kriterijume je 

ispunilo 345 pacijenata. 

4.1. Distribucija pacijenata eksperimentalne grupe po polu i uzrastu 

Unutar eksperimentalne grupe 192 pacijenta (55.52%) su bila  muškog a 153 

(44.48%) ženskog pola. Starost pacijenata u momentu operacije se kretala u rasponu od  14 

do 79 godina (srednja vrednost, 51.68 ± 13.59 godina), uz sledeću distribuciju: ≤20 godina, 

n = 5; 21–30 godina, n = 26; 31–40 godina, n = 40; 41–50 godina, n = 74; 51–60 godina, n 

= 102; 61–70 godina, n = 74; 71-80 godina, n = 24. Uočena je statistički značajna razlika u 

uzrastu između polova (p = 0.039; muškarci, srednja vrednost 53.02 ± 13.10 godina; žene, 

srednja vrednost 49.99 ± 14.06 godina).  

Pacijenti sa gonadotrofnim adenomima su bili statistički značajno stariji od 

pacijenata sa ACTH produkujućim adenomima  (p = 0.011), TSH produkujućim 

adenomima (p = 0.012) i HR produkujućim adenomima (p ≤0.001) (grafikon 1). 

 

Grafikon 1: Uzrast pacijenata sa adenomima hipofize 
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4.2 Distribucija adenoma hipofize u odnosu na klasifikaciju SZO 

Distribucija adenoma hipofize, u odnosu na imunohistohemijsku ekspresiju 

hormona adenohipfize, a u odnosu na kriterijume SZO (5) je izgledala na sledeći način: 11 

prolaktinoma, 23 ACTH produkujućih adenoma, 100 HR produkujuća adenoma, 7 TSH 

produkujuća adenoma, 185 gonadotrofna adenoma i 19 null-cell adenoma. HR produkujući 

adenomi su podeljeni u podgrupe, u skladu sa SZO kriterijumima: 55 gusto granuliranih 

(30 koji produkuju samo HR, 10 mešovitih HR-PRL produkujućih i 15 plurihormonalnih  

HR produkujućih  adenoma) i 45 slabo granuliranih (28 koji produkuju samo HR, 14 

mešovitih GH-PRL produkujućih i 3 plurihormonalna HR produkujuća adenoma)  (tabela 

1). 

Tabela 1: Broj adenoma hipofize unutar tipova i  

podtipova 

Grupe i podgrupe  
adenoma hipofize 

Broj adenoma hipofize 

GH  100 (28.77%) 

SG-GH   45 

GG-GH   55 

PRL 11 (3.2%) 

GONADO 185 (53.77%) 

ACTH 23 (6.68%) 

TSH 7 (2.03%) 

NULL 19 (5.52%) 

Ukupno 345 

 

 

4.3 Distribucija pacijenata kontrolnh grupa grupe po polu i uzrastu 

4.3.1 Biopsijska kontrolna grupa 

Biopsijsku kontrolnu grupu je sačinjavalo 18 pacijenata, od kojih su  4 bila muškog 

(22.2 %) a 14 ženskog pola (77.8 %). Uzrast analiziranih pacijenata se kretao između 20 i 

70 godina (prosečna vrednost, 46.56 ± 14.31 godina); sa sledećom distribucijom: ≤20 

godina, n = 1; 21–30 godina, n = 0; 31–40 godina, n = 8; 41–50 godina, n = 1; 51–60 

godina, n = 4; 61–70 godina, n = 4. Nije uočena statistički značajna razlika u starosti 
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između polova (muškarci, srednja vrednost 51.5 ± 1.1 godina; žene, srednja vrednost 48.37 

± 14.42 godina) 

Tipovi adenoma hipofize, koji su se nalazili pored akcidentalno ekscidiranog tkiva 

adenohipofize, bili  su: HR produkujući, 10; gonadotrofni, 5; ACTH produkujući, 2; TSH 

produkujući, 1; PRL produkujući, 1. 

 

4.3.2 Autopsijska kontrolna grupa 

Autopsijsku kontrolnu grupu je sačinjavalo 60 slučajeva, 26 muškog (43.3%) i 34 

ženskog pola (56.7%). Starost ovih ispitanika se kretala između 29 i 90 godina (prosečna 

vrednost 65.45±13.56 godina). Distribucija uzrasta po dekadama je izgledala na sledeći 

način: 21–30 godina, n = 1; 31–40 godina, n = 1; 41–50 godina, n = 5; 51–60 godina, n = 

11; 61–70 godina, n = 17; 71–80 godina, n = 19; 81–90 godina, n = 6. Nije uočena 

statistički  značajna razlika u starosti  u odnosu na pol (muškarci, srednja vrednost 63.46 ± 

13.32 godina; žene, srednja vrednost 66.97 ± 13.75 godina). Postmortalni interval (PMI) je 

određivan na osnovu vremena smrti koje je navedeno u uputnici za autopsiju. PMI se kretao 

od 6 do 96 sati, uz sledeću distribuciju: <12 sati, 10; 13–24 sati, 26; 25–48 sati, 16; 49–72 

sati, 6 i 73–96 sati: 2. 

Prosečne vrednosti starosti pacijenata unutar kontrolnih grupa i eksperimentalne 

grupe su prikazani u tabeli 2. 

 

   Tabela 2: Starost pacijenata unutar kontrolnih grupa i  

   eksperimentalne grupe 

Naziv grupe 
Srednja 
vrednost 

SD Min Max 

Kontrolna 
biopsija 

47.21 14.19 20 70 

Kontrolna 
autopsija 

65.45 13.56 29 90 

Eksperimentalna 51.68 13.59 14 79 

 

 



 

 Statistički značajna razlika po pitanju starosti je uo

autopsijske i eksperimentalne grupe (p = 0.000), kao i izme

0.000), dok između eksperimentalne i kontrolne biopsijske grupe nije uo

 

 

4.4 Ekspresija p16 u adenomima hipofize

Srednje vrednosti, standardna devijacija, medijana, minimalne i maksimalne 

vrednosti  nuklearne imunohistohemijske ekspresije p16 u eksperimentalnoj grupi adenoma 

hipofize, kao i u tipovima adenoma hipofize (s

grafikonu 2.  

Slika 3: p16 imunohistohemijska nuklearna ekspresija u 

null-

 

Tabela 3: Srednje vrednosti, standardna devijacija,  minimalne 

maksimalne vrednosti procenta p16 pozitivnih jedara u 

eksperimentalnoj grupi adenoma hipofize

Grupa 

Eksperimentalna p16 (%)

 

 

čajna razlika po pitanju starosti je uočena izme

autopsijske i eksperimentalne grupe (p = 0.000), kao i između dve kontrolne grupe (p = 

đu eksperimentalne i kontrolne biopsijske grupe nije uoč

p16 u adenomima hipofize 

Srednje vrednosti, standardna devijacija, medijana, minimalne i maksimalne 

vrednosti  nuklearne imunohistohemijske ekspresije p16 u eksperimentalnoj grupi adenoma 

i u tipovima adenoma hipofize (slika 3) su prikazane u tabelama 3 i 4, kao i na 

Slika 3: p16 imunohistohemijska nuklearna ekspresija u 

-cell adenomu (uvećanje 400x) 

Tabela 3: Srednje vrednosti, standardna devijacija,  minimalne 

maksimalne vrednosti procenta p16 pozitivnih jedara u        

eksperimentalnoj grupi adenoma hipofize 

Srednja 
vrednost 

SD Min 

Eksperimentalna p16 (%) 5.30 5.84 0.03 

28 

čena između kontrolne 

đu dve kontrolne grupe (p = 

u eksperimentalne i kontrolne biopsijske grupe nije uočena.  

Srednje vrednosti, standardna devijacija, medijana, minimalne i maksimalne 

vrednosti  nuklearne imunohistohemijske ekspresije p16 u eksperimentalnoj grupi adenoma 

prikazane u tabelama 3 i 4, kao i na 

 
Slika 3: p16 imunohistohemijska nuklearna ekspresija u  

Tabela 3: Srednje vrednosti, standardna devijacija,  minimalne  i 

       

Max 

35.61 
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Tabela 4: Srednje vrednosti, standardna devijacija, medijana, minimalne  

i maksimalne vrednosti  procenata p16 pozitivnih jedara u tipovima adenoma 

hipofize 

Tip 

adenoma 

Srednja 

vrednost 

Standardna 

devijacija 
Mediana 

Minimalna 

vrednost 

Maksimalna 

vrednost 

PRL 5.25 3.90 6.19 0.25 9.86 

HR 6.64 7.12 4.39 0.10 35.60 

GONADO 4.64 4.86 3.07 0.03 31.59 

ACTH 5.39 6.62 4.10 0.10 31.02 

TSH 6.37 6.04 5.95 0.59 14.85 

Null 3.91 5.85 2.61 0.35 25.45 

 

 

Grafikon 2: Srednje vrednosti p16 pozitivnih jedara sa standardnom  

devijacijom u normalnoj adenohipofizi, svim adenomima i tipovima  

adenoma hipofize 
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Statistički značajne razlike nisu uočene po pitanju procenata p16 pozitivnih jedara 

između tipova adenoma hipofize, kao ni između podtipova HR produkujućih adenoma 

(tabela 5, grafikon 3).  

 
Tabela 5: Srednje vrednosti, standardna devijacija, medijana, minimalne i maksimalne     

vrednosti procenata p16 pozitivnih jedara u podtipovima HR produkujućih adenoma 

hipofize 

 

   Grafikon 3: Procenat p16 pozitivnih jedara sa standardnom devijacijom u  

   normalnoj adenohipofizi i podtipovima HR produkujućih adenoma 
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Slabo granulirani

Gusto granulirani

Podtip HR 
produkujućeg 
adenoma 

Srednja 
vrednost 

Standardna 
devijacija 

Mediana 
Minimalna 
vrednost 

Maksimalna 
vrednost 

SG-svi HR 6.47 7.08 4.36 0.10 35.61 

GG-svi HR 6.92 7.31 4.60 0.21 27.45 

SG-samoHR 4.99 4.55 3.86 0.10 17.61 

GG-samoHR 5.36 5.19 3.79 0.21 21.66 

SG-HR-PRL 7.23 7.16 5.15 0.61 24.92 

GG-HR-PRL 6.82 7.39 3.73 0.21 18.78 

SG-Pluri-HR 16.64 17.30 12.58 1.74 35.61 

GG-Pluri-HR 10.10 9.95 6.15 0.22 27.45 
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4.5 Nuklearna p21 ekspresija u adenomima hipofize 

Srednje vrednosti, standardna devijacija, medijana, minimalne i maksimalne 

vrednosti  nuklearne imunohistohemijske ekspresije p21 (Slika 4a) u eksperimentalnoj 

grupi adenoma hipofize, kao i u tipovima adenoma  su prikazane u tabelama 6 i 7.  

 

Tabela 6: Srednja vrednost, standardna devijacija, minimalne i maksimalne     

vrednosti procenta p21 pozitivnih jedara u   eksperimentalnoj grupi adenoma 

hipofize 

Grupa 
Srednja 
vrednost 

SD Min Max 

Eksperimentalna p21 nuklearno (%) 1.68 3.25 0.01 23.80 

 

 

Tabela 7: Srednje vrednosti, standardna devijacija, medijana, minimalne 

i maksimalne vrednosti  nuklearne imunohistohemijske ekspresije p21 u  

tipovima adenoma hipofize 

Tip 
adenoma 

Srednja 
vrednost 

Standardna 
devijacija 

Mediana 
Minimalna 
vrednost 

Maksimalna 
vrednost 

PRL 2.31 4.80 0.78 0.06 16.52 

HR 3.21 4.71 1.77 0.04 23.80 

GONADO 1.16 2.49 0.30 0.00 19.02 

ACTH 2.81 7.95 0.59 0.02 38.68 

TSH 0.78 0.73 0.48 0.04 2.16 

Null 1.03 1.18 0.38 0.05 3.62 

 

 

 

 

 



 

Slika 4: p21 imunohistohemijska pozitivnost, (a) nuklearna,

adenomu, (b) citoplazmatska, u null

 

HR produkujući adenomi su pokazali najvišu vrednost p21 pozitivnih jedara u 

odnosu na sve druge tipove adenoma, pri 

odnosu na gonadotrofne adenome (

produkujućih adenoma (tabela 8), slabo granulirani adenomi, prikazani kao jedna grupa su 

pokazali statistički značajno više vrednosti p21 pozitivnih jedara u odnosu na gusto 

granulirane adenome (p=0.001). Kada smo podelili sve HR produkuju

na dodatnu produkciju hormona na adenome koji produkuju samo HR, mešovite HR

plurihormonalne HR produkuju

procentu p21 pozitivnih jedara prisutna samo izme

adenoma koji produkuju samo HR (p=0.004). Ova razlika nije uo

granulirane varijante HR produkuju

HR-PRL vs. GG-GH-PRL 

5).  

 

 

 

 

 

 

Slika 4: p21 imunohistohemijska pozitivnost, (a) nuklearna, u SG-

adenomu, (b) citoplazmatska, u null-cell adenomu (uvećanje 400x)   

ći adenomi su pokazali najvišu vrednost p21 pozitivnih jedara u 

odnosu na sve druge tipove adenoma, pri čemu je statistička značajnost uo

u na gonadotrofne adenome (p < 0.001)  (grafikon 4 ). Posmatraju

abela 8), slabo granulirani adenomi, prikazani kao jedna grupa su 

čajno više vrednosti p21 pozitivnih jedara u odnosu na gusto 

anulirane adenome (p=0.001). Kada smo podelili sve HR produkujuće adenome u odnosu 

na dodatnu produkciju hormona na adenome koji produkuju samo HR, mešovite HR

plurihormonalne HR produkujuće adenome, uočeno je da je statistički zna

centu p21 pozitivnih jedara prisutna samo između slabo i gusto granulirane varijante 

adenoma koji produkuju samo HR (p=0.004). Ova razlika nije uočena izme

granulirane varijante HR produkujućih adenoma sa ko-produkcijom drugih hormona (

 p = 0.590; SG-Pluri-HR vs. GG-Pluri-GH p
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-HR produkujućem 

i adenomi su pokazali najvišu vrednost p21 pozitivnih jedara u 

čajnost uočena samo u 

rafikon 4 ). Posmatrajući podtipove HR 

abela 8), slabo granulirani adenomi, prikazani kao jedna grupa su 

ajno više vrednosti p21 pozitivnih jedara u odnosu na gusto 

će adenome u odnosu 

na dodatnu produkciju hormona na adenome koji produkuju samo HR, mešovite HR-PRL i 

čki značajna razlika u 

u slabo i gusto granulirane varijante 

čena između slabo i gusto 

produkcijom drugih hormona (SG-

p = 0.127) (grafikon 
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      Grafikon 4: Procenat p21 pozitivnih jedara sa standardnim devijacijama 

      u normalnoj adenohipofizi, svim adenomima i tipovima adenoma hipofize 

 

 

 Tabela 8: Srednje vrednosti, standardna devijacija, medijana, minimalne i  

 maksimalne vrednosti  nuklearne imunohistohemijske ekspresije p21 u  

 podtipovima HR produkujućeg adenoma hipofize 

Podtip HR 
produkujućeg 
adenoma 

Srednja 
vrednost 

Standardna 
devijacija 

Mediana 
Minimalna 
vrednost 

Maksimalna 
vrednost 

SG-svi HR 5.57 6.17 2.90 0.05 23.80 
GG-svi HR 1.41 1.54 0.65 0.04 4.53 
SG-samo HR 6.78 6.44 3.66 0.52 23.80 
GG-samo HR 1.28 1.47 0.64 0.04 5.12 

SG-HR-PRL 3.66 5.73 1.44 0.05 17.61 

GG-HR -PRL 2.13 1.54 1.89 0.11 4.53 

SG-Pluri-HR 3.25 2.84 2.40 0.94 6.42 

GG-Pluri-HR 1.17 1.65 0.42 0.09 6.27 
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 Grafikon 5: Procenat p21 pozitivnih jedara sa standardnim devijacijama u 

 podtipovima HR produkujućeg adenoma 

 

 

 

 

4.6 Citoplazmatska p21 ekspresija u adenomima hipofize 

Srednje vrednosti, standardna devijacija, medijana, minimalne i maksimalne 

vrednosti  p21 CSB (Slika 4b) u eksperimentalnoj grupi adenoma hipofize i u tipovima 

adenoma hipofize su prikazane u tabelama 9 i 10, kao i na grafikonu 6.  

 

Tabela 9: CSB p21 srednja vrednost, standardna devijacija,  

kao i minimalna i maksimalna vrednost u eksperimentalnoj grupi  

adenoma hipofize 

Grupa 
Srednja 
vrednost 

SD Min Max 

Eksperimentalna p21 CSB 1.10 1.51 0 8 
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Tabela 10: Srednje vrednosti, standardna devijacija, medijana, minimalne i  

maksimalne vrednosti  p21 CSB u adenomima hipofize 

Tip 

adenoma 

Srednja 

vrednost 

Standardna 

devijacija 
Mediana 

Minimalna 

vrednost 

Maksimalna 

vrednost 

PRL 0.91 2.38 0.00 0 8 

HR 0.28 0.79 0.00 0 4 

GONADO 1.73 1.69 1.00 0 9 

ACTH 1.14 2.51 1.00 0 12 

TSH 0.14 0.37 0.00 0 1 

Null 0.89 1.27 0.00 0 4 

 

 

 

Grafikon 6: p21 CSB sa standardnim devijacijama u normalnoj 

adenohipofizi, svim adenomima hipofize i tipovima adenoma hipofize 
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Gonadotrofni adenomi pokazuju najviši p21 CSB, koji je statistički značajno viši od 

TSH produkujućih adenoma (p=0.034) i HR produkujućih adenoma (p<0.001). 

Statistički značajne razlike između podtipova HR produkujućih adenoma po pitanju 

p21 CSB nisu uočene (tabela 11, grafikon 7).  

 

 

 

 

Tabela 11: Srednje vrednosti, standardna devijacija, medijana, minimalne i 

 maksimalne vrednosti  p21 CSB u podtipovima GH produkujućih adenoma  

hipofize 

Podtip HR 
produkujućeg 
adenoma 

Srednja 
vrednost 

Standardna 
devijacija 

Median 
Minimalna 
vrednost 

Maksimalna 
vrednost 

SG-svi HR 0.20 0.51 0.00 0.00 1.00 
GG-svi HR 0.28 0.84 0.00 0.00 4.00 
SG-samoHR 0.15 0.36 0.00 0.00 1.00 
GG-samoHR 0.21 0.81 0.00 0.00 4.00 
SG-HR-PRL 0.29 0.73 0.00 0.00 2.00 
GG-HR-PRL 0.56 1.33 0.00 0.00 4.00 

SG-Pluri-HR 0.33 0.58 0.00 0.00 1.00 

GG-Pluri-HR 0.27 0.46 0.00 0.00 1.00 
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  Grafikon 7: p21 CSB sa standardnom devijacijom u normalnoj  

  adenohipofizi i podtipovima HR produkujućih adenoma 

 

 

 

 

 

 

4.7 Ekspresija SA-β-GAL u adenomima hipofize 

Imunohistohemijsko bojenje na SA-β-GAL je bilo difuzno na svim analiziranim 

uzorcima adenoma hipofize, a razlike u intenzitetu bojenja su uočene između pojedinih 

tipova adenoma.  U tkivu adenohipofize uočene su  razlike u intenzitetu bojenja između 

acinusa i između samih ćelija (slika 5 i 6, g i h).  
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Broj adenoma hipofize i njihova procentualna zastupljenost u eksperimentalnoj 

grupi adenoma hipofize i tipovima adenoma hipofize, u odnosu na intenzitet 

imunohistohemijskog bojenja na 

 

 

Tabela 12: Broj i procentualna zastupljenost slu

adenoma u odnosu na intenzitet bojenja na SA

Naziv grupe 

Eksperimentalna grupa 
i procentualna zastupljenost 
slučajeva 

 

 

Broj adenoma hipofize i njihova procentualna zastupljenost u eksperimentalnoj 

grupi adenoma hipofize i tipovima adenoma hipofize, u odnosu na intenzitet 

imunohistohemijskog bojenja na SA-β-GAL  je prikazana u tabelama 12 i 13 i grafikonu 8.

Broj i procentualna zastupljenost slučajeva u eksperimentalnoj

u odnosu na intenzitet bojenja na SA-β-GAL 

SA-β-GAL 

negativno lakostepeno umereno

Eksperimentalna grupa - broj 
i procentualna zastupljenost 

0.9% 

(n=3) 

44.7% 

(n=144) 

41.0% 

(n=132)

Slika 5: SA-β-GAL imunohistohemijsko 
bojenje (a) lakostepeno, u gonadotrofnom 
adenomu, (b) umerenog intenziteta, u null
cell adenomu, (c) intenzivno, u GG
produkujućem adenomu (uveli
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Broj adenoma hipofize i njihova procentualna zastupljenost u eksperimentalnoj 

grupi adenoma hipofize i tipovima adenoma hipofize, u odnosu na intenzitet 

je prikazana u tabelama 12 i 13 i grafikonu 8. 

ajeva u eksperimentalnoj grupi      

umereno intenzivno 

(n=132) 

13.4% 

(n=43) 

imunohistohemijsko 
bojenje (a) lakostepeno, u gonadotrofnom 

umerenog intenziteta, u null-
cell adenomu, (c) intenzivno, u GG-HR 

em adenomu (uveličanje 400x) 
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Tabela 13: Broj adenoma unutar tipova adenoma hipofize i njihova procentualna   

zastupljenost u odnosu na intenzitet bojenja na SA-β-GAL 

Tip adenoma  
Intenzitet bojenja na SA-β-GAL 

Negativno Lakostepeno Umereno Intenzivno 

PRL 
Broj adenoma 1 2 4 1 

% 12.5% 25.0% 50.0% 12.5% 

HR 
Broj adenoma 1 16 36 38 

% 1.1% 17.6% 39.6% 41.8% 

GONADO 
Broj adenoma 1 98 76 2 

% 0.6% 55.4% 42.9% 1.1% 

ACTH 
Broj adenoma 0 17 4 0 

% 0.0% 81.0% 19.0% 0.0% 

TSH 
Broj adenoma 0 2 3 2 

% 0.0% 28.6% 42.9% 28.6% 

NULL 
Broj adenoma 0 8 11 0 

% 0.0% 42.1% 57.9% 0.0% 
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Grafikon 8: Grafički prikaz procentualne zastupljenosti adenoma hipofize u odnosu na  

intenzitet bojenja SA-β-GAL u različitim tipovima adenoma hipofize i normalnoj 

adenohipofizi 

 

 

Najveći intenzitet bojenja je uočen kod HR produkujućih adenoma, pri čemu je ova 

vrednost dostigla statističku značajnost u odnosu na ACTH produkujuće (p<0.001), 

gonadotrofne (p<0.001) i null-cell (p=0.025) adenome.  

Broj adenoma hipofize u odnosu na intenzitet SA-β-GAL bojenja unutar HR 

produkujućih podtipova adenoma hipofize je prikazan u tabeli 14 i grafikonu 9.  
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Tabela 14: Broj adenoma hipofize unutar HR produkujućih podtipova i njihova 

procentualna zastupljenost u odnosu na intenzitet bojenja na SA-β-GAL 

Podtip HR 

produkujućeg 

adenoma 

 

Intenzitet bojenja na  SA-β-GAL 

Negativno Lakostepeno Umereno Intenzivno 

Svi HR-SG 
Broj adenoma 1 9 18 11 

% 3% 23% 46% 28% 

Svi HR-GG 
Broj adenoma 0 5 18 27 

% 0% 3.6% 35.7% 60.7% 

  SG-samo HR 
Broj adenoma 0 3 16 5 

% 0.0% 12.5% 66.7% 20.8% 

GG-samo HR 
Broj adenoma 0 1 10 17 

% 0.0% 3.6% 35.7% 60.7% 

SG-HR-PRL 
Broj adenoma 1 5 2 5 

% 7.7% 38.5% 15.4% 38.5% 

GG-HR-PRL 
Broj adenoma 0 2 4 4 

% 0% 20.0% 40.0% 40.0% 

SG-Pluri-HR 
Broj adenoma 0 1 0 1 

% 0% 50.0% 0% 50.0% 

GG-Pluri-HR 
Broj adenoma 0 2 4 6 

% 0% 16.7% 33.3% 50.0% 
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Grafikon 9: Procentualna zastupljenost slabo i gusto granuliranih HR produkujućih 

adenoma hipofize u odnosu na intenzitet bojenja na SA-β-GAL 

 

 

Gusto granulirani HR produkujući adenomi su pokazali statistički značajno jači 

intenzitet bojenja u odnosu na slabo granulirane adenome (p=0.010). Analizirajući razlike 

između slabo i gusto granuliranih varijanti HR produkujućih adenoma, u odnosu na ko-

produkciju drugih hormona (PRL, FSH, LH i TSH), uočeno je da statistički značajna 

razlika postoji između slabo i gusto granuliranih adenoma koji produkuju samo HR 

(p=0.04), ali ne i između slabo i gusto granuliranih varijanti mešovitog HR-PRL (p=0.228) 

i plurihormonalnih (p=0.475) adenoma (tabela 14, grafikon 9).  

 

4.8 Ki-67 u adenomima hipofize 

Srednje vrednosti, zajedno sa standardnim devijacijama, medijanom, minimalnim i 

maksimalnim vrednostima procenata Ki-67 pozitivnih jedara su prikazane u tabeli 15 i 

grafikonu 10.  
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Tabela 15: Srednje vrednosti, standardna devijacija, medijana, minimalne i maksimalne 

vrednosti  procenata Ki-67 pozitivnih jedara u tipovima adenoma hipofize 

Tip adenoma 
Srednja 

 vrednost 

Standardna 

 devijacija 
Mediana 

Minimalna 

 vrednost 

Maksimalna 

 vrednost 

PRL 0.26 0.23 0.16 0.00 0.69 
HR 0.18 0.45 0.09 0.00 4.33 
GONADO 0.29 1.54 0.11 0.00 20.83 
ACTH 1.25 4.90 0.14 0.01 23.71 
TSH 0.32 0.42 0.13 0.01 1.26 
Null 0.34 0.61 0.12 0.01 2.74 
Total 0.20 0.40 0.10 0000 4.34 

 

 

 

Grafikon 10: Srednje vrednosti procenata Ki-67 pozitivnih jedara sa 

standardnom devijacijom u tipovima adenoma hipofize 

 

 

 

0,0
0,1
0,2
0,3
0,4
0,5
0,6
0,7
0,8
0,9

P
ro

ce
na

t 
K

i-6
7

 p
oz

iti
vn

ih
 je

d
ar

a

Tip adenoma hipofize



44 

 

 

Statistički značajne razlike između tipova i podtipova adenoma hipofize nisu uočene po 

pitanju procenata Ki-67 pozitivnih jedara.  

 

 

4.9 p53 u adenomima hipofize 

Srednje vrednosti, zajedno sa standardnim devijacijama, medijanom, minimalnim i 

maksimalnim vrednostima procenata p53 pozitivnih jedara su prikazane u tabeli 16 i 

grafikonu 11.  

 

 

 

Tabela 16: Srednje vrednosti, standardna devijacija, medijana, minimalne i  

maksimalne vrednosti  procenata p53 pozitivnih jedara u tipovima adenoma 

hipofize 

Tip adenoma 
Srednja 

 vrednost 

Standardna 

 devijacija 
Median 

Minimalna 

 vrednost 

Maksimalna 

 vrednost 

PRL 0.13 0.11 0.09 0.02 0.33 

HR 0.16 0.40 0.04 0.00 2.86 

GONADO 0.18 0.51 0.03 0.00 4.84 

ACTH 0.50 1.50 0.04 0.00 7.22 

TSH 0.29 0.32 0.17 0.02 0.94 

Null 0.10 0.22 0.04 0.00 0.99 
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  Grafikon 11: Srednje vrednosti procenata p53 pozitivnih jedara sa  

  standardnom devijacijom u tipovima adenoma hipofize 

 

 

 

Statistički značajne razlike u procentu p53 pozitivnih jedara između tipova adenoma 

hipofize nisu uočene.  

 

 

  4.10 Razlike između kontrolnih grupa 

Srednje vrednosti, standardna devijacija, minimalne i maksimalne vrednosti 

procenta p16 i p21 pozitivnih jedara i p21 CSB, kao i procentualna zastupljenost u odnosu 

na intenzitet SA-β-GAL bojenja u kontrolnim grupama sačinjenih iz normalnih 

adenohipofiza su prikazane u tabelama 17 i 18.  

 

 

 

 

 

 

 

0,0

0,5

1,0

1,5

2,0

2,5
P

ro
ce

na
t 

p5
3

 p
oz

iti
vn

ih
 je

da
ra

Tip adenoma hipofize



46 

 

   Tabela 17: Srednje vrednosti procenata p16 i p21 pozitivnih jedara i p21  

   CSB  u kontrolnim grupama normalnih hipofiza 

Grupa 
Srednja 
vrednost 

SD Min Max 

p16 (%) 

kontrolna 
biopsija 

43.63 22.35 0.14 71.11 

kontrolna 
autopsija 

58.90 15.43 24.36 81.54 

p21 nuklearno 
(%) 

Kontrolna 
biopsija 

4.19 4.87 0.42 20.64 

Kontrolna 
autopsija 

2.98 2.11 0.47 10.80 

p21 
citoplazmatski 
(CSB) 

kontrolna 
biopsija 

2.06 1.59 0 6 

kontrolna 
autopsija 

2.73 1.31 0 6 

 

 

       Tabela 18: Procenat i broj normalnih adenohipofiza u odnosu na intenzitet  

       SA-β-GAL bojenja u kontrolnim grupama 

Naziv grupe 
SA-β-GAL 

negativno lakostepeno umereno intenzivno 

Kontrolna biopsija – broj i 
procentualna zastupljenost 
slučajeva 

0.0% 

(n=0) 

16.7% 

(n=3) 

83.3% 

(n=15) 

0.0% 

(n=0) 

Kontrolna autopsija - broj i 
procentualna zastupljenost 
slučajeva 

0.0% 

(n=0) 

16.9% 

(n=10) 

83.1% 

(n=49) 

0.0% 

(n=0) 

 

Imunohistohemijsko bojenje na p16 , p21 i SA-β-GAL u tkivu adenohipofize prikazano je 

na slici 6.  
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Slika 6: Imunohistohemijska ekspresija p16 u (a) autopsijskoj i (b) biopsijskoj 

adenohipofizi; citoplazmatska p21 imunoekspresija u (c) autopsijskoj i (d) biopsijskoj 

adenohipofizi; nuklearna p21 imunopozitivnost u (e) autopsijskoj i (f) biopsijskoj 

adenohipofizi; imunohistohemijska ekspresija β-galaktozidaze u (g) autopsijskoj i (h) 

biopsijskoj adenohipofizi (uveličanje svih slika x400)  

 

Prilikom poređenja dve kontrolne grupe, autopsijske i biopsijske, po pitanju 

nuklearne ekspresije p16 i p21, kao i citoplazmatske ekspresije p21 i β-galaktozidaze, 

uočene su sledeće statistički značajne razlike: 

• Procenat p16 pozitivnih jedara je značajno bio viši u autopsijskoj grupi (p = 0.006) 

• p21 CSB je bio značajno viši u autopsijskoj grupi (p = 0.039). 

Nuklearna p21 pozitivnost je pokazivala nešto više vrednosti u biopsijskoj grupi, ali 

bez dostizanja statističke značajnosti (p = 0.051).  

Slučajevi koji su sačinjavali autopsijsku grupu su bili značajno stariji od pacijenata 

iz biopsijske grupe (p ≤ 0.001).  

U cilju utvrđivanja da li su razlike u ekspresiji markera p16, p21 i β-galaktozidaze 

uslovljene razlikom u starosti pacijenata, izvršili smo komparacije u ekspresiji gore 

navedenih markera između slučajeva koji se nalaze u istim starosnim dekadama. Prilikom 

vršenja analize pojavila su se izvesna ograničenja: komparacija nije mogla biti izvršena za 

uzrasnu grupu starijih od 70 godina u autopsijskoj grupi, kao i za uzrasnu grupu mlađih od 

20 godina i u intervalu 21-30 godina, budući da u grupi za komparaciju nisu postojali 

slučajevi navedene uzrasne dobi. Komparacija takođe nije mogla biti urađena za uzraste 31-

40 godina i 41-50 godina, budući da se u grupama nalazio po jedan pacijent, što je 

nedovoljno za statističku analizu. Statistička analiza je izvršena za uzrasne grupe 51-60 

godina i 61-70 godina. Statistički značajna razlika je uočena po pitanju vrednosti 

nuklearnog p21, koja je bila viša u biopsijskoj grupi (p = 0.026).  

Ispitujući  korelacije navedenih markera u kontrolnim grupama, uočena je statistički 

značajna korelacija između sledećih markera: 

• nuklearne i citoplazmatske p21 pozitivnosti  u autopsijskoj grupi (koeficijent 

korelacije 0.547, p = 0.000),  
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• nuklearne i citoplazmatske p21 pozitivnosti u biopsijskoj grupi (koeficijent 

korelacije 0.760, p = 0.000) 

• p16 i citoplazmatske p21 pozitivnosti u autopsijskoj grupi (koeficijent korelacije 

0.394; p = 0.002) 

• p16 i nuklearne p21 pozitivnosti u autopsijskoj grupi (koeficijent korelacije 

0.401; p = 0.001) 

Statistički značajna korelacija između PMI i analiziranih markera nije uočena.  

U cilju procene uticaja PMI na ekspresiju analiziranih markera, izvršili smo 

poređenje vrednosti markera p16, p21 i β-galaktozidaze između autopsijske grupe sa 

PMI≤12h, sa jedne strane i biopsijske grupe i sa PMI u intervalu 49-96h. Statistički 

značajna razlika nije uočena.  

Zbog prikazanih statistički značajnih razlika između autopsijske i biopsijske 

kontrolne grupe, u daljem toku istraživanja je korišćena samo biopsijska kontrolna grupa.  

 

4.11 Razlike između kontrolne grupe i adenoma hipofize prikazanih kao jedna 

grupa 

Statistički značajna razlika je uočena između biopsijske kontrolne grupe i 

eksperimentalne grupe adenoma hipofize po pitanju svih analiziranih markera (p16, p21 

(nuklearno i citoplazmatski) i SA-β-GAL).  

Procenat p16 i p21 pozitivnih jedara, kao i p21 CSB  su bili statistički značajno niži 

u  adenomima hipofize, u poređenju sa ekspresijom u tkivu adenohipofize  (grafikoni 2, 4 i 

6) (p16, p<0.000; p21 nuklearno p<0.000; p21 citiplazmatski p=0.002). Intenzitet bojenja 

na SA-β-GAL je bio statistički značajno veći u grupi adenoma hipofize, u poređenju sa 

tkivom normalne adenohipofize (p=0.014) (grafikon 8). 

 

4.12 Razlike između adenohipofize i podgrupa adenoma hipofize u ekspresiji 

p16 

Svi tipovi i podtipovi adenoma hipofize su pokazali statistički značajno niže 

vrednosti p16, u poređenju sa normalnom adenohipofizom (tabela 19, grafikon 2).  
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       Tablela 19: p vrednosti dobijene komparacijom procenata p16  

       pozitivnih jedara u normalnoj adenohipofizi i adenomima hipofize 

P16 HR PRL TSH GONADO ACTH Null 

P vrednosti, 
normalna 
adenohipofiza 
vs. tip 
adenoma 
hipofize 

0.000 0.001 0.007 0.000 0.000 0.000 

 

 

4.13 Razlike između adenohipofize i podgrupa adenoma hipofize u nuklearnoj 

ekspresiji p21 

Gonadotrofni i null-cell adenomi su pokazali statistički značajno niže vrednosti 

procenta p21 pozitivnih jedara u odnosu na kontrolnu grupu (normalna adenohipofiza  vs. 

gonadotrofni  p < 0.001; normalna adenohipofiza vs. null-cell p = 0.048) (grafikon 4).  

 

4.14 Razlike između adenohipofize i podgrupa adenoma hipofize u 

citoplazmatskoj p21 ekspresiji 

U poređenju sa ekspresijom u normalnoj adenohipofizi, statistički značajno niže 

vrednosti p21 CSB su uočene kod prolaktinoma (p=0.036), TSH produkujućih adenoma 

(p=0.016) i HR produkujućih adenoma (p<0.001) (grafikon 6).  

 

4.15 Razlike između adenohipofize i podgrupa adenoma hipofize u ekspresiji     

SA-β-GAL 

Statistički značajno niži intenzitet bojenja SA-β-GAL od normalne adenohipofize su 

pokazali ACTH (p=0.001) i gonadotrofni (p=0.010) adenomi. HR, TSH i PRL produkujući 

adenomi su pokazali jači intenzitet bojenja u odnosu na bojenje normalne adenohipofize, ali 

p vrednosti nisu dostigle vrednosti statističke značajnosti (grafikon 8). Međutim, statistička 

značajno viša vrednost intenziteta je uočena kod gusto granuliranih HR produkujućih 

adenoma (videti poglavlje o ekspresiji SA-β-GAL u podtipovima HR produkujućih 

adenoma).  
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4.16 Poređenje ekspresije p16, p21, p53, Ki-67 i SA-β-GAL  grupe recidivantnih 

sa grupom nerecidivantnih adenoma   

Među pacijentima koji su ispunili inkluzione kriterijume ove studije bilo je 19 onih 

koji su operisani dva puta, a čija su oba uzorka uključena u istraživanje. Broj adenoma u 

prvoj i drugoj hirurškoj intervenciji, prosečna vrednost ekspresije sa standardnom 

devijacijom i opsegom vrednosti markera p16, p21, p53, Ki-67 i SA-β-GAL su prikazani u 

tabelama 20 i 21. Prosečna vrednost vremenskog razmaka između prve i druge intervencije 

je iznosila 1.471±1.736 godina. Vremenski razmak između hirurških intervencija je varirao 

od 0 do 6 godina. 

 

Tabela 20: Broj, prosečna vrednost ekspresije sa  

standardnom devijacijom i opsegom vrednosti 

 markera  p16, p21, p53 i Ki-67 pacijenata čiji su 

 adenomi hipofize dva puta hirurški tretirani 

Naziv 
markera i 
redni proj 
hirurške 
intervencije 

Srednja 
vrednost 

SD Min. Max. 

p16 - 1 2.72 2.76 0.05 9.26 

p16 - 2 4.21 4.31 0.05 14.45 

p21 n - 1 2.76 5.95 0.04 25.44 

p21n - 2 2.17 3.74 0.10 15.79 

p21c - 1 1.68 3.04 0 12 

p21c - 2 1.50 2.09 0 8 

Ki-67 - 1 0.24 0.44 0.03 1.90 

Ki-67 - 2 1.56 5.26 0.02 22.61 

p53 - 1 0.13 0.22 0.01 0.79 

p53 - 2 0.17 0.32 0.01 1.34 

Legenda: n – nuklearno; c – citoplazmatski 
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     Tabela 21: Intenzitet imunohistohemijskog bojenja na SA-β-GAL u  

     prvoj i drugoj hirurškoj intervenciji 

Redni broj 
hirurške  
intervencije 

SA-β-GAL intenzitet bojenja (%) 

Negativno Lakostepeno Umereno Intenzivno 

Prva 0% 43.75% 43.75% 12.5% 

Druga 0% 50% 50% 0% 

 

Komparacijom vrednosti analiziranih markera p16, p21, p53, Ki-67 i SA-β-GAL 

između dve grupe tumora (sa prve i sa druge hirurške intervencije), pacijenata koji su dva 

puta operisani, statistički značajna razlika je uočena samo po pitanju vrednosti Ki-67 (p = 

0.025), koja je bila viša u drugoj intervenciji (tabela 22). Prosečne vrednosti p16 i p53 su 

pokazivale tendenciju blagog porasta, dok su nuklearni i citoplazmatski p21 pokazivale 

tendenciju blagog pada.  

Srednja vrednost procenta p21 pozitivnih jedara u grupi recidivantnih adenoma na 

prvoj hirurškoj intervenciji je pokazala nešto više vrednosti u odnosu na srednju vrednost 

p21 pozitivnih jedara u eksperimentalnoj grupi adenoma hipofize, ali bez statističke 

značajnosti. Statistički značajna razlika između ove dve grupe takođe nije uočena po 

pitanju p21 CSB, gde su vrednosti takođe bile nešto niže u eksperimentalnoj grupi. 

Vrednosti procenta p16 pozitivnih jedara su bile nešto više u grupi recidivantnih adenoma 

na prvoj hirurškoj intervenciji, takođe bez statističke značajnosti.  
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Tabela 22: p vrednosti poređenja  

vrednosti makera p16, p21, p53,  

Ki-67 i SA-β-GAL na prvoj i  

drugoj hirurškoj intervenciji 

Naziv markera p 

p16 0.31 

p21 nuklearno 0.40 

p21 citoplazmatski 0.88 

SA-β-GAL 0.21 

Ki-67 0.02 

p53 0.94 

 

 

 

4.17 Ispitivanje korelacije ekspresije p16 i p21 sa klini čkim podacima 

pacijenata (pol, uzrast, indeks telesne mase, veličina tumora, invazivnost 

tumora) 

Srednja vrednost ekspresije sa standardnom devijacijom i opsegom vrednosti 

markera p16, p21, p53,  Ki-67 i SA-β-GAL u adenomima hipofize kod oba pola je 

prikazana u tabelama 23 i 24.  
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  Tabela 23: Srednja vrednost ekspresije sa standardnom devijacijom i opsegom 

  vrednosti markera p16, p21, p53 i Ki-67 u adenomima hipofize kod oba pola 

 
Pol 

Srednja 
 vrednost 

Standardna 
 devijacija 

Mediana Minimum Maximum 

% p21 
pozitivnih 
jedara 

muški 1.96 4.39 0.47 0.01 38.68 

ženski 2.06 3.52 0.52 0.01 19.02 

p21 
citoplazmatski 

muški 1.30 1.77 1.00 0.00 12.00 

ženski 1.08 1.55 1.00 0.00 9.00 

% p16 
pozitivnih 
jedara 

muški 6.00 7.64 3.59 0.03 57.22 

ženski 8.72 14.32 3.97 0.05 71.11 

% Ki-67 
pozitivnih 
jedara 

muški 0.32 1.73 0.11 0.00 23.71 

ženski 0.32 1.70 0.11 0.00 20.83 

% p53 
pozitivnih 
jedara 

muški 0.21 0.62 0.04 0.00 7.22 

ženski 0.17 0.53 0.04 0.00 4.84 

 

 

Tabela 24: Broj adenoma hipofize i njihova procentualna zastupljenost kod polova u    

odnosu na intenzitet bojenja na SA-β-GAL 

  

SA-β-GAL 

Negativno Lakostepeno Umereno Intenzivno 

Muški 0.54% (n=1) 43.78% (n=81) 45.40% (n=84) 10.27% (n=19) 

Ženski 1.28% (n=2) 41.67% (n=65) 41.67% (n=65) 15.38% (n=24) 

 

Statistički zanačajne razlike u ekspresiji markera p16, p21 (citoplazmatski i 

nuklearno), p53, Ki-67 i SA-β-GAL između polova nisu uočene. Prosečne vrednosti 

markera su bile sličnih vrednosti, uzuzev za p16, gde je uočena nešto viša vrednost kod 
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žena. Kod žena je takođe uočena lakostepeno intenzivnije SA-β-GAL bojenje, bez 

statistički značajne razlike.  

Statistički značajna korelacija između uzrasta pacijenata i analiziranih markera 

(p16, p21, p53, Ki-67 i SA-β-GAL) je uočena samo za citoplazmatski p21 (koeficijent 

korelacije 0.360, p = 0.000) i SA-β-GAL (koeficijent korelacije -0.130, p = 0.020). 

Indeks telesne mase je bio dostupan za 122 pacijenta, sa rasponom  između 17.2 i 

41.1,  prosečnom vrednošću 28.16 i standardnom devijacijom 4,81. 

Ispitivanjem korelacije između analiziranih markera (p16, p21, p53, Ki-67 i SA-β-

GAL) i ITM, statistički značajna korelacija je uočena samo kod citoplazmatske p21 

ekspresije (koeficijent korelacije 0.198, p = 0.033).  

U odnosu na veličinu, adenomi hipofize su podeljeni na mikroadenome (prečnika 

manjeg od 1cm), makroadenome (prečnika između 1 i 4cm) i gigantske adenome (prečnika 

većeg od 4cm). Broj adenoma kod kojih je bio dostupan podatak o dimenzijama tumora, sa 

srednjim vrednostima analiziranih markera (p16, p21 nuklearno i citoplazmatski, Ki-67, 

p53 i SA-β-GAL), standardnim devijacijama, minimalnim i maksimalnim vrednostima su 

prikazani u tabelama 25 i 26.   
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Tabela 25: Broj adenoma, prosečna vrednost ekspresije sa standardnom devijacijom i 

opsegom vrednosti markera p16, p21, p53 i Ki-67 u odnosu na veličinu adenoma 

Naziv 
markera 

Dimenzije 
tumora 

Broj 
tumora 

Srednja 
vrednost 

SD Min. Max. 

p21 nuklearno 

Mikroadenom 5 0.47 0.41 0.03 1.12 

Makroadenom 242 1.15 2.06 0.01 19.02 

Gigantski 
adenom 

7 1.56 2.18 0.04 6.02 

p21 
citoplazmatski 

Mikroadenom 5 0.20 0.45 0 1 

Makroadenom 238 1.33 1.57 0 8 

Gigantski 
adenom 

7 1.57 1.62 0 4 

p16 

Mikroadenom 5 8.73 3.30 6.27 14.26 

Makroadenom 238 4.85 5.26 0.03 31.60 

Gigantski 
adenom 

7 6.23 4.31 0.86 12.13 

Ki-67 

Mikroadenom 5 0.14 0.11 0.04 0.30 

Makroadenom 246 0.21 0.37 0.00 3.34 

Gigantski 
adenom 

7 0.34 0.33 0.01 0.78 

p53 

Mikroadenom 5 0.13 0.22 0.01 0.52 

Makroadenom 245 0.18 0.48 0.00 4.84 

Gigantski 
adenom 

7 0.34 0.36 0.01 0.86 

 

Grupu mikroadenoma su sačinjavala dva ACTH i tri HR produkujuća adenoma, dok se u 

grupi gigantskih adenoma nalazilo 5 gonadotrofnih i 2 HR produkujuća adenoma.  
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Tabela 26: Procentualna zastupljenost adenoma hipofize unutar podgrupa mikroadenoma, 

makroadenoma i gigantskih adenoma u odnosu na intenzitet bojenja SA-β-GAL 

 Intenzitet bojenja 

Veličina 

tumora 
Negativno Lakostepeno Umereno Intenzivno 

Mikroadenom 0% (n=0) 50% (n=2) 50% (n=2) 0% (n=0) 

Makroadenom 1.3% (n=3) 51.3% (n=118) 42.2% (n=97) 5.2% (n=12) 

Gigantski 
adenom 

0% (n=0) 28.6% (n=2) 71.4% (n=5) 0% (n=0) 

 

 

Prilikom međusobnog poređenja podgrupa adenoma hipofize i ekspresije markera 

p16, p21, p53,  Ki-67 i SA-β-GAL, statistički značajna razlika je uočena samo po pitanju 

p16 između mikroadenoma i makroadenoma (p = 0.019), pri čemu su vrednosti bile više 

kod mikroadenoma.  

Ispitivanje korelacije veličine tumora i analiziranih makera nije moglo biti učinjeno 

zbog prirode podataka (adenomi razvrstavani u grupe prema veličini).   

U odnosu na propagaciju tumora, adenomi hipofize su podeljeni u tri grupe: 

adenome sa supraselarnom propagacijom, adenome sa supraselarnom i paraselarnom 

propagacijom i u grupu „ostali“, u koju spadaju svi drugi, znatno ređi načini propagacije 

(infraselarno, retroselarno, paraselarno unilateralno). Broj adenoma, prosečna vrednost 

ekspresije sa standardnom devijacijom i opsegom vrednosti markera p16, p21, p53 i Ki-67 

u odnosu na propagaciju tumora je prikazana u tabeli 27.  
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Tabela 27: Broj adenoma, prosečna vrednost ekspresije sa standardnom devijacijom i 

opsegom vrednosti markera p16, p21, p53 i Ki-67 u odnosu na propagaciju adenoma 

Naziv 

markera 

Propagacija 

adenoma 

Broj 

tumora 

Srednja 

vrednost 
SD Min. Max. 

p21 nuklearno 

Supraselarno 42 1.09 2.22 0.02 14.00 

Supra/paraselarno 32 2.02 2.445 0.03 9.86 

Ostalo 17 1.68 3.18 0.09 11.96 

p21 

citoplazmatski 

Supraselarno 42 1.21 1.46 0 4 

Supra/paraselarno 32 1.12 1.86 0 8 

Ostalo 16 0.44 1.03 0 4 

p16 

Supraselarno 42 5.60 5.60 0.10 27.45 

Supra/paraselarno 32 3.96 3.84 0.25 15.50 

Ostalo 18 5.73 7.25 0.08 27.12 

Ki-67 

Supraselarno 41 0.26 0.46 0.00 2.75 

Supra/paraselarno 32 0.27 0.27 0.03 1.27 

Ostalo 18 0.13 0.09 0.01 0.30 

p53 

Supraselarno 42 0.21 0.56 0.00 3.45 

Supra/paraselarno 32 0.19 0.33 0.00 1.34 

Ostalo 18 0.29 0.67 0.00 2.86 

 

 

 

Procentualna zastupljenost adenoma hipofize u odnosu na intenzitet bojenja SA-β-GAL 

unutar podgrupa u zavisnosti od pravca propagacije prikazana je u tabeli 28. 
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    Tabela 28: Procentualna zastupljenost adenoma hipofize unutar  

    podgrupa u odnosu na intenzitet bojenja SA-β-GAL u zavisnosti  

    od pravca propagacije 

Propagacija SA-β-GAL 

 Lakostepeno Umereno Intenzivno 

Supraselarno 46.15% (n=18) 41.02% (n=16) 12.82%  (n=5) 

Supra i 
paraselarno 

53.33% (n=16) 36.67%  (n=11) 10%  (n=3) 

Ostalo 50%  (n=8) 25%  (n=4) 25%  (n=4) 

 

 

 U međusobnom poređenju grupa adenoma hipofize podeljenih u odnosu na način 

širenja (supraselarno, supra/paraselarno i ostalo) po pitanju svih analiziranih markera (p16, 

p21, p53, SA-β-GAL i Ki-67), statistički značajna razlika je uočena samo između grupe 

„ostalo“ i grupe supra/paraselarno po pitanju Ki-67 (p = 0.030), pri čemu su vrednosti bile 

više u grupi sa supraselarnim širenjem. Vrlo blizu granice statističke značajnosti su bila 

sledeća poređenja: citoplazmatski p21 između supraselarnog i „ostalog“ širenja (p = 0.052); 

nuklearni p21 između supraselarnog i supra/paraselarnog širenja (p = 0.062); Ki-67 između 

supraselarnog i supra/paraselarnog širenja (p = 0.096). U preostalim poređenjima nije 

uočena statistički značajna razlika.  

Ispitivanje korelacije propagacije i analiziranih makera nije moglo biti učinjeno zbog 

prirode podataka.  

 

4.18 Ispitivanje međusobnih korelacija p16, p21, p53, Ki-67 i SA-β-GAL 

 Prilikom ispitivanja međusobne korelacije analiziranih markera (p16, p21, p53, SA-

β-GAL i Ki-67), statistička značajnost je uočena između sledećih parova: 

• p21 nuklearno i p21 citoplazmatski (koeficijent korelacije 0.153, p = 0.005),  

• p21 nuklearno i Ki-67 (koeficijent korelacije 0.368, p = 0.000),   
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• p21 nuklearno i p53 (koeficijent korelacije 0.302, p = 0.000),  

• p21 citoplazmatski i Ki-67 (koeficijent korelacije 0.231, p = 0.000),  

• p16 i p53 (koeficijent korelacije 0.122, p = 0.025),  

• Ki-67 i p53 (koeficijent korelacije 0.397, p = 0.000),   

• SA-β-GAL i nuklearno p21  (koeficijent korelacije 0.179, p = 0.001),  

• SA-β-GAL i p21 citoplazmatski (koeficijent korelacije -0.143, p = 0.011)  

• SA-β-GAL i p16 (koeficijent korelacije 0.300, p = 0.000).  
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5. DISKUSIJA 

U ovom istraživanju analizirana je imunohistohemijska ekspresija markera ćelijskog 

ciklusa p16 i p21, produkta tumor supresornog gena p53 i proliferativnog markera Ki-67 u 

grupi od 345 adenoma hipofize. Budući da su p16 i p21 takođe markeri senescencije, u 

istraživanje je uključen i široko primenjivani marker senescencije, β-galaktozidaza.  

Adenomi hipofize su, posmatrani kao jedna grupa, pokazali statistički značajno niže 

vrednosti p16 i p21 (nuklearno i citoplazmatski) u poređenju sa tkivom normalne 

adenohipofize. Za razliku od ovih markera, intenzitet bojenja na SA-β-GAL je bio veći u 

adenomima hipofize, nego u tkivu adenohipofize. Između podtipova adenoma hipofize, kao 

i između njih i tkiva normalne adenohipofize, su uočene brojne statistički značajne razlike u 

ekspresiji p16, p21 i SA-β-GAL, ukazujući na značajan uticaj produkcije hormona na njih. 

Za razliku od njih, nisu uočene značajne razlike u ekspresiji Ki-67 i p53 između podtipova 

adenoma.  

Tkivni mikro niz (TMN) je metoda koja omogućava brzu, pouzdanu i jeftinu 

imunohistohemijsku analizu velikog broja tumora monomorfne građe. TMN je i na tkivu 

adenoma hipofize poznat kao pouzdana metoda (69-72). Naše istraživanje razlikuje od 

pređašnjih činjenica da je urađeno na značajno većem broju uzoraka, kao i da je, prema 

našim saznanjima prvi put ispitivana senescencija u adenomima hipofize primenom 

imunohistohemije na TMN preparatima.  

Inhibitor ciklin zavisne kinaze p21, lokalizovan nuklearno, ima važnu ulogu u 

zaustavljanju ćelijskog ciklusa na kontrolnim G1/S i G2/M tačkama, kao i u inicijaciji 

senescencije (44, 46). P53 je najznačajniji inicijator aktivnosti p21. Naime, p53 se sintetiše 

u većoj količini nakon detekcije poremećaja DNK, a u cilju kratkotrajnog zaustavljanja 

ćelijskog ciklusa tokom kojeg bi mehanizmi popravke bili aktivirani. Međutim, ukoliko je 

za popravku DNK neophodno aktivirati kompleksnije mehanizme, sintetiše se p21 koji u 

dužem vremenskom intervalu vrši inhibiciju ćelijskog ciklusa (47).  U našem istraživanju 

najviše vrednosti procenata p21 pozitivnih jedara su uočene u HR produkujućim 

adenomima, pri čemu je statistički značajna razlika uočena samo u odnosu na gonadotrofne 
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adenome. Naši rezultati su u skladu sa prethodnim istraživanjima, pri čemu je uzorak 

adenoma hipofize značajno (i do 10 puta) veći nego u prethodnim istraživanjima (68, 73, 

74). Međutim, podelom HR produkujućih adenoma na slabo i gusto granulirane, uočena je 

statistički značajna razlika između ove dve grupe adenoma hipofize, pri čemu su više 

vrednosti uočene kod slabo granuliranih adenoma. Prema našim saznanjima, po prvi put je 

urađena komparacija slabo i gusto granuliranih adenoma hipofize u odnosu na nuklearnu 

p21 ekspresiju. Poznato je da se biološko ponašanje slabo i gusto granuliranih HR 

produkujućih adenoma značajno razlikuje. Slabo granulirani adenomi se javljaju u mlađoj 

populaciji, pokazuju agresivnije ponašanje, tendenciju invazije sfenoidalnog sinusa, kao i 

rezistenciju na terapiju somatostatinskim analozima (19, 20, 75-81). Znajući da p21 na 

nuklearnoj lokalizaciji uzrokuje zaustavljanje ćelijskog ciklusa, ne bismo očekivali da slabo 

granulirani HR produkujući adenomi pokazuju biološki agresivno ponašanje. Ipak, ovakvo 

biološko ponašanje bi se moglo objasniti na nekoliko načina. Prvo, postoji mogućnost da se 

p21 sintetiše u većoj količini kao odgovor na poremećaj građe DNK. Sa druge strane, 

takođe postoji mogućnost da slabo granulirane adenome karakteriše poremećaj funkcije 

efektora na koje utiče p21, tako da uprkos povećanoj sintezi p21, on ne ostvaruje svoj 

efekat i slabo granulirani adenomi ostaju biološki agresivni. Druga mogućnost  bi bila da 

p21 inicira epitelno-mezenhimalnu tranziciju, koja je opisana u ćelijskim kulturama 

fibroblasta i HR produkujućih adenoma (82, 83). Epitelno mezenhimalna tranzicija je jedan 

od momenata maligne alteracije i metastaziranja malignih tumora (82). Ipak, slabo 

granulirani HR produkujući adenomi su benigni tumori koji pokazuju agresivnije 

ponašanje, ali ne i sklonost ka metastaziranju. Iznad svega, nije uočena učestalija sklonost 

slabo granuliranih adenoma hipofize ka malignoj alteraciji (18, 27, 68, 84, 85). Najniže 

vrednosti p21 pozitivnih jedara su uočene kod TSH produkujućih adenoma, kod kojih su, 

prema našim saznanjima, po prvi put prikazane vrednosti procenata p21 pozitivnih jedara. 

TSH produkujući adenomi ponekad ispoljavaju agresivnije biološko ponašanje i u više od 

95% pokazuju zadovoljavajući odgovor na terapiju somatostatinskim analozima (24, 78). 

Gonadotrofni i null-cell adenomi su takođe pokazali u našem istraživanju niske vrednosti 

p21, koje su u skladu sa prethodnim istraživanjima (68). Naše istraživanje ukazuje da bi u 

budućim istraživanjima trebalo razmatrati nuklearnu p21 pozitivnost kao potencijalni 
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indikator agresivnog ponašanja, i kao prediktor odgovora na terapiju somatostatinskim 

analozima.  

Citoplazmatska p21 pozitivnost je ispitivana u tkvima i organima u nešto manjem 

obimu nego nuklearna pozitivnost, budući da su prva saznanja o aktivnosti p21 bile vezane 

upravo za nukleus. Uočeno je da su funkcije p21 na citoplazmatskoj lokalizaciji 

kontradiktorne funkcijama na nuklearnoj lokalizaciji. Kada protein p21, nakon svoje sinteze 

u citoplazmi i finalne obrade u endoplazmatskom retikulumu ostane u citoplazmi (umesto 

da bude transportovan u jedro), on stimuliše apoptozu ćelija i dovodi do povećanja 

motiliteta ćelije (44, 46). Takođe je uočeno da maligni tumori koji pokazuju citoplazmatsku 

p21 pozitivnost su invazivniji i agresivniji (86). U našem istraživanju citoplazmatska p21 

pozitivnost, procenjena citoplazmatskim skorom bojenja (CSB), je imala niske vrednosti u 

svim adenomima, sa maksimalnom vrednošću 3,5/12. Ove najviše vrednosti su uočene kod 

gonadotrofnih adenoma, a pokazale su statistički značajno višu vrednost samo u odnosu na 

HR produkujuće adenome. Naši rezultati su u skladu sa prethodnim istraživanjem (68), gde 

su najviše vrednosti citoplazmatskog p21 bojenja uočene kod nefunkcionalnih adenoma 

hipofize, koje u najvećem procentu sačinjavaju gonadotrofni adenomi. Međutim, naše 

istraživanje je u dijagnostičkom smislu preciznije, jer je, prema našim saznanjima, po prvi 

put ispitivana razlika citoplazmatske p21 pozitivnosti između gonadotrofnih adenoma i 

null-cell adenoma hipofize, koji takođe spadaju u nefunkcionalne adenome. Interesantan je 

podatak da su null-cell adenomi pokazali niži CSB od gonadotrofnih adenoma, što ukazuje 

da je citoplazmatska ekspresija p21 možda povezana sa produkcijom transkripcionog 

faktora SF-1 (87), koji imunohistohemijski vrši distinkciju imeđu gonadotrofnih i null-cell 

adenoma. Gonadotrofne adenome, pored nefunkcionalnosti, karakteriše klinički, u 

najvećem broj u slučajeva, neagresivan rast, tako da kod većine pacijenata ne dolazi do 

invazije kavernoznih sinusa (12, 88, 89). Zbog ovih karakteristika, gonadotrofni adenomi 

najčešće imaju supraselarnu propagaciju (90). Sa stanovišta citoplazmatske p21 

pozitivnosti, očekivali bismo u skladu sa literaturnim podacima, da gonadotrofni adenomi 

pokazuju agresivnije ponašanje, budući da imaju najviše vrednosti CSB među adenomima 

hipofize. Ipak, čini se da je niska vrednost p21 CSB, sa maksimalnom vrednošću u 
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adenomima koja dostiže samo četvrtinu moguće maksimalne vrednosti, nije dostigla 

potencijalnu donju granicu koja je neophodna za razvoj pojačanog motiliteta ćelija. 

Najizraženiji p21 CSB uočen kod gonadotrofnih adenoma bi se možda mogao dovesti u 

vezu sa činjenicom da oni većinom produkuju, ali ne i sekretuju svoje hormone (FSH i/ili 

LH). Drugim rečima, retencija hormona u citoplazmi bi možda mogla biti uzrok 

zadržavanja p21 u citoplazmi. U prilog ove hipoteze govore i istraživanja urađena većinom 

na ćelijskim kulturama, u kojima je zaključeno da je jedan od razloga retencije p21 u 

citoplazmi poremećaj ubikvitinacije ovog proteina (86, 91-94). Niži p21 CSB uočen kod 

null-cell adenoma bi govorio u prilog ove hipoteze, budući da null-cell adenomi ne sintetišu 

(samim tim i ne produkuju) hormone adenohipofize.   

Vredno je pomena da su slabo i gusto granulirani HR produkujući adenomi, koji 

inače klinički pokazuju značajnu razliku u prezentaciji u smislu da su slabo granulirani 

adenomi značajno agresivnijeg biološkog ponašanja (19, 20, 75-77, 79-81), pokazali vrlo 

slične nivoe p21 CSB. Nameće se zaključak da je, potencijalno, agresivnije ponašanje kod 

tumora sa citoplazmatskom p21 ekspresijom, rezervisano samo za maligne tumore regija 

izvan hipofize, budući da u jedinom istraživanju citoplazmatske p21 pozitivnosti u 

karcinomima hipofize (68), na svega 6 slučajeva, skor bojenja bio niži nego u adenomima 

hipofize. Takođe se može pretpostaviti da ctoplazmatski p21 kod benignih tumora, kao što 

su adenomi hipofize, ne deluje kao potencijalni marker invazivnosti.  

Citoplazmatska p21 ekspresija, pored toga što je povezana sa povećanim 

motilitetom ćelije, povezana je i sa proapoptotskom aktivnošću (44). Budući da je ova 

aktivnost u kontradikciji sa povećanim motilitetom, postavlja se pitanje u kojim ćelijama se 

aktivira koja funkcija. Histološki gledano, apoptoza u adenomima hipofize je retka (21). 

Apoptotska aktivnost je nešto izraženija (do 2%) kod ACTH produkujućih adenoma (95). U 

našem istraživanju, p21 CSB ACTH produkujućih adenoma je bio oko 1, što je vrlo nisko. 

Ovaj rezultat nas navodi na zaključak da verovatno citoplazmatski p21 nije povezan sa 

povećanom apoptotskom aktivnošću ACTH produkujućih adenoma. Apoptotska aktivnost u 

adenomima hipofize je takođe  uočena kao jedna od posledica tretmana tumora 

medikamentoznom terapijom (npr. dopaminski agonisti u tretmanu prolaktinoma) (96, 97). 
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Neki autori smatraju da je apoptotska aktivnost povezana sa agresivnošću adenoma 

hipofize (98). Apoptoza se kod adenoma hipofize sprovodi posredstvom bcl-2 i Bax 

proteina, pri čemu se njihova zastupljenost razlikuje u zavisnosti od funkcionalnosti: bcl-2 

je u većem procentu prisutan kod nefunkcionalnih adenoma (86% prema 71.5%), dok je 

Bax prisutan kod svih funkcionalnih adenoma (100%) i svega 53.5% nefunkcionalnih 

adenoma (99). U našem istraživanju najviše (iako još niske) vrednosti p21 CSB su uočene 

kod gonadotrofnih adenoma, koji su u najvećem procentu slučajeva nefunkcionalni (11, 

100). Ovaj rezultat bi se možda mogao tumačiti u svetlu vrlo niskih vrednosti p21 CSB u 

celom istraživanju, koje su potencijalno nedovoljne da bi pokrenule aktivnost 

citoplazmatski eksprimiranog p21.  

P16 je inhibitor ciklin zavisne kinaze, koji dovodi do zastoja u kontrolnoj tački 

G1/S ćelijskog ciklusa (41). P16 dovodi do zastoja ćelijskog ciklusa vezujući se za 

CZK4/6, koja reguliše fosforilaciju Rb proteina. Rb protein je aktivan u hipofoforilisanom 

stanju, kada vezuje transkripcioni faktor E2F. Porastom koncentracije p16, funkcija  

CZK4/6 je inhibirana, Rb protein ostaje u svojoj aktivnoj hipofosforilisanoj formi, a 

transkripcioni faktor E2F ne može biti oslobođen (41). Budući da dovodi do zastoja 

ćelijskog ciklusa, prepoznat je i u naučnoj praksi primenjen i kao marker senescencije 

(101). U našem istraživanju, statistički značajne razlike između podtipova adenoma 

hipofize po pitanju p16 nisu uočene. Štaviše, srednje vrednosti procenata p16 pozitivnih 

jedara su bile vrlo slične, sugerišući da ekspresija p16 u adenomima hipofize nije uslovljena 

produkcijom različitih hormona. Vredno je pomenuti i da podela grupe HR produkujućih 

adenoma na podtipove takođe nije dovela do statistički značajne razlike, što nas navodi na 

zaključak da ekspresija p16 nije uslovljena ni obrascem granuliranosti adenoma. Naši 

rezultati su saglasni sa rezultatima prethodne studije (68), koja je, za razliku od naše, 

obrađivala znatno manji uzorak od 40 adenoma hipofize, u kojoj je vršena procena 

procenata pozitivnih p16 jedara na 500 ćelija, u zoni celog preparata gde je koncentracija 

pozitivnih jedara bila najveća. Vrlo niske vrednosti p16 u adenomima hipofize bi, kao 

nezavisan podatak, ukazivale na sklonost ka povećanoj proliferativnoj aktivnosti i malignoj 

alteraciji, koja se kod adenoma veoma retko sreće.  Neki benigni tumori sa vrlo niskom 
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incidencijom maligne alteracije, kao što su nevusi kože, u visokom procentu eksprimiraju 

p16 (102). Ipak, pojedini maligni tumori, kao što su skvamocelularni karcinom grlića 

materice (103) i regije glave i vrata (104) se karakterišu intenzivnom i ekstenzivnom 

prebojenošću p16.  

P16 je, pored toga što je marker senescencije, i marker starenja. Smatra se da se sa 

starenjem povećava i broj p16 pozitivnih ćelija u organizmu, koji, između ostalog, 

doprinosi smanjenoj sposobnosti ćelija tkiva da se dele u starosti (105, 106). U našem 

istraživanju su uočene statistički značajne razlike u starosti pacijenata sa različitim 

tipovima adenoma (pacijenti sa gonadotrofnim adenomima su bili statističi značajno stariji 

od pacijenata sa HR, TSH i ACTH produkujućim adenomima). Međutim, budući da razlike 

nisu uočene i u ekspresiji p16 između adenoma hipofize, nameće se zaključak da, u 

adenomima hipofize, proces starenja pacijenta potencijalno nije povezan sa ekspresijom 

p16. Budući da prema našim saznanjima, do sad nije vršena komparacija razlika u starosti 

pacijenata i p16 ekspresije u adenomima hipofize, ovi podaci daju našem istraživanju 

poseban značaj.  

SA-β-GAL je najčešće korišćeni marker senescencije, kako u ćelijskim kulturama, 

tako i u tkivu (62). Prema dostupnim literaturnim podacima, bojenje na SA-β-GAL je prvi 

put u ovom istraživanju urađeno novim, poliklonalnim antitelom na tkivu adenoma hipofize 

i tkivu adenohipofize. Naši rezultati bojenja se razlikuju od do sada objavljenih rezultata 

dva rada (68, 73). Naime, u našem istraživanju je imunohistohemijsko bojenje antitelom na 

SA-β-GAL bilo difuzno, sa malim varijacijama u intenzitetu, dok je u prethodnim 

istraživanjima bilo fokalno i/ili difuzno (68, 73). U prethodnim istraživanjima (68, 73) su 

takođe korišćena poliklonalna komercijalno dostupna antitela (Abcam), za koje ne postoji 

podatak o prečišćenosti. Međutim, antitelo kojim je rađeno naše istraživanje je prečišćeno, 

i, za sada, se koristi samo u istraživačke svrhe. β-galaktozidaza je lizozomalni enzim koji se 

detektuje u ćelijama sisara. U skladu sa kiselom sredinom organele u kojoj je lokalizovana, 

lizozomalna β-galaktozidaza pokazuje najveću aktivnost  pri pH 4.0 i pH 4.5, dok je njena 

aktivnost značajno smanjena pri pH 6.0 (107). Zapravo, aktivnost β-galaktozidaze je 

nemerljiva u proliferišućim ćelijama prilikom in situ bojenja na x-galaktozidazu pri pH6, 
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što su uslovi u kojima se detektuje SA-β-GAL, iako je aktivnost lizozomalne β-

galaktozidaze bila u normalnom opsegu pri kiselom pH. Ipak, nakon serije indirektnih 

fizioloških eksperimenata je predloženo da se povećana aktivnost lizozomalne-β-

galaktozidaze tumači kao aktivnost SA-β-GAL (63). U prilog ovoj tvrdnji govori i činjenica 

da su vrednosti lizozomalne β-galaktozidaze bile značajno više u kasnijim pasažama ćelija 

u kulturi nego u ranijim pasažama, kako pri merenju na pH 4.5, tako i pri merenju na pH 

6.0. Takođe je bitno napomenuti da su vrednosti β-galaktozidaze uvek bile više prilikom 

merenja na nižem pH nego pri višem (63, 108-110). Dalje, broj i veličina  lizozoma se 

povećavala u ćelijama u kasnijim pasažama (111). Ova zapažanja ukazuju da aktivnost 

lizozomalne β-galaktozidaze raste u senescentnim ćelijama kao posledica povećanja njene 

količine u uvećanim lizozomima, što nadmašuje prag detekcije β-galaktozidaze, tako da 

ona postaje detektabilna i na suboptimalnom pH 6.0 (63, 109). Lee i saradnici su dokazali 

da je SA-β-GAL kodirana genom lizozomalne β-galaktozidaze, kao i da nivo lizozomalne 

β-galaktozidaze raste u procesu senescencije (62). U ovom istraživanju su prepoznate 

varijacije u bojenju antitelom na SA-β-GAL, a koje podržavaju lizozomalno poreklo 

enzima, kao i teoriju povećavanja broja i veličine lizozoma u procesu senescencije. Naime, 

unutar HR produkujućih adenoma, gde je imunohistohemijsko bojenje na SA-β-GAL bilo 

najintenzivnije, zapaženo je tačkasto (engl. „dot-like pattern“) bojenje, koje je nekada bilo 

u vidu jedne velike globule (mega-lizozom?), ili u vidu nekoliko manjih. Takođe, uočeni su 

i slučajevi kada je citoplazma ćelija adenoma ispunjena velikim brojem sitnih globula 

(lizozoma).  

U našem istraživanju, najviše vrednosti SA-β-GAL su uočene kod HR produkujućih 

adenoma, što je u skladu sa prethodnim istraživanjima (68, 73). Budući da senescentne 

ćelije karakteriše odsustvo proliferativne aktivnosti, očekivali bismo da HR produkujući 

adenomi vrlo sporo rastu i da imaju neagresivno biološko ponašanje. Međutim, poznato je 

da, slabo i gusto granulirani adenomi pokazuju velike razlike u biološkom ponašanju: slabo 

granulirani se javljaju u mlađoj populaciji, agresivniji su, invazivniji i rezistentniji na 

terapiju somatostatinskim analozima. Gusto granulirani HR produkujući adenomi pokazuju 

potpuno suprotne karakteristike (20, 77, 79, 81). Podstaknuti ovim saznanjima, ispitali smo 
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SA-β-GAL aktivnost u ova dva tipa HR produkujućih adenoma. Gusto granulirani (klinički 

neagresivni) HR produkujući adenomi pokazali su statistički značajno intenzivnije SA-β-

GAL bojenje od slabo granuliranih (klinički agresivnih) HR produkujućih adenoma, što 

ukazuje da bi agresivnost slabo granuliranih HR produkujućih adenoma mogla da bude 

uzrokovana aktivacijom senescencije. Prema našim saznanjima, analiza razlike intenziteta 

SA-β-GAL bojenja između slabo i gusto granuliranih HR produkujućih adenoma je urađena 

po prvi put, i daje našem istraživanju na značaju. Znajući da HR produkujuće adenome 

karakteriše mogućnost da produkuju samo HR, ali da mogu i da produkuju i druge hormone 

(HR-PRL produkujući adenomi i plurihormonalni HR produkujući adenomi), izvršili smo 

podelu slabo i gusto granuliranih adenoma na isključivo HR produkujuće, mešovite HR-

PRL i plurihormonalne HR produkujuće adenome. Zatim smo ispitali razliku između slabo 

i gusto granuliranih varijanti ovih adenoma. Statistički značajna razlika u intenzitetu SA-β-

GAL bojenja između slabo i gusto granulirane varijante se zadržala samo kod adenoma koji 

produkuju samo HR, dok su vrednosti intenziteta SA-β-GAL bojenja bile vrlo slične kod 

mešovitih HR-PRL i plurihormonalnih HR adenoma. Ovi rezultati snažno podržavaju 

zaključak da dopunska produkcija hormona u HR produkujućim adenomima utiče na 

intenzitet SA-β-GAL bojenja, a samim tim i na aktivaciju senescencije.  Međutim, postavlja 

se pitanje, da li ova „dopunska“ hormonska produkcija utiče i na aktivaciju senescencije i 

biološko ponašanje ovih adenoma. Činjenica je da se razlike u intenzitetu SA-β-GAL 

bojenja između mešovitih HR-PRL i plurihormonalnih HR produkujućih adenoma 

izjednačavaju,  i to tako što se vrednosti kod slabo granuliranih adenoma povećavaju, a 

vrednosti gusto granuliranih smanjuju. Međutim, te vrednosti nikada ne dosežu niske 

vrednosti koje se sreću kod adenoma koji isključivo produkuju PRL, FSH i LH, tako da je 

za visok intenzitet bojenja na SA-β-GAL kod  HR produkujućih adenoma ipak, 

najverovatnije odgovoran hormon rasta. Chesnokova i saradnici su nedavno dokazali da  

hormon rasta ima vrlo bitnu ulogu u aktivaciji senescencije, kako ćelija tumora hipofize, 

tako i drugih tumora (73). Pozitivna korelacija između količine HR u ćeliji i intenziteta SA-

β-GAL bojenja je uočena u našem istraživanju. Naime, slabo granulirane HR produkujuće 

adenome karakteriše oskudna (u neki slučajevima odsutna!) produkcija HR (112). Ovi 

adenomi u našem istraživanju su pokazivali izuzetno slab intenzitet SA-β-GAL bojenja. Za 
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razliku od slabo granuliranih, gusto granulirane HR produkujuće adenome karakteriše 

obilje hormona rasta u citoplazmi, što se podudara sa najintenzivnijim SA-β-GAL bojenjem 

u našem istraživanju. Treba istaći da SA-β-GAL, iako je najčešće korišćeni marker 

senescencije, nije direktno uključen u proces senescencije (62). Za razliku od njega, 

hormon rasta je direktno uključen u aktivaciju senescencije (73), tako da bi ga potencijalno, 

u budućim istraživanjima, trebalo koristiti kao marker senescencije.  

ACTH produkujući adenomi se histološki dele na dva tipa: bazofilni adenomi i 

hromofobni adenomi (5, 113). Bazofilni adenomi su znatno češći i  skoro uvek su 

mikroadenomi (21). Za razliku od njih, hromofobni ACTH produkujući adenomi su 

većinom makroadenomi i neretko su „nemi“, tj. ne sekretuju ACTH (114). U našem 

istraživanju, u grupi mikroadenoma se nalazilo svega dva ACTH  produkujuća adenoma, 

dok su preostalih 21 bili makroadenomi. Budući da nam nije bio dostupan podatak o 

sekretornoj aktivnosti analiziranih adenoma hipofize, mogli bismo da pretpostavimo da su 

ovi ACTH produkujući makroadenomi hipofize bili potencijalno „nemi“. Poznato je da 

klinički „neme“ ACTH produkujuće adenomei hipofize karakteriše agresivniji rast, kao i 

rezistencija na aktuelne vidove terapije (114, 115). Naš podatak o najnižem intenzitetu 

bojenja na SA-β-GAL, i samim tim odsustvom aktivacije programa senescencije, bi se 

moglo, potencijalno, objasniti često agresivno kliničko ponašanje ovog podtipa adenoma.  

Imunohistohemijsko bojenje antitelom Ki-67 (klon MIB-1) predstavlja neizostavni 

deo svakodnevne rutinske prakse u patologiji. Prema još aktuelnoj klasifikaciji SZO, 

proliferativni Ki-67 indeks veći od 3%, udružen sa difuznom prebojenošću jedara na p53 

predstavlja kriterijum za dijagnozu atipičnog adenoma hipofize (5). Međutim, metodologija 

merenja proliferativnog Ki-67 indeksa nije precizno definisana, zbog čega su se brojni 

autori bavili ovom temom. Tako je Trouillas sačinila predlog nove, kliničko-patološke 

klasifikacije adenoma hipofize, gde predlaže procenu proliferativnog Ki-67 indeksa na 10 

polja velikog uveličanja (PVU) koja su površine 0.30mm2 (gde se očekuje oko 500 ćelija na 

PVU), u zonama najveće proliferativne aktivnosti tumora (eng. Hot spot activity). Trouillas 

smatra da donja granica za procenu agresivnijeg biološkog ponašanja adenoma hipofize za 

Ki-67 treba da ostane 3%, ali da ovom parametru treba pridružiti i druge, kao što je broj 
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mitoza i broj p53 pozitivnih jedara  (13, 52). Chiloiro pak predlaže procenu proliferativnog 

Ki-67 ineksa na pet reprezentativnih zona, pri čemu se u svakoj zoni nalazi minimalno 

1000 ćelija. Ona takođe smatra da je proliferativni Ki-67 indeks od izuzetnog značaja, ali 

da njegove vrednosti veće od 1.5% iziskuju intenzivnije praćenje pacijenta i naslućuju 

agresivnije ponašanje adenoma  (116). Gejman i saradnici su procenu proliferativnog Ki-67 

indeksa vršili na dva PVU, pri čemu su procenu vršili na 800-1500 ćelija (117). Međutim, 

činjenica da proliferativna aktivnost u adenomima hipofize, kao i većine endokrinih 

neoplazmi,  može biti fokalnog karaktera dodatno otežava njenu procenu. Ova tvrdnja se 

naročito odnosi na one slučajeve kada je tkivo adenoma hipofize koje je dostavljeno na 

patohistološku analizu veoma oskudno. Dalje, heterogenost u proceni proliferativnog Ki-67 

indeksa ne samo u adenomima hipofize potiče i od procene intenziteta bojenja, za koju je 

poznato da varira u zavisnosti od faze ćelijskog ciklusa u kojoj se ispitivana ćelija nalazi 

(53). U ovom istraživanju proliferativni Ki-67 indeks je procenjivan automatski, upotrebom 

softvera kome je predefinisan intenzitet bojenja jedara, a u cilju eliminisanja uticaja 

subjektivnog stava osobe koja procenjuje intenzitet bojenja. Minimalna površina za 

procenu proliferativnog Ki-67 indeksa je bila  1.13mm2, što je površina jednog cilindra 

TMN. Ova relativno mala površina predstavlja ograničavajući faktor, ali takođe može da 

predstavlja i površinu tkiva koja se neretko može sresti u svakodnevnoj praksi dijagnostike 

adenoma hipofize. Prednost metode procene proliferativnog  Ki-67 indeksa koji je korišćen 

u ovom istraživanju je procena na celom dostupnom materijalu, nezavisno od „hot spot 

activity“. Međutim, budući da su  cilindri TMN iz kalupa donora uzimani po principu 

slučajnosti, oni mogu, ali i ne moraju biti reprezent  proliferativnog indeksa celog uzorka 

adenoma hipofize. U našem istraživanju svi tipovi adenoma hipofize su pokazali približno 

iste nivoe proliferativnog Ki-67 indeksa, pri čemu su vrednosti bile najviše u TSH, a 

najniže u gonadotrofnim adenomima. Prema tome, saglasni smo sa prethodnim 

istraživanjima (5, 13) da visina proliferativnog Ki-67 indeksa nije zavisna od produkcije 

hormona adenoma hipofize.  

Protein p53 je nazvan čuvarom genoma, budući da se ovaj protein sintetiše 

intenzivno nakon detekcije poremećaja i/ili promena DNK (51). Smatra se da je p53 
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zadužen za relativno brzu popravku oštećene DNK tako što zaustavlja ćelijski ciklus (118). 

Ukoliko ne dođe do popravke DNK, p53 inicira sintezu p21 koji nadalje zaustavlja ćelijski 

ciklus. Drugim rečima, dejstvo p53 je kratkoročno. Bojenje na p53 je uvedeno u 

klasifikaciju adenoma hipofize 2004 godine (5) sa ciljem postavljanja dijagnoze atipičnog 

adenoma. Autori kažu da atipične adenoma karakteriše „difuzna i intenzivna“ prebojenost 

jedara markerom p53, bez navođenja preciznog procenta obojenih jedara i načina na koji se 

vrši brojanje. Stoga je bojenje adenoma hipofize na p53 postalo predmet višegodišnje 

debate, a pojedini autori su ponudili svoje predloge i rešenja. Tako je Gejman (117) podelio 

analizirane adenome na one koji imaju više od 50% p53 pozitivih jedara, manje od 50% 

pozitivnih jedara i one koji imaju retka razbacana p53 pozitivna jedra. Zaključio je da p53 

nije povezan sa progresijom tumora. Trouillas je, u sklopu svog predloga nove klasifikacije 

adenoma hipofize, predložila daleko nižu granicu za proglašavanje adenoma hipofize p53 

pozitivnim (13). Ona smatra da granica p53 pozitivnosti treba da bude 10 jasno i intenzivno 

pozitivnih jedara na 10 polja velikog uveličanja. Ovakav način procene p53 pozitivnih 

jedara dovodi u pitanje uzorkovanja adenoma hipofize. Naime, ukoliko je uzorak mali (što 

nekada može biti slučaj), fokus sa p53 pozitivnim jedrima može da bude izostavljen iz 

dijagnostičke procedure. Zato smo se mi odlučili da procenu broja p53 pozitivnih jedara 

uradimo na celom analiziranom uzorku (minimalno jedan cilindar prečnima 1.13mm2). 

Naši rezultati ukazuju da je procenat p53 pozitivnih jedara u svim tipovima adenoma 

hipofize izuzetno nizak, što je u skladu sa njihovim biološkim ponašanjem. Niske vrednosti 

p53 pozitivnih jedara kod HR produkujućih adenoma (naročito slabo granuliranog tipa) 

ukazuju da je mehanizam inhibicije ćelijskog ciklusa pomoću p53 prevaziđen, i da je tu 

ulogu, možda neuspešno, preuzeo nuklearni p21. Naši rezultati su u saglasnosti sa 

rezultatima grupe autora, koja zaključuje da p53 nije udružen sa invazivnošću HR 

produkujućih adenoma hipofize (119). Ipak, neki autori dovode u pitanje korišćenje p53 u 

dijagnostičke svrhe kod adenoma hipofize (120). Mi smatramo da je p53 koristan marker u 

dijagnostici adenoma hipofize, a donošenje konsenzusa o graničnim vrednostima ovog 

markera, kao i o klonu antitela koje se koristi predstavlja veliki izazov.  
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Jedan od prvih izazova unutar ovog istraživanja je bila procena razlika primenjenih 

markera između dve vrste kontrolnih grupa. Jedna kontrolna grupa je bila sačinjena od 

tkiva adenohipofiza koje su akcidentalno bile uklonjene tokom hirurškog uklanjanja 

adenoma hipofize, dok je druga kontrolna grupa bila sačinjena od adenohipofiza koje su 

prikupljene sa autopsija osoba kod kojih nisu evidentirana endokrinološka oboljenja. S 

obzirom da je statistički potvrđeno da su pripadnici autopsijske grupe bili značajno stariji 

od pripadnika biopsijske grupe, postavilo se pitanje da li će biti među njima i razlike u 

imunohistohemijskoj ekspresiji markera senescencije. Zaista, uočeno je da su vrednosti  

p16 i citoplazmatskog p21 statistički značajno više u autopsijskoj grupi. U prilog činjenici 

da je ova razlika uzrokovana starošću govori poređenje markera između jedinki istog 

uzrasta autopsijske i biopsijske grupe, koje je ostalo bez statističke značajnosti. Međutim, 

prilikom poslednjeg poređenja došli smo do vrlo interesantnog podatka, statistički značajne 

razlike po pitanju nuklearnog p21 između autopsijske i biopsijske grupe, u uzrasnoj grupi 

51-60 godina. Iznenađujuće je što poređenjem dve grupe u celini, nismo došli do statistički 

značajne razlike, već samo do tendence ka višim vrednostima p21 u biopsijskoj grupi. 

Prilikom tumačenja ovih nalaza, uticaj adenoma hipofize na tkivo susedne, morfološki 

zdrave adenohipofize se ne može sa sigurnošću ni potvrditi niti negirati. Ipak, uticaj 

postmortalnih promena na ekspresiju markera p16, p21 i SA-β-GAL se sa velikom 

verovatnoćom može isključiti, budući da nije nađen statistički značajan stepen korelacije 

između PMI i analiziranih markera. U prilog ove činjenice govori i ispitivanje razlika 

između autopsijskih uzoraka adenohipofize koji su uzeti na autopsiji u intervalu kraćem od 

12 sati nakon smrti i biopsijskih uzoraka, koje nije pokazalo statistički značajne razlike po 

pitanju ekspresije markera. Takođe, komparacija ekspresije p16, p21 i SA-β-GAL između 

autopsijskih uzoraka uzetih unutar 12 sati od smrtnog ishoda i onih koji su uzeti u intervalu 

dužem od 48 sati, nije pokazala statistički značajnu razliku, potkrepljujući činjenicu da PMI 

nema uticaja na ekspresiju analiziranih markera u tkivu adenohipofize.  

 Ključna uloga p16 i p21 u procesu senescencije, stanja ireverzibilnog zastoja 

ćelijskog ciklusa u G1 fazi, bez mogućnosti sinteze DNK kao odgovora na mitogene 

stimuluse, je prethodno dokazana u „in vitro“ i „ in vivo“ modelima, kako tumorskih tako i 
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netumorskih ćelija (38, 121, 122). Senescencija je definisana kao fiziološki program 

terminalnog zastoja u rastu koji može da bude pokrenut promenama unutar  telomera, ili 

drugim formama stresa. Senescencija može biti aktivirana nakon određenog broja deoba 

ćelija, što za posledicu ima progresivno skraćenje telomera, i tada se naziva replikativna 

senescencija. Sa druge strane, senescencija može biti indukovana i izlaganjem ćelija 

intenzivnom egzogenom stresu, kao što je aktivacija onkogena, oštećenje DNK i 

oksidativni stres (123). Stiče se utisak da p16 i p21 imaju naizmenične uloge u nastanku 

senescencije, a da stepen aktivacije ovih CZK zavisi od vrste tkiva i ćelija koje se 

analiziraju (124). Sa druge strane, odnos senescencije i starenja nije u potpunosti 

razjašnjen. Smatra se da se broj senescentnih ćelija povećava tokom starenja (54, 55, 125). 

U prilog ove činjenice govore istraživanja u animalnom modelu koja navode da tokom 

starenja dolazi do akumulacije p16 unutar stem i progenitornih ćelija mozga, kosne srži i 

pankreasa (126-128). Na ovaj način bi se mogao, barem delimično, objasniti nastanak vrlo 

čestih degenerativnih oboljenja ovih organa čija se učestalost povećava sa starenjem, kao 

što su dijabetes melitus tip II, neurodegenerativne bolesti, kao i smanjenje celularnosti 

kosne srži tokom starenja. Budući da je u ovom istraživanju uočena statistički značajno 

veća ekspresija p16 u autopsijskom materijalu, nameće se zaključak da p16 i p21 u tkivu 

adenohipofize imaju nezavise uloge u procesu senescencije. 

Interesantan i pomalo iznenađujući je nalaz da je citoplazmatska p21 pozitivnost 

bila statistički značajno veća u autopsijskoj grupi, pri čemu nije uočena statistički značajna 

korelacija između PMI i citoplazmatskog p21. Značajno je pomenuti da  je vrednost p21 

CSB bila niska u svim adenohipofizama, i da je u svim slučajevima bila fokalna, u vidu 

pojedinačnih razbacanih ćelija. Prema dostupnim podacima iz literature, citoplazmatska 

imunohistohemijska p21 pozitivnost je do sada opisivana samo u tumorskom tkivu, gde je 

prepoznata kao marker inhibicije apoptoze i povećane ćelijske migracije (44, 45, 48, 74). 

Iako p21 citoplazmatska pozitivnost do sada nije opisivana u netumorskom tkivu (129), 

Alexandraki i saradnici su opisali citoplazmatsku p21 pozitivnost u 1/7 analiziranih 

adenohipofiza, koje su bile deo hirurškog materijala. Postavlja se pitanje porekla 

akumulacije p21 u citoplazmi netumorskih ćelija. Mnogi autori smatraju da degradacija 
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proteina p21 omogućava progresiju ćelijskog ciklusa (91-94, 130). Protein p21 ima 

relativno kratko vreme poluživota. Degradira se dominantno u proteazomu ubikvitin 

zavisnim putem, mada je dokazano da degradacija može biti i ubikvitin-nezavisna (131). 

BAT3 protein je prepoznat kao glavni modulator proliferativne odnosno antiproliferativne 

aktivnosti proteina p21. BAT3 reguliše translokaciju proteina p21 iz citoplazme u jedro i 

obratno tokom ćelijskog ciklusa, modifikujući tako njegovu aktivnost. Međutim, tačna 

funkcija proteina p21 u citoplazmi ćelija adenohipofize je još uvek nepoznata. 

Razlika u imunohistohemijskoj ekspresiji p16 i p21 između autopsijskih i biopsijkih 

uzoraka adenohipofize bi možda mogla da se objasni uticajem specifične mikrosredine 

susednog tumora – adenoma hipofize. Prema podacima iz savremene, nama dostupne 

literature, evidentirane su razlike u ekspresiji ova dva markera između adenohipofiza i 

adenoma hipofize, pri čemu je veličina uzoraka bila relativno mala. Tako je dokazano da 

pad u ekspresiji p16 predstavlja rani događaj u tumorigenezi adenoma hipofize, i da je 

podjednako bitan za progresiju tumora (132, 133). Smatra se da kod većine sisara dolazi do 

nakupljanja proteina p16 tokom starenja (41). Međutim, što se tiče tumorske patologije, 

situacija je drugačija: Seeman i saradnici su primetili da je nivo p16 u tkivu adenoma 

hipofize obrnuto proporcionalan starosti pacijenata (133). Takođe je uočeno da HR 

produkujući tumori pokazuju značajno viši nivo nuklearne p21 ekspresije u poređenju sa 

drugim podtipovima adenoma hipofize i tkivom adenohipofize. Lakostepeno povećanje 

procenata p21 pozitivnih jedara, bez dostizanja statističke značajnosti, koje je u našem 

relativno malom uzorku uočeno u biopsijskoj grupi adenohipofiza bi potencijalno moglo 

biti objašnjeno uticajem mikrosredine adenoma hipofize, budući da je većina (10/18, 

55.56%) adenohipofiza bila izolovana upravo iz okoline HR produkujućih adenoma. Ovu 

našu pretpostavku potkrepljuje i činjenica da statististički značajno viši procenat p21 

pozitivnih jedara, koji je uočen u biopsijskoj grupi prilikom poređenja ekspresije p21 i p16 

između grupa pacijenata koji se nalaze u uzrasnoj grupi 51-60 godina. Naime, u pomenutoj 

biopsijskoj grupi, tri od četiri analizirane adenohipofize su se nalazile upravo pored HR 

produjukućeg adenoma.  
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Poznato je da postmortalne, autolitične promene pogađaju brojne proteine (134). 

Proces postmortalne autolize, a naročito njegova brzina, zavisi od  okolne temperature, 

ishemijskih i zapaljenskih promena u tkivu, PMI, ali i od vrste tkiva (135). Osim toga, 

autoliza i degradacija biopsijskog materijala se odigrava u drugačijem okruženju u odnosu 

na autopsijski materijal, pa se samim tim očekuju i različite promene na nivou ekspresije 

proteina između ove dve vrste materijala (134, 136, 137). U ovom istraživanju nije uočena 

statistički značajna korelacija između PMI i imunohistohemijske ekspresije p21, p16 i SA-

β-GAL. Ovo zapažanje je podržano odsustvom statistički značajne razlike u dopunskoj 

komparaciji navedenih markera između, sa jedne strane, autopsijske grupe sa PMI≤12h i, sa 

druge strane, autopsijske grupe sa PMI≥48h h i biopsijske grupe. Osim toga, činjenica da 

proteini p16 i p21 pripadaju proteinima male molekulske mase (36, 134, 138) podržava naš 

stav da razlike u imunohistohemijskoj ekspresiji ovih proteina u biopsijskom i 

autopsijskom materijalu nisu uzrokovane postmortalnim autolitičnim promenama.  

Imunohistohemijska ekspresija p16, p21 i SA-β-GAL u netumorskom humanom 

tkivu je ispitivana za veliki broj tkiva. Tako se nuklearna i citoplazmatska 

imunohistohemijska ekspresija p16 sreće u 18 od 80 tkiva, dominantno u limfnim 

čvorovima (139). Nuklearna imunohistohemijska p21 ekspresija je uočena kod 21 od 78 

vrsta humanog tkiva, među kojima su najintenzivnije bila markirana jedra ćelija pločasto-

slojevitog epitela, placente, dojke, nadbubrežne žlezde, creva i kosne srži (129).  Prema 

dostupnim podacima iz literature, tkivo adenohipofize nije bilo obuhvaćeno ni jednim 

istraživanjem po pitanju imunohistohemijske ekspresije p16,  p21 i SA-β-GAL, zbog čega 

su naši podaci od posebnog značaja. 

P16 je inhibitor ciklin zavisne kinaze koji ima značajnu ulogu u inhibiciji ćelijskog 

ciklusa (112). Statistički značajno sniženje procenta p16 pozitivnih jedara kod adenoma 

hipofize, u odnosu na vrednosti u normalnoj hipofizi, je u skladu sa prethodnim 

istraživanjima (40, 68, 140). Brojna istraživanja su dokazala da je uzrok drastičnog pada 

količine p16 u adenomima hipofize hipermetilacija njegovog promotora (132, 141, 142), 

što govori u prilog činjenice da je glavna uloga p16 u adenomima hipofize upravo 

tumorigeneza. Ovaj rezultat nije u skladu sa očekivanjima, budući da je p16 jedan od 
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glavnih markera senescencije, a senescencija je predstavljena kao jedan od mogućih uzroka 

benignog ponašanja ovih tumora. Međutim, iako je p16 dominantan marker senescencije 

(143), on u adenomima hipofize ne igra tu ulogu, a senescencija u adenomima hipofize je 

najverovatnije pokrenuta drugim mehanizmima.  

P21 na nuklearnoj lokalizaciji deluje kao moćan inhibitor ćelijskog ciklusa (47). 

Smatra se da bi ćelije koje pojačano eksprimiraju nuklearni p21 trebale da imaju sniženu 

proliferativnu aktivnost (144). U našem istraživanju su uočene statistički značajno niže 

vrednosti procenta p21 pozitivnih jedara u eksperimentalnoj grupi, u odnosu na kontrolnu 

grupu normalnih biopsijskih adenohipofiza, što nije u skladu sa prethodnim istraživanjem 

(68), gde su pokazane više vrednosti. Razlika u rezultatima bi se mogla objasniti razlikom u 

veličini ispitivanog uzorka, koji je u našem istraživanju bio oko deset puta veći. Sa druge 

strane, uočene su razlike u ekspresiji nuklearnog p21 među grupama adenoma hipofize, 

koja utiče na prosečnu vrednost p21 pozitivnih jedara. Procentualna zastupljenost adenoma 

hipofize u našem uzorku je u skladu sa  incidencijom adenoma hipofize u hirurškim 

serijama (18), ali ne i u skladu sa opštom incidencijom (145), budući da se velika većina 

prolaktinoma u proteklih nekoliko decenija uspešno tretira dopaminskim agonistima (31). 

Statistički značajno niže vrednosti p21 pozitivnih jedara u odnosu na vrednosti u normalnoj 

hipofizi su uočene kod gonadotrofnih i null-cell adenoma, što je u skladu sa prethodnim 

istraživanjem (68). Ovi rezultati ukazuju da su ekstremno retku malignu transformaciju 

gonadotrofnih i null-cell adenoma zaduženi neki drugi regulacioni mehanizmi, u koje nije 

uključen p21. Najviše vrednosti p21 pozitivnih jedara, koje su uočene kod HR 

produkujućih adenoma, su i dalje niže nego u normalnoj hipofizi. Međutim, naše 

istraživanje nudi pomalo iznenađujući podatak da su jedino slabo granulrani HR 

produkujući adenomi pokazali više vrednosti procenta p21 pozitivnih jedara u odnosu na 

normalnu hipofizu, budući da slabo granulirane HR produkujuće adenome neretko 

karakteriše agresivno biološko ponašanje (19, 20, 75, 80), ali ne i veća sklonost ka malignoj 

alteraciji (27, 68, 84, 85). Prema tome, čini se da povećana aktivnost nuklearnog p21 ne 

inhibira invazivno biološko ponašanje slabo granuliranih HR produkujućih adenoma. Sa 



77 

 

druge strane, stiče se utisak da alteracija aktivnosti nuklearnog p21 ne utiče na učestalost 

maligne alteracije adenoma hipofize.  

Citoplazmatska ekspresija p21 se povezuje sa povećanim motilitetom ćelija, kao i sa 

inhibicijom apoptoze (44, 47). Sve analizirane vrednosti p21 CSB u našem istraživanju su 

bile relativno niske. Statistički značajno niže vrednosti p21 CSB u adenomima hipofize u 

odnosu na normalnu adenohipofizu nisu u skladu sa prethodnim istraživanjem (68), gde su 

uočene više vrednosti p21 CSB u adenomima hipofize u odnosu na normalnu 

adenohipofizu, ali bez statitičke značajnosti. Ove razlike bi se mogle objasniti značajno 

većim uzorkom u našem istraživanju u odnosu na prethodno (345 adenoma u našem 

istraživanju vs. 41 adenom u prethodnom), kao i većem broju adenohipofiza u našem 

istraživanju u odnosu na prethodno istraživanje (19 adenohipofiza u našem istraživanju vs. 

7 u prethodnom). Razlika bi se dodatno mogla objasniti i različitim antitelima na p21 koja 

su korišćena (DAKO, clone CX-118 vs. Leica Microsystems, Newcastle, UK, clone 4D10). 

U našem istraživanju, statistički značajno niže vrednosti p21 CSB u odnosu na normalnu 

adenohipofizu su uočene kod prolaktinoma, TSH i HR produkujućih adenoma. Ovakav 

rezultat bi se potencijalno mogao objasniti zajedničkim poreklom ovih adenoma, koji je 

vezan za Pit-1 transkripcioni faktor. Ipak, u prethodnom istraživanju su vrednosti p21 CSB 

bile više kod prolaktinoma nego kod HR produkujućih adenoma, ali bez dostizanja 

statističke značajnosti (68). Ove razlike se takođe mogu objasniti brojem analiziranih HR 

produkujućih adenoma, koji je značajno bio veći u našoj kohorti.  

Značajno intenzivnije bojenje na SA-β-GAL u grupi adenoma hipofize, u odnosu na 

intenzitet bojenja u adenohipofizi, sugeriše da je u adenomima hipofize aktiviran program 

senescencije, i u skladu je sa prethodnim istraživanjem (68). Međutim, komparacijama 

intenziteta bojenja adenohipofize sa intenzitetom bojenja tipova adenoma hipofize, uočeno 

je da samo ACTH produkujući adenomi imaju statistički značajno slabiji intenzitet bojenja, 

a što bi se moglo dovesti u vezu sa njihovom agresivnošću (114) i što je već diskutovano u 

prethodnim pasusima. Jedina podgrupa adenoma hipofize koja je pokazala statistički 

značajno veći intenzitet bojenja u odnosu na normalnu adenohipofizu su bili gusto 

granulirani HR adenomi hipofize. Ovaj rezultat bi značio da je  program senescencije 
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najintenzivnije aktiviran u ovom podtipu adenoma. Zaista, sa kliničke tačke gledišta, gusto 

granulirane adenome hipofize karakteriše neagresivno ponašanje (19, 20, 75, 79), što 

ukazuje da bi ono moglo biti objašnjeno aktivacijom senescencije.  

Senescencija je ireverzibilni ulazak ćelije u G0 fazu, bez mogućnosti ponovnog 

ulaska u ćelijski ciklus pod uticajem faktora rasta i/ili proliferacije (54, 55, 125). Budući da 

još nije izolovan idealan marker senescencije, u cilju njenog prepoznavanja se koriste 

indirektni markeri, među kojima je najčešće korišćena SA-β-GAL, a pored nje i nuklearni 

p16 i p21 (54, 55, 125). Neki autori smatraju da je prvi indirektni pokazatelj senescencije 

vrlo nizak proliferativni indeks analiziranog tkiva, kao potvrda da se većina ćelija nalazi u 

G0 fazi ćelijskog ciklusa (55). Chesnokova i saradnici su nedavno pokazali da se hormon 

rasta može takođe smatrati markerom senescencije, budući da je direktno uključen u 

mehanizam nastanka senescencije (73). Senescencija se u tkivima prepoznaje prisustvom 

minimalno dva markera senescencije (55). Ukoliko bismo proliferativni Ki-67 indeks 

posmatrali kao jedan od markera senescencije, mogli bismo da zaključimo da je u 

adenomima hipofize, posmatranim kao jedna grupa prisutna aktivacija senescencije, budući 

da je u svim adenomima uočeno i statistički značajno intenzivnije bojenje na SA-β-GAL. 

Gledano iz perspektive tipova adenoma hipofize, jedini tip adenoma kod kojeg je uočeno 

više od dva markera senescencije su HR produkujući adenomi. Štaviše, kod ove grupe 

adenoma su bila prisutna 4 markera: Ki-67, HR, SA-β-GAL i nuklearni p21. Interesantno je 

naše zapažanje da, nakon podele HR produkujućih adenoma na slabo i gusto granulirane, 

dolazi do značajne razlike u ekspresiji ovih markera: gusto granulirane HR produkujuće 

adenome karakteriše prisustvo velike količine HR u citoplazmi, kao i SA-β-GAL, dok su 

vrednosti nuklearnog p21 veoma niske. Nasuprot njima, slabo granulirane HR produkujuće 

adenome karakteriše vrlo mala količina HR u citoplazmi, vrlo slabo bojenje na SA-β-GAL, 

ali i vrlo visoke vrednosti nuklearnog p21. Naši rezultati su u skladu sa prethodnim 

rezultatima Chesnokove i saradnika (73), koji su zaključili da postoji pozitivna korelacija 

između količine HR i SA-β-GAL u ćeliji. Međutim, ne podržavamo drugo istraživanje iste 

grupe istraživača (74), gde je uočena pozitivna korelacija ekspresije p21 i SA-β-GAL. Ova 

razlika u stanovištima bi se potencijalno mogla objasniti metodološkim razlikama, budući 
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da u navedenom radu  nije napravljena distinkcija između citoplazmatske i nuklearne p21 

pozitivnosti, a sama procena p21 pozitivnosti je bila semikvantitativna (za razliku od našeg 

rada, gde je kvantitativno naveden procenat p21 pozitivnih jedara). Dalje, smatramo da bi 

uzimanje u razmatranje nuklearne i citoplazmatske p21 pozitivnosti na isti način moglo 

dovesti do značajne greške u zaključivanju, budući da p21 u zavisnosti od lokalizacije 

(jedro vs. citoplazma) ima oprečne funkcije (44).  Diskrepanca u ekspresiji SA-β-GAL i 

nuklearnog p21 između slabo i gusto granuliranih HR produkujućih adenoma, koja je 

uočena prema našim saznanjima po prvi put u literaturi, nema svoje precizno objašnjenje. 

Ona nas navodi na zaključak da je senescencija, u najužem smislu reči, prisutna kod gusto 

granuliranih HR produkujućih adenoma. Ovaj zaključak je i podržan i u najvećem broju 

slučajeva neagresivnim biološkim ponašanjem ovih adenoma (81). Sa druge strane, slabo 

granulirane adenome karakteriše vrlo agresivno biološko ponašanje (75), koje bi se moglo 

objasniti vrlo niskim vrednostima dva markera senescencije (male količine HR i SA-β-

GAL u citoplazmi). Koegzistencija više od jednog markera senescencije nije uočena u 

preostalim tipovima adenoma hipofize, i u skladu je sa prethodnim istraživanjem (68). 

Gonadotrofni i null-cel adenomi retko pokazuju agresivno biološko ponašanje (146), koje 

se ne bi moglo objasniti aktivacijom programa senescencije. Ovo istraživanje nas još 

jednom podseća i dokazuje da je heterogenost u biološkom ponašanju adenoma hipofize 

velika, i da je povezana sa produkcijom hormona.  

Rekurentni adenomi hipofize se relativno često sreću u kliničkoj praksi. Razlog za 

njihovu rekurenciju se najčešće nalazi u nemogućnosti da tumor bude u celini uklonjen u 

prvom aktu. Međutim, rekurencija tumora se sreće i kod tumora koji su na kontrolnim 

snimcima NMR imponovali kao u celini odstranjeni (29, 147-150). Iako u dosadašnjim 

publikacijama nije dokazana razlika u pogledu morfologije i imunohistohemijske 

hormonske ekspresije rekurentnih adenoma hipofize u drugom operativnom aktu, promene 

na subcelularnom nivou su uočene. Tako su Turner i saradnici (37) opisali značajno viši 

nivo ekspresije ciklina B u rekurentnim nefunkcionalnim adenomima hipofize u odnosu na 

nivo u tkivu sa prve operacije. Ista grupa autora opisuje i značajno sniženje nivoa 

antiapoptotskog proteina bcl-2 u rekurentnim tumorima, što zajedno dopronosi višoj 



80 

 

proliferativnoj aktivnosti rekurentnih adenoma.  Ricket i saradnici (151) su evidentirali 

povišen proliferativni Ki-67 indeks kod 10 rekurentnih adenoma hipofize u odnosu na nivo 

sa prve operacije. Pored toga, otkrili su i značajne hromozomske alteracije kod rekurentnih 

adenoma. Somatostatinski receptor 3 nije pokazao značajnu razliku u ekspresiji kod 

rekurentnih nefunkcionalnih adenoma hipofize (152). U ovom istraživanju smo želeli da 

ispitamo da li postoji statistički značajna razlika u imunohistohemijskoj ekspresiji markera 

ćelijskog ciklusa i senescencije kod rekurentnih adenoma hipofize u seriji od 19 pacijenata.  

Statistički značajna razlika je uočena samo u ekspresiji proliferativnog makrera Ki-67, što 

je u skladu sa prethodnim istraživanjima (151). U našoj kohorti,  u adenomima na 

ponovljenoj hirurškoj intervenciji,  procenat p16 pozitivnih jedara je bio viši nego u na 

prvoj operaciji, ali bez dostizanja statističke značajnosti. Nivo p53 je takođe lakostepeno 

viši u rekurentnim tumorima, dok su vrednosti nuklearne i citoplazmatske p21 pozitivnosti 

u blagom padu. Iako rekurentni adenomi pokazuju značajno povišen proliferativni indeks, 

on se ne bi mogao objasniti inaktivacijom programa senescencije.  

 Iako su adenomi hipofize većinom benigne prirode, oni neretko invadiraju okolne 

strukture, kao što su kavernozni i sfenoidalni sinus, dok se supreaselarna propagacija 

adenoma hipofize ne smatra invazivnošću (27, 153). Stopa invazije kavernoznih sinusa od 

strane adenoma hipofize je 35%. Invazija dure se sreće u 64% do 85% analiziranih 

slučajeva (154).  Makroadenomi imaju veću tendenciju ka invaziji nego mikroadenomi 

(146). Invazivni adenomi predstavljaju izazov za hirurško lečenje, budući da je kod njih 

većinom moguća samo parcijalna resekcija tumora, a komplikacije su znatno češće (155). 

Brojni biološki markeri su bili ispitivani u cilju otkrivanja prediktivnog markera 

invazivnosti. Međutim, ni jedan od njih, do sad, nije zadovoljio kriterijume (156).  U ovom 

istraživanju je ispitivana razlika u ekspresiji markera p16, p21, SA-β-GAL, Ki-67 i p53 u 

odnosu na propagaciju adenoma hipofize. Podaci o pravcu propagacije, na osnovu NMR 

snimaka, su bili dostupni za 91 pacijenta. Budući da su podaci bili heterogeni, i da je bio 

prisutan veliki broj kombinacija propagacija, odlučili smo se da izvršimo grupisanje 

pravaca širenja u tri kategorije: supraselarno, supra/paraselarno i „ostalo“.  Statistički 

značajna razlika je uočena samo u odnosu na već dobro poznati prognostički marker, Ki-67, 
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između grupe „ostalo“ i grupe sa supra/paraselarnim širenjem. P vrednost koja je blizu 

granice statističke značajnosti za citoplazmatski p21 između grupa supraselarno i „ostalo“, 

kao i za nuklearni p21 između grupa supraselarno i supra/paraselarno govore u prilog 

činjenice da se p21 ne bi mogao u potpunosti isključiti kao marker povezan sa 

propagacijom i invazivnošću adenoma hipofize. Naši rezultati po pitanju imunopozitivnosti 

p16, koja nije pokazivala statistički značajnu korelaciju sa propagacijom adenoma hipofize, 

su u skladu sa podacima iz literature (133). Ipak, za donošenje pouzdanih zaključaka 

neophodno je ispitivanje na većem uzorku pacijenata, u kojima bi bili praćeni svi pravci 

propagacije pojedinačno. Budući da nije uočena statistički značajna razlika i u druga dva od 

tri ispitivana markera senescencije, mogli bismo zaključiti da senescencija najverovatnije 

nije povezana sa propagacijom i invazivnošću adenoma hipofize.   

 Gojaznost se relativno često uočava kod pacijenata sa novootkrivenim adenomima 

hipofize, najčešće kod pacijenata sa prolaktinomima i ACTH produkujućim adenomima 

(157). Mehanizam nastanka gojaznosti u sklopu Kušingove bolesti je vrlo kompleksan. 

Smatra se da je za karakteristično prekomerno nakupljanje visceralnog masnog tkiva i 

njegov karakteristični gubitak na ekstremitetima odgovoran različit odgovor tkiva na 

hiperkortizolemiju. Različit odgovor tkiva je uslovljen brojem steroidnih receptora, kao i 

brojem i vrstom gena koje steroidni receptori kao transkripcioni faktori aktiviraju (158). U 

našem istraživanju statistički značajna korelacija sa ITM je uočena samo za citoplazmatsku 

p21 pozitivnost, i to sa relativno niskim stepenom korelacije. U prethodnim istraživanjima 

je uočeno da prognostički značaj p21 u adenokarcinomima kolona se menja u odnosu na 

ITM pacijenta (159). Poznato je da p21 ima bitnu ulogu u diferencijaciji i anti-apoptotskom 

efektu adipocita (160). Istraživanje u kome bi bili sagledani ITM zajedno sa markerima 

ćelijskog ciklusa u adenomima hipofize, prema našim saznanjima, do sad nije rađeno. U 

daljim istraživanjima bi trebalo ispitati povezanost p21 pozitivnosti sa odgovorima na 

medikamentoznu terapiju adenoma hipofize.   

U ovom istraživanju, je uočen statistički značajno niži procenat p16 pozitivnih 

jedara kod mikroadenoma nego kod makroadenoma, što je u skladu sa prethodnim 

istraživanjima (133). Seeman i saradnici su pokazali da su adenomi hipofize koji su imali 
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abnormalnosti gena CDKN2A (u smislu metilacije ili delecije) bili veći od adenoma bez 

abnormalnosti gena (133). Metilacija gena CDKN2A, sa kojeg se transkribuje p16, je 

njegova najčešća modifikacija kod adenoma hipofize. Smatra se da opadanje nivoa p16 

uzrokuje olakšani prelazak G1/S kontrolne tačke ćelijskog ciklusa, što za posledicu ima 

nekontrolisani rast adenoma hipofize. Ovaj stav podržava istraživanje u kome je utvrđena 

značajno viša stopa metilacije CDKN2A kod makroadenoma nego kod mikroadenoma. 

Iako vreme kada se odigrava metilacija CDKN2A tokom geneze adenoma hipofize nije 

precizno utvrđeno, njena uključenost u tumorigenezu i progresiju je višestruko dokazana  

(161). Poznato je da metilacija gena ima pozitivnu korelaciju sa uzrastom u netumorskom 

tkivu (162). Ipak, ovaj trend nije dokazan kod adenoma hipofize (161), i nije podržan od 

strane ovog istraživanja, budući da nije pokazan statistički začajan stepen korelacije između 

opadanja procenta p16 pozitivnih jedara i starosti pacijenata.  Gigantski adenomi i 

makroadenomi se značajno razlikuju po pitanju ekspresije velikog broja gena, pri čemu ovi 

adenomi nisu pokazivali značajne razlike u morfologiji, imunohistohemijskoj ekspresiji 

hormona, niti u nivou Ki-67 i p53 (88, 90).  Iako bi ova imunohistohemijska studija trebala 

da bude dopunjena ispitivanjem ekspresije navedenih gena na proteinskom nivou, ona 

nagoveštava značajne razlike u genezi makro i gigantskih adenoma.  U našem istraživanju 

se trend opadanja procenta p16 pozitivnih jedara nije nastavio i na gigantske adenome, već 

je, naprotiv, prosečna vrednost u blagom porastu. Interesantan je i podatak da su i preostali 

analizirani markeri imali tendenciju porasta vrednosti u makro i gigantskim adenomima, ali 

bez statističke značajnosti. Ovakav nalaz potvrđuje spekulaciju da u genezi gigantskih 

adenoma, pored modifikacije CDKN2A i njegovog produkta, ulogu u enormnom rastu 

imaju kumulativni efekat modifikacije drugih gena.  Međutim, još uvek je teško objasniti 

povezanost odsustva značajnog povećanja proliferativnog Ki-67 indeksa i p53 u gigantskim 

adenomima u odnosu na adenome manjih dimenzija, sa njihovim enormnim rastom.  

P16 i p53 pripadaju različitim putevima aktivacije senescencije, pri čemu p16 igra 

bitnu ulogu u Rb putu, dok je p53 povezan sa aktivacijom p21 (39). U našem istraživanju 

je, iznenađujuće, pokazana pozitivna korelacija između p16 i p53, koja indirektno ukazuje 

na njihovu kooperaciju u adenomima hipofize. Pozitivna korelacija između p16 i p53 je već 
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opisana u literaturi, na modelu ćelijskih kultura (163). Sličnost ova dva markera u 

adenomima hipofize se ogleda i u tome da oba zadržavaju vrlo niske vrednosti u svim 

tipovima adenoma hipofize u našem istraživanju. Nameće se zaključak da je ova, pomalo 

neočekivana pozitivna korelacija, uslovljena i hormonskom aktivnošću adenoma.  

Ki-67 i p53 su markeri koji se rutinski koriste u svakodnevnoj dijagnostici adenoma 

hipofize (5). Pozitivna korelacija ova dva markera uočena u našem istraživanju samo 

potvrđuje stavove da i u narednim klasifikacijama adenoma hipofize ova dva markera ne bi 

trebalo menjati, već samo potencijalno dopuniti novim (13, 52).  

P21 na nuklearnoj lokalizaciji ima ulogu u inhibiciji ćelijskog ciklusa (44, 47), 

njegova citoplazmatska ekspresija je pokazatelj povećanog motiliteta ćelija i inhibitor  

apoptoze (44, 47), dok Ki-67 (klon MIB-1) markira jedra svih onih ćelija koje nisu u G0 

fazi ćelijskog ciklusa. Statistički značajna pozitivna korelacija je uočena između procenata 

Ki-67 pozitivnih jedara i p21 ekspresije na obe lokalizacije u našem istraživanju, a ovaj 

rezultat je potvrđen i statistički značajnom korelacijom između nuklearne i citoplazmatske 

p21 ekspresije. Naši rezultati nisu u skladu sa prethodnim istraživanjima, gde nije uočena 

statistički značajna korelacija između oba tipa bojenja p21 i Ki-67 (164), odnosno, gde je 

uočena statistički značajna negativna korelacija između  citoplazmatske p21 ekspresije i Ki-

67 (68). Ovakva heterogenost u rezultatima bi se mogla objasniti metodološkim razlikama 

(brojanje procenta Ki-67 pozitivnih jedara na 500 odnosno 1000 ćelija u prethodnim 

radovima vs. brojanje na celom uzorku u našem istraživanju). Heterogenost u rezultatima 

nam sugeriše da bi bilo poželjno uključiti dopunske metode analize, u cilju verifikacije ovih 

rezultata, koji su relativno retko obrađeni u literaturi.  

Poznato je da je sinteza p21 u najvećem procentu uslovljena prethodnom sintezom i 

aktivacijom p53 (47, 50, 51), a što je potvrđeno statistički značajnom pozitivnom 

korelacijom u tkivu adenoma hipofize u našem istraživanju.  

SA-β-GAL je najšešće korišćen marker senescencije, koji u zavisnosti od tkiva na 

kome je primenjeno pokazuje različite korelacije sa drugim markerima senescencije (54, 

55, 125). U našem istraživanju je uočena statistički značajna pozitivna korelacija sa 

nukelarnim p21 i p16, i negativna korelacija sa citoplazmatskim p21. Za razliku od našeg 
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istraživanja, Alexandraki i saradnici (68) nisu uočili statistički značajnu korelaciju SA-β-

GAL sa p16 i p21. Chesnokova i saradnici su uočili pozitivnu korelaciju između p21 (ne 

precizirajući da li se radi o nuklearnoj i/ili citoplazmatskoj ekspresiji) sa SA-β-GAL, ali 

samo kod HR produkujućih adenoma, dok se ispitivanje korelacija u našem istraživanju 

odnosilo da celu kohortu adenoma hipofize. I ovde se razlike u rezultatima mogu objasniti 

korišćenjem različitih antitela, različitom metodologijom i različitom veličinom i sastavom 

kohorte adenoma hipofize. Takođe, ovi heterogeni rezultati iziskuju dopunska istraživanja, 

zasnovana na primeni drugih, pre svega molekularnih metoda istraživanja.  
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6. ZAKLJU ČCI 

 

1. Gubitak aktivnosti p16 ima značajan uticaj na proces tumorigeneze u adenomima 

hipofize, što potvrđuje manji procenat ekspresije p16 u adenomima u odnosu na 

normalnu hipofizu, kao i u mikroadenomima u odnosu na makroadenome. 

 

2. P16 nije uključen u aktivaciju programa senescencije kod adenoma hipofize. 

 

3. Različite lokalizacije, nuklearne i citoplazmatske, ekspresije p21 odgovaraju različitim 

ulogama koje ovaj protein obavlja u procesima tumorigeneze i senescencije kod 

adenoma hipofize. 

 

4. Ekspresija SA-β-GAL u ćelijama adenoma hipofize ukazuje na aktivaciju senescencije 

u ovim tumorima, što je potvrđeno intenzivnijom prebojenošću u tumorskim ćelijama u 

odnosu na normalno tkivo adenohipofize. 

 

5. Nuklearna ekspresija p21 i citoplazmatska ekspresija SA-β-GAL zavise od hormonske 

produkcije, podtipa adenoma i obrasca granuliranosti. Najveći procenat p21 pozitivnih 

jedara, kao i najslabiji intenzitet SA-β-GAL uočeni su kod slabo granuliranih HR 

produkujućih adenoma, što je u skladu sa njihovim biološkim ponašanjem.  

 

6. Statistički značajna korelacija između citoplazmatske p21 ekspresije i ITM, koja je po 

prvi put uočena u ovom istraživanju, sugeriše da bi ova povezanost mogla biti od 

prediktivnog značaja.  

 

7. Veća vrednost proliferativnog Ki-67 indeksa u adenomima hipofize sa supra i 

paraselarnom propagacijom u odnosu na adenome čija je propagacija bila u drugim 

smerovima ukazuje da je proliferativna aktivnost potencijalno uslovljena/udružena sa 

nekim drugim faktorima koji doprinose invazivnosti adenoma, a da to nisu inhibitori 

ciklin zavisnih kinaza.  



86 

 

 

8. Uočene statistički značajne korelacije između p16 i p21, sa jedne strane i p53 i Ki-67 sa 

druge strane, koje nisu u potpunosti u skladu sa prethodnim istraživanjima, ukazuju na 

potrebu za dopunom istraživanja drugim metodama.  

 

Dalja istraživanja bi trebalo sprovesti u smeru ispitivanja korelacije egzaktne 

veličine tumora i aktivacije senescencije, kao i ispitivanje korelacije terapijskog odgovora 

pacijenata sa aktivacijom senescencije. Takođe bi bilo poželjno uraditi istraživanje sa 

novim markerima senescencije, kao i ispitivanje na svežem tkivu, u cilju verifikacije 

rezultata dobijenih u ovom istraživanju.  
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