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IMUNOHISTOHEMIJSKA ANALIZA EKSPRESIJE REGULATORNIH
PROTEINA CELIJSKOG CIKLUSA | PROLIFERATIVNOG KI-67 (MIB-1)
INDEKSA U ADENOMIMA HIPOFIZE

REZIME:

Adenomi hipofize su n&g&i primarni tumori hipofize. Predstavljaju oko 15%its
intrakranijalnih tumora, i uzgredan nalaz na okd&b62@utopsija. Vise od 95% adenoma
hipofize karakteriSe benigno ponaSanje. Preos&#lthpripada atiginim adenomima, dok
je maligna transformacija adenoma hipofize izuzettka. Aktuelna klasifikacija adenoma
hipofize Svetske zdravstvene organizacije se zasna& imunohistohemijskoj ekspresiji
hormona adenohipofize, transkripcionih faktorapkstratina 8, Ki-67 i p53.

Celijski ciklus se tradicionalno deli na 4 faze, &asju deo kontinuuma: G1, S, G2 |
M, dok je GO faza faza mirovanja. U kontrolnindkamacelijskog ciklusa (G1/S i G2/M)
dolazi do zastoja ukoliko je detektovana neprawtno sintezi DNK. Klj¢nu ulogu u
zaustavljanju ¢elijskog ciklusa imaju inhibitori ciklin zavisnih ikaza, od kojih su
najzna&ajniji, p16 i p21, obréeni u ovom istrazivanju. Ovi markeri se zato snjatia
markerima senescencije, stanja ireverzibilnog kd@slije iz ¢elijskog ciklusa.

Ki-67 je protein koji se detektuje u jedtéelija u svim fazam&elijskog ciklusa,
izuzev GO faze. Pored toga Sto omémua procenu procentéelija koje se nalaze u
¢elijskom ciklusu, kod adenoma hipofize ima i dijagtki i prognostéki znataj.

Protein p53 predstavljguvara genoma, bududa se sintetiSe nakon detekcije
poreméaja DNK. Ovaj protein dovodi do zastojalijskog ciklusaija duzina zavisi od
veli¢cine popravke. Imunohistohemijska detekcija p53 fpozh jedara u adenomima
hipofize ima dijagnostku vrednost, predstavljaju jedan od kriterijuma za dijagnozu
atipicnih adenoma i karcinoma hipofize.

Cilj ovog istrazivanja je procena aktivacije inibdva ciklin-zavisnih kinaza pl6 i
p21 i proliferativnog Ki-67 indeksa u adenomima diipe, njihovim tipovima i

podtipovima, kao i u normalnoj adenohipofizi.



Istrazivanje je sprovedeno na 345 adenoma hipodideéijih je biopsijskih uzoraka
u parafinskim blokovima konstruisan tkivni mikrozniKontrolnu grupu su ganjavale
adenohipofize koje su akcidentalno uklonjene poitikhirursSke intervencije na adenomima
hipofize. Adenomi hipofize su klasifikovani u sklada kriterijumima Svetske zdravstvene
organizacije, a nakon imunohistohemijske aplika@jtitela na citokeratin 8 (CK8),
hormon rasta (HR), prolaktin (PRL), tireostimulistnormon (TSH), folikulostimuliséi
hormon (FSH), luteinizirajti hormon (LH), adrenokortikotrofni hormon (ACTH),
steroidni faktor rasta 1 (SF-1) i za hipofizu sfi€ai pozitivni transkripcioni faktor (eng.
Pituitary-specific positive trancription factor 1PIT1). Nakon toga su primenjena antitela
na pl6, p21, Ki-67, p53 i sa senescencijom udrubetargalaktozidazu (SB-GAL).

Adenomi hipofize, posmatrani kao jedna grupa suapak statistiki znatajno nizi
procenat pl6 pozitivnih jedara u odnosu na normdlipofizu. Procenat pl6 pozitivnih
jedara je bio vrlo skan izmeu tipova i podtipova adenoma hipofize. Tdkp adenomi
hipofize, prikazani kao grupa su pokazali statistznatajno niZze vrednosti procenta p21
pozitivnih jedara u odnosu na normalnu hipofizu. dvMtén, meiu tipovima adenoma
hipofize, HR produkujéi adenomi su pokazali najvise vrednosti, a gonadiatmajnize.
Posmatrajéi podtipove HR produkugih adenoma, slabo granulirani adenomi su pokazali
statisttki znatajno viSe vrednosti u odnosu na gusto granuliratemame, koje su ujedno
bile najviSe u odnosu na sve analizirane tipovedtipove adenoma.

Procenat Ki-67 pozitivnih jedara je bio nizak, ostim4 adenoma koji su imali
vrednosti vée od 3%.

Procenat p53 pozitivnih jedara je takobio vrlo nizak i skinih vrednosti u svim
tipovima adenoma hipofize.

Adenomi hipofize su, posmatrani kao jedna grup&apali statistiki znatajno j&i
intenzitet bojenja na SA-GAL u odnosu na normalnu hipofizu. Metipovima adenoma
hipofize, najviSe vrednosti su éene kod HR produkufih adenoma. Gusto granulirani HR
produkujiti adenomi su pokazali stati&ti znatajno intenzivnije bojenje u odnosu na slabo
granulirane HR produkuge adenome.

Pozitivna korelacija je uena izméu citoplazmatskog p21 bojenja i indeksa telesne

mase pacijenata. Mikroadenomi su pokazali st&kistviSe vrednosti procenata pl6



pozitivnih jedara u odnosu na makroadenome. Aderopofize sa supraselarnim i/ili
paraselarnim Sirenjem su pokazali statistviSe vrednosti proliferativnog Ki-67 indeksa
nego adenomi koji su rasli u drugim smerovima. Makha p21 ekspresija je pokazala
statistéki znatajnu korelaciju sa citoplazmatskom p21 ekspresij&irG7, p53 i SAB-
GAL, dok je citoplazmatska p21 ekspresija pozitikooelisana sa Ki-67 i SR-GAL. P16

je pozitivho korelisan sa p53 i SB:GAL.

NaSi rezultati ukazuju da se regulacfelijskog ciklusa u adenomima hipofize
razlikuje u zavisnosi od tipa adenoma. Pokazanprgma naSim saznanjima, po prvi put u
literaturi, da su razlike u regulacifielijskog ciklusa prisutne i unutar podtipova HR
produkujitinh adenoma hipofize. Statiki znatajno niza vrednost procenta pl6 pozitivnih
jedara u adenomima hipofize u odnosu na vrednostirmalnoj adenohipofizi ukazuje da
bi inhibicija produkcije mogla biti deo tumorigemeadenoma hipofize. Nize vrednosti
procenata p21 pozitivnih jedara u adenomima hipofiz odnosu na normalnu hipofizu,
koje su pokazivale varijabilnost izide tipova adenoma hipofize, ukazuju da bi ekspresij
ovog inhibitora ciklin zavisne kinaze mogla biti rhnski zavisna. NajviSe vrednosti
procenata p21 pozitivnih jedara kod slabo granuilirddR produkujdih adenoma, koje su
bile statisttki znaajno viSe u odnosu na vrednosti kod gusto gramiliraadenoma,
ukazuju da bi i mehanizam stvaranja granuliranb®i produkujéih adenoma na neki
nain mogao biti povezan sa p2l nuklearnom ekspresijdtiske vrednosti Ki-67
proliferativnog indeksa koje su bile niske u sviipovima adenoma, a koje su nize u
odnosu na literaturne vrednosti, bi se mogle olfjasazlikom u tehnici brojanja. Vrlo
niske vrednosti p53 pozitivnih jedara u svim tipoai adenoma hipofize su u skladu sa
benignim ponasSanjem adenoma hipofize. éajrzo intenzivnije bojenje na SB-GAL u
grupi adenoma hipofize u paenju sa normalnom hipofizom, koje je bilo najiznaipe
kod HR produkujaih adenoma ukazuje na aktivaciju procesa senegeam@denomima
hipofize. Statistiki znatajno intenzivnije bojenje weno kod gusto granuliranih adenoma,
u odnosu na slabo granulirane adenome, ukazujetioaj @ranuliranosti adenoma na
aktivnost SAB-GAL. Statistéki znatajan pad procenta pl6 pozitivnih jedara kod
makroadenoma u odnosu na mikroadenome podrzaveehipda smanjenje aktivnosti p16

u adenomima hipofize ima ztgnu ulogu u tumorigenezi. Nase istrazivanje phije da



proliferativni Ki-67 indeks pored dijagno&kiog ima i prognostki znaaj, bududi da su
njegove vrednosti varirale u zavisnosti od smerang adenoma hipofize. HirurSka
intervencija adenoma hipofize najverovatnije ne olkaje promene u aktivaciji
senescencije. Brojne statidti znatajne korelacije izm#u analiziranih markera ukazuju na
kompleksnost njihove aktivacije, kao i na potrelauupotrebom dopunskih dijagnasih

metoda, budéi da su literaturni podaci na ovu temu heterogeni.

KLJUCNE RECI: Adenomi hipofizegelijski ciklus, p16; p21; Ki-67; senescencija.

NAUCNA OBLAST: Molekularna medicina; patologija.
UZA NAUCNA OBLAST: Patologija; neuropatologija; endokrinatplogija.



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 pginmtuitary tumors. They
comprise up to 15% of all intracranial tumors, #mely are found as an incidental finding in
up to 20% of all autopsies. PAs are characterizeddnign clinical behavior, with the
weak tendency to malignant transformation. TheQMWiassification of PAs is based on
immunohistochemical analysis of positivity of amerpituitary hormones, transcriptional
factors, cytokeratin 8, Ki-67 and p53.

The cell cycle is traditionally divided into 4 pless all of them being a part of the
continuum: G1, S, G2 and M. GO is recognized asqgthiescent phase. The cell cycle is
halted in checkpoints (G1/S and G2/M) after detectof any DNA irregularity. Cyclin-
dependent kinases belong to the group of the mmseigul cell cycle inhibitors, p16 and
p21 being used in this work. These markers are kaisavn as markers of an irreversible
arrest of cell proliferation, known as senescence.

Protein Ki-67 is detected in nuclei of all cellattare out of GO phase of cell cycle.
Furthermore, immunohistochemical Ki-67 detectiond hdiagnostic and prognostic
significance in PAs.

Protein p53 is known as ,guardian of genome*, gitfet it is synthesised after any
DNA damage. This protein causes the halting ofddlé cycle, which is qualified by the
extension of DNA damage. Immunohistochemical pS5&aw®n in PAs is of diagnostic
importance, being one of arteria for the diagnadisatypical adenomas and pituitary
carcinomas.

The aim of this study is the analysis of activataircell-cycle inhibitors p16 and
p21, p53 protein and proliferative Ki-67 index iypés and subtypes of PAs. These
markers are also analyzed in the normal antertartary.

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

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



normal anterior pituitaries, which were a part e$action specimen for surgery of PAs.
PAs are classified according to the WHO criterflerammunohistochemical application of
following antibodies: cytokeratin 8, growth hormo(@H), thyroid-stimulating hormone

(TSH), prolactin (PRL), folicle-stimulating hormon&SH), luteinazing hormone (LH),

adrenocorticotropic hormone (ACTH), steroidogeractér 1 (SF-1) and pituitary-specific
transcription factor 1 (PIT1). Afterwards, immumstbchemistry was performed for p16,
p21, Ki-67, p53 and senescence-associgigalactosidase (SA-GAL).

PAs, analyzed as a single group, showed statistisggnificant decrease of the
percentage of p16 positive nuclei, compared tontivenal pituitary. The percentage of p16
positive nuclei did not vary significantly among Rypes and subtypes. The group of PA
demonstrated the statistically significant decraasthe percentage of p21 positive nuclei,
compared to the normal pituitary. GH-producing ameas displayed the highest, and the
gonadotroph adenomas the lowest levels of p21lipesiuclei among PA types. In the
analysis of GH-producing adenoma subtypes, spag@yulated (SG) GH PAs showed
the highest levels of p21 positive nuclei amongRAl types, which were significantly
higher compared to the densely granulated (DG) @d. Hhe proliferative Ki-67 index
was very low in all adenomas, except for only 4esasvhere it was higher than 3%. The
percentage of p53 positive nuclei was very low, teibh similar values among PA types.
PAs, analyzed together as a single group, demaedtisignificantly higher SA-GAL
staining intensity, compared to the normal antepduitary. The highest SA-GAL
staining intensity was observed in GH-producing nadeas. DG-GH adenomas
demonstrated statistically more intensive staimmegnsity, compared to SG-GH adenomas.
Cytoplasmic p21 staining correlated positively withdy mass index of patients.

Microadenomas demonstrated the statistically highencentage of pl6 positive
nuclei than macroadenomas. PAs with suprasellafoarghrasellar invasion presented
statistically higher proliferative Ki-67 index, cgared to PAs with invasion in the other
directions. The percentage of p21 positive nuadeiedated positively with cytoplasmic p21
expression, Ki-67, p53 and SAGAL. Cytoplasmic p21 positivity correlated posély
with Ki-67 and SAB-GAL. P16 was correlated positively with p53 and-S&AL.



Our results suggest that cell cycle regulationiffeiént in different PA types. We
demonstrated for the first time, to the best of knowledge, differences in cell cycle
regulation among GH adenoma subtypes. Significdoiyer percentage of p16 positive
nuclei in PAs, compared to the normal pituitaryidwed by the lack of differences among
PA types, suggests that the lack of p16 activityldéde a part of PA tumorigenesis. The
lower percentage of the p21 positive nuclei, commpato the normal pituitary, and
significant differences among PA types propose itisagxpression could be influenced by
hormonal activity. Significantly higher percentagé p21 positive nuclei in SG-GH,
compared to DG-GH adenomas, suggests that gramuladittern could be also involved in
p21 activation. The lower proliferative Ki-67 inde® our investigation, compared to
indices in previous works, could be explained asleby the differences in counting
technique. Very low percentage of p53 positivelgiuo all PA types is in accordance with
previous investigations. Significantly more interesiSA$-GAL staining in the group of
PA, which reached the highest levels in GH-prodge@denomas, suggests the activation of
senescence program in PAs. The more intensiv@-&&L staining in DG-GH, compared
to SG-GH suggests the involvement of granulatiottepa in senescence activation. The
significant decrease of percentage of p16 positivelei in macroadenomas, compared to
microadenomas, supports the influence of p16 lw$3A tumorigenesis. Our investigation
confirms that proliferative Ki-67 index has als@ thrognostic role, besides its diagnostic
function, bearing in mind that its values variepeleding on the direction of invasion.
Surgical treatment probably do not influence semese activation in PAs. Numerous
significant correlations between analyzed markerplesise complexity in their activation,

as well as the need for application of additiomalgtic methods.

KEY WORDS: Pituitary adenoma; cell-cycle; p16; 8&nescence.

SCENTIFIC FIELD: Molecular medicine; pathology
SPECIAL SCIENTIFIC FIELD: Pathology; neuropathologndocrine pathology
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1. UvOD
1.1.NORMALNA MORFOLOGIJA HIPOFIZE | NJENI ODNOSI SA
OKOLNIM STRUKTURAMA

Hipofiza je endokrina zlezda koja je smeStena wrgog lobanjskoj jami, u delu
sfenoidne kosti nazvanom ,sella turcica“, gde jekrp@na dijafragmom dure mater
(dijafragma sele). Hipofiza je pragee tezine 0.5 g i dimenzija 13x9x6 mga minimalnim
varijacijama u odnosu na pol. Dimenzije hipofizeirggu u odnosu na Zivotnu dob, tako da
se njene dimenzije lakostepeno smanjuju u stafastP). Anatomski i funkcionalno je
podeljena na tri dela / lobusa: predniji, koji noaziv adenohipofiza, srednji/intermedijarni

i zadnji, koji se naziva neurohipofiza (Slika 1,t3.

Adenohipofiza je acinusne g, sastavljenad meSavineelija koje se razéito boje
standardnim hematoksilin-eozin (HE) bojenjem (aftide, hromofobne i bazofilne) (Slika
1C). Acinusna grda adenohipofize se jasnije vizualizuje srebrnom ragpacijom
retikulina po Gomoriju (Slika 1D)Celije adenohipofize produkuju slege hormone:
hormon rasta (HR), prolaktin (PRL), tireostimulis@jhormon (TSH), folikulostimulirajéi
hormon (FSH), luteinizirajti hormon (LH) i adrenokortikotrofni hormon (ACTHSmatra
se da secelije koje produkuju HR i PRL dominantno nalaze ac¢rbm delovima
adenohipofize (na ,krilima*), ACTH i TSH¢elije su dominantno lokalizovane u
centralnom delu adenohipofize (,centralni klin“)}plkdsu FSH i LH produkujte celije
ravnomerno raspofene po celoj adenohipofizi. 1zmhe hormon produkujtih ¢elija se

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

Srednji ili intermedijarni lobus hipofize je rudimigran i predstavlja ostatak Ratkeovog

Spaga. U ovoj uskoj zoni se nalaze retie koje Ite melanotropni hormon (3).



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

intermedijarni lobus (u sredini) i zadnji lobus @nehipofiza) (autopsija broj 351/14,
Institut za patologiju, HE, x100 ); (c) adenohigafi koju sainjavaju acidofilne,
bazofilne i hromofobnéelije (autopsija broj 427/14, Institut za patologiju, H&00 );
(d) acinusna gia adenohipofize je naglaSena srebrnom impregnacijoetikulina
(autopsija broj 592/13, Institut za patologiju, Gmmmetoda x200 ); (e) za razliku od
adenohipofize, acinusna geaje narusena u tkivu adenoma (incidentalaotppsija

broj 592/13, Institut za patologiju, Gomori metode00 ).



Zadnji lobus hipofize ili neurohipofiza je sastavlp iz pituicita i aksona
hipotalamékih neurona supraogog i paraventrikularnog jedra, koja produkuju ¢sin

i vazopresin (3).

Sagledavanje odnosa hipofize sa okolnim strukturggnad zndaja za razumevanje
simptomatologije tumora hipofize, acemuce se govoriti u daljem tekstu. Lateralno od
hipofize se nalaze kavernozni sinusi, kroz kojdgm® unutrasnja karotidna arterija, I, IV
i VI kranijalni nerv, kao i prve dve grane trigeralnog (V kranijanlnog) nerva. lznad
hipofize i dijafragme sele se na 5-10mm nalazizmja opttkih nerava, dok se ispod nalazi

sfenoidalni sinus (4).

Tumori hipofize su prema definiciji Svetske zdraeste organizacije (SZO),
neoplazme lokalizovane u seli turciki (5). Velike¢inu tumora hipofize predstavljaju
adenomi hipofize, koji paiu od celija adenohipofize, pricemu karcinomi hipofize
predstavljaju retkost. Preostale tumore hipofizedptavljaju mezenhimalni i neuralni

tumori, kao i metastaze (5, 6).

1.2. ADENOMI HIPOFIZE — OPSTE KARAKTERISTIKE

1.2.1. Definicija i epidemiologija

Adenomi hipofize su n&g&i primarni tumori hipofize. V&nom su benigne
prirode. Dovode do morbiditeta kompresijom okolnihstruktura i/ili hiper ili
hiposekrecijom hormona adenohipofize. Nastaju mtm@tnom proliferacijomcelija
adenohipofize. Predstavljaju 10-15% svih intraljednih neoplazmi, i nalaze se nadeen
mestu po testalosti, iza glioma i meningioma (5). Pre razveizualizacionih tehnika
(kompjuterizovane tomografije i nuklearne magnetezonance) su smatrani retkim
neoplazmama. Iztanavanje incidencije i prevalencije adenoma higof& veliki izazov,

budwi da neki od njih prouzrokuju izrazene simptomekingovode do nespectinih



tegoba, dok su neki asimptomatski, i bivaju otkmivimcidentalno (7, 8). U autopsijskom
materijalu @estalost adenoma hipofize iznosi 1-35%, ptneel4.4% (9). U opstoj
populaciji, prevalencija adenoma hipofize iznosi7% (9). Adenomi hipofize su retki u
pedijatrijskoj populaciji, u kojoj predstavljaju336% hirurski tretiranih tumora hipofize
(10).

1.2.2. Podela adenoma hipofize
Adenomi hipofize se mogu podeliti da osnovu viSepeetara.

Na osnovu vetiine, adenomi hipofize se dele na mikroadenomei(jira <10mm),

makroadenome (pEaika izmeiu 10 i 40mm) i gigantske adenome @ri&a>40mm) (5).

Klini ¢ki, na osnovu sekrecije hormona, adenomi hipofedede na nefunkcionalne
i funkcionalne. Nefunkcionalni (ili ,nemi) adenomhipofize mogu da nastanu
proliferacijom bilo kojeg tipaelija adenohipofize. Ukoliko ne sekretuju dovoljkaii¢inu
hormona da bi doveli do pos&nja koncentracije hormona u serumu, nazivaju cilgto
nemi“. Adenomi hipofize koji dovode do paianja koncentracije hormona u serumu, ali ne
dovode do klintkih simptoma se nazivaju Klitgki nemi“ (11). Funkcionalni adenomi
dovode do nastanka klitkih sindroma, koji su posledica hipersekrecije rekd hormona

adenohipofize (12).

U odnosu na invazivnost okolnih struktura, adenbipofize se dele na invazivne i
neinvazivne. Razlikujemo tri tipa invazivnosti adem hipofize: histoloski, radioloski i
hirurski (13, 14). HistoloSka invazivnost se moz@genjivati samo u onim uzorcima
adenoma hipofize u kojima postoji joS neko tkivaj{ege dura, mukoza paranazalnog
sinusa, tkivo (adeno)hipofize ili kost) u odnosu kige se moze proceniti invazivnost.
RadioloSka invazivnost adenoma hipofize se progenjia osnovu snhimaka &ajenih
metodom nuklearne magnetne resonance (NMR). Pudialodka klasifikacija adenoma
hipofize koja se odnosi na invazivnost tumora daitzr 1976. godine (15), i ubrzo je bila

zamenjena Knosp Klasifikacijom, koja se viSe fokalai na paraselarni rast tumora (16). U



danasnje vreme je Siroko priléeaa SIPAP radioloSka klasifikacija adenoma hipofkaga
gradira adenome u odnosu na invaziju u Sest praagaraselarno, infraselarno,
paraselarno (levo i desno), retroselarno i antémos®) (17). HirurSka invazivnost se
procenjuje od strane hirurga tokom hirurSke intecie. HistoloSka i radioloSka
invazivnost adenoma hipofize se smatraju vrlo vazprognostikim parametrima, pa su
zbog toga uvr&eni u parametre nove, prve kiiko-patoloSke klasifikacije ovih tumora
(13).

Histoloski, adenome hipofize karakteriSe gubitaknasne grde, Sto se jasno
vizualizuje srebrnom impregnacijom preparata maetogo Gomoriju (Slika 1E). Adenomi
hipofize se, kao icelije adenohipofize, dele na osnovu svojih tinkadnih svojstava
prilikom bojenja standardnom hematoksilin-eozin @E&metodom na acidofilne, bazofilne
i hromofobne adenome. Acidofilni adenomi se kana&te intenzivno tamno ruZasto
obojenom citoplazmom. Kod bazofilnih adenoma ciéapia je obojena (tamno) ljulaisto.
Celije hromofobnih adenoma imaju svetlo ®a&&tu do potpuno amfofilnu (svetlu)
citoplazmu (5).

Prema kriterijumima SZO, adenomi hipofize se dele@snovu imunohistohemijske
ekspresije hormona adenohipofize: HR, PRL, TSH, ASHi ACTH, oc¢emuce biti reti u
daljem tekstu.

1.2.3. HistoloSke i imunohistohemijske karakteristike adema hipofize

HR produkujdi adenomi hipofize

Hormon rasta produkugu adenomi hipofize predstavljaju 25-30% svih adeaom
hipofize koji su hirurski tretirani (18). U najéem broju sldajeva su klintki funkcionalni
tumori koji dovode do akromegalije, odnosno gigam&, u zavisnosti od uzrasnog doba
pacijenta. Nemi HR produkujutumori su veoma retki. Prema kriterijumima jo3uwskne
klasifikacije SZO iz 2004 godine, razlikuju se séidbodtipovi HR produkujtih adenoma
hipofize (5):



Slabo granulirani HR produkugil adenom hipofizeje celularan i hromofoban.
Graien je od sitnittelija docelija srednje vediine, jasnih granica. Jedra su krupna, neretko
nepravilna i nejednaka (nuklearni pleomorfizam),etkhg hromatina i naglasenog
nukleolusa (udljivog sa uveléanja x100). U citoplazmi ovih tumora &esto ugava svetlo
ruzicasta okruglasta inkluzija koja dislocira jedro. Qukluzije, nazvane fibrozna tela, se
intenzivho prebojavaju imunohistohemijskim bojenjema citokeratin (CK) 8, ili
aplikacijom meSavine antitela na CK koja u sebirdgadCK8 (na primer, CAM5.2,
AE1/AE3). Fibrozna tela prisutna u viSe od 50% twkin celija predstavljaju
dijagnostéki kriterijum za diferencijaciju ovog tipa HR prokiyjuceg adenoma od gusto
granuliranog. Slabo granulirani HR produktijladenomi hipofize pokazuju varijabilnu

imunopozitivnost na HR, koja nekada moze biti izn@eoskudna (5, 19).

Gustogranulirani HR produkujdi adenom hipofizge difuznog tipa rasta, gtan
od celija srednje vetiine, jasnih granica. Citoplazma je umerene dodé, granulirana,
izrazito acidofilna (acidofilni adenom). Jedra snttalno postavljena, okruglasta, svetlog
hromatina i naglasenog nukleolusa. Imunohistoh&migstoplazma gusto granuliranin HR
produkujitin adenoma je difuzno intenzivno pozitivna na CiK&da se opisuju i brojne
varijante polumesmaste, perinuklearne pozitivnosti (19, 20). Sve tiskecelije pokazuju

difuznu, intenzivnu i uniformnu imunopozitivnost k&R (5, 19).

MesSoviti, PRL i HR, produkuju adenom hipofizese karakteriSe varijabilnom
mesSavinom dva tipa tumorskdelija: hromofobnih, koje pokazuju PRL imunopozitbat, i
acidofilnih, koje su GH imunopozitivne. Tumorskelije su negativhe na preostale
hormonske markere (FSH, LH, TSH i ACTH), i pokazugdan od dva obrasca
granuliranosti (5).

Plurihormonalni HR produkujti adenom hipofizéistoloski mogu biti ili acidofilni
ili hromofobni. Nafe&e su difuznog nana rasta, grdeni odéelija jasnih granica. Njihova
glavna karakteristika je plurihormonalnost, tj pgs/o imunopozitivhosti na PRL, FSH,
LH ili TSH, pored imunopozitivnosti na HR (5, 21Po pitanju granuliranosti,

plurihormonalni HR produkuji adenomi su v@nom gusto granulirani (19).



Mamosomatotrofni adenomapada u retke varijante HR produktiju adenoma.
Histoloski, tumor je difuznog tipa rasta, dem odcelija bogate acidofilne citoplazme,
krupnog okruglastog centralno postavljenog jedraetlsg hromatina i naglaSenog
nukleolusa. Imunohistohemijski, sve tumorsiedije pokazuju imunopozitivnost na PRL i
HR (5, 21).

Acidofilni “stem cell” adenompredstavlja naji@u varijantu, kojué¢ini do 1% HR
produkujitih adenoma. Difuznog je tima rasta, grden ve&inom od hromofobniltelija sa
primesama acidofilije. Nuklearni pleomorfizam mdaé izrazen. Glavno obelezje ovog
podtipa adenoma predstavljaju vakuole, koje mogiidoelicinu jedra, koje predstavljaju
akumulirane megamitohondrije. Imunohistohemijskyi @denomi pokazuju difuznu i
intenzivhu PRL imunopozitivnost, dok je njihova Gkunoreaktivnost lakostepena do

negativna (5, 21).

PRL produkujdi adenomi hipofize

PRL produkujdi adenomi hipofize (prolaktinomi) predstavljajuj¢ete adenome
hipofize. Meiutim, nakon uvdenja dopaminskih agonista u terapiju prolaktinoraa),(
broj prolaktinoma u hirurSkim serijama ziagno opada budw da se hirurski tretiraju
iskljucivo retki, farmakorezistentni stajevi. Prema kriterijumima SZO, razlikuju se dva

podtipa prolaktinoma (5).

Slabo granulirani PRL produkugi adenomje nage&i podtip prolaktinoma. Ovi
tumori su najese difuznog tipa rasta, mada mogu biti i papilathinjima je vrlocesto
izrazena kongestijaCelije su relativno krupne, hromofobne, nejasnihnigra, ¢esto
izduzene. Nuklearni ¢elijski pleomorfizam je neznatan i ¢ava se u retkim pojeditaim
sliéajevima. Psamozna telaSca se mogu sresti. U iicignstu se nekad moze videti
amilod. Imunohistohemijski, ovaj tip tumora se &deriSe intenzivnom PRL
imunopozitivnogu u perinuklearnoj, Goldzi zoni, dok su ostali homski markeri (GH,
FSH, LH, TSH i ACTH) negativni (5). Za razliku odRHprodukujéih adenoma, gde se
granuliranost odi@vala pom@u obrasca bojenja antitelom na CK8, kod prolaktiacse

granuliranost odiduje obrascem imunohistohemijskog bojenja na PRR233},



Gusto granulirani PRL produku§iit adenomje vrlo redak podtip tumora, koji se
morfoloski razlikuje od slabo granuliranog podtg@denoma po tome Sto su njegc@edije

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

Od uvatenja dopaminskih agonista u rutinsku terapiju tppalaktinemije broj
hirurski tretiranih pacijenata sa prolaktinomimavgoma smanjen. HirurSkom tretmanu se
podvrgavaju skoro isklgivo pacijenti koji su prethodno bili tretirani dapaskim
agonistima. Tretman agonistima dopamina uzrokujefgtaske promene prolaktinoma, u
koje spadaju: smanjengelije, najviSe na r&n citoplazme; pov@n nukleo-citoplazmatski
odnos; nuklearna hiperhromazija; perivaskularnatérsticijalna fibroza; smanjena PRL

imunopozitivhost, koja ponekad moze biti veoma askau(21).

TSH produkujdi adenomi hipofize

TSH produkujéi adenomi hipofize su retki tumori, koji predstajlj oko 1% svih
adenoma. HistoloSki, ovi tumori su solidnog ili sswidalnog né&na rasta. Stromalna
fiboroza secesto srée. Ponekad se mogu videti i psamozna telaScade@rasu od
hromofobnih¢elija, nafe&e vretenastog oblika, nejasnih granica. Nuklealewmorfizam
je varijabilnog stepena. Histohemijskim PAS bojemjse udavaju sithe PAS pozitivhe
citoplazmatske globule, koje odgovaraju lizozomimnaunohistohemijski, TSH pozitivhost
je varijabilna, i u véini slucajeva se utava ispodcelijske membrane naglasSavéju

vretenasti oblik i dugske nastavke ovilielija (5, 24).

ACTH produkujdi adenomi hipofize

ACTH produkujiéi adenomi hipofize predstavljaju 10-15% svih adeadripofize.
U najve&em broju sldajeva tumor je giden od monomorfnih okruglastielija u difuznom
ili sinusoidalnom aranZmanwCelije su najeXe bazofiine, intenzivno PAS pozitivne
citoplazme. Ovakav nalaz se &=fe srée kod mikroadenoma. Kod znatnodite
makroadenomagelije su hromofobne i slabo PAS pozitivne. Pleornzarh i apoptotska
telaSca se mogu sresti. Jedra séinem okruglasta, centralno postavljena, sa naglasen
nukleolusom. U okolnoj adenohipofizi, koja je né&cetprisutna u hirurSkom materijalu



osoba sa ACTH produkujim adenomom, u kortikotrofningelijama se sk Krukova
hijalina promena, koja je posledica hiperkortizalem Ona predstavlja koncentniu
akumulaciju intermedijarnih filamenata u citoplazidrukova hijalina promena dolazi do
izrazaja imunohistohemijskim bojenjem na CK8. Imhistohemijski, bazofilni adenomi
pokazuju intenzivnu ACTH i CK8 imunopozitivnost, ld@ ona varijabilnog intenziteta i
ekstenziteta kod hromofobnih adenoma. Tumote&htige su negativne na ostale hormonske
markere adenohipofize (5, 21, 23).

Vrlo retku varijantu ACTH produkujieg adenoma predstavlja adenom Krukovih
¢elija, koji se, pored ACTH imunopozitivnosti, katakSe prominentnom citoplazmatskom
akumulacijom keratinskih filamenata (21).

Gonadotropin produkuiti adenomi hipofize

Gonadotropin produkufi adenomi hipofize se karakteriSu produkcijom
gonadotrofnih hormona, FSH i/ili LH. Oni predstaylj vetinu klini¢ki nefunkcionalnih
adenoma hipofize (11, 12). Ove adenome odliku@zizna varijabilnost u histoloskoj slici.
Vecina gonadotrofnih adenoma su sinusoidalnog tipaaragraieni od izduzenih
hromofobnih polarizovaninéelija jasnih granica, sa karakteréstim perivaskularnim
pseudorozetama. NeStodee se srée papilarni tip rasta kod gonadotrofnih adenoma.
Difuzni tip rasta je najid, i kod njega se st@ okruglaste (nepolarizovan&lije. Ovakve
¢elije vrlo retko mogu imati acidofilnu citoplazmikada ih nazivamo onkocitima.
Onkocitha promena se neretko fokalnoéer&kod gonadotrofnin adenoma. &lgim,
ukoliko dominira histoloskom slikom, tumor dobijaaziv onkocitom. Varijabilnost je
podjednako prisutna i u imunohistohemijskom proffjonadotrofnih adenoma. Ovi
adenomi znatnoée&e pokazuju FSH nego LH imunopozitivhost. Obe imwmivnosti se
ceXe sréu fokalno nego difuzno, natito LH. Gonadotrofni adenomi su tad® pozitivni
na imunohistohemijsko bojenje na Chromogranin Anapophysin i steroidogeni
transkripcioni faktor (SF-1) (5, 21, 23).



Null-cell* adenomi hipofize

.Null-cell* adenomi hipofize spadaju u retke neaptse. KarakteriSe ih odsustvo
imunohistohemijskog bojenja na sve hormone adewdbkg kao i na transkripcione
faktore (25). Histoloski, ovi tumori su r@ge hromofobni, sa razlitim stepenom
acidofilije. Pokazuju difuzni, sinusoidalni i pagihi tip rasta. Gréeni su od okruglastih i
poligonalnih ¢elija jasnih granica kojecesto formiraju perivaskularne pseudorozete.

Nuklearni pleomorfizam se ne tava (5, 25).

Plurihormonalni adenomi

Definicija plurihormonalnih adenoma se zasniva pacgi¢noj imunoreaktivnosti
na hormone koji nisu porekla iste linije difereacije (SF-1, Pit-1 i T-pit), a koja nije
uzrokovana nespecifiom ukrStenom reakcijom izrde antitela. NajeXe kombinacije
hormonskih markera su FSH, GH i TSH, kao i PRL HTRetko se sk& kombinacija
ACTH, LH, GH i PRL. Pojedingne razbacaneéelije koje su pozitivne na navedene
markere ne bi trebalo uzimati u obzir prilikom Eodjanja dijagnoze, bududa se pre radi

o zarobljeniméelijama adenohipofize, negatelijama plurihormonalnog adenoma (5, 23).

Atipi¢ni adenomi

Atipi¢ni adenomi su, prema Kkriteijumima SZO, definisarokadenomi Kkoji
pokazuju difuznu p53 imunopozitivnost, proliferativindeks véi od 3% i povéanu
mitotsku aktivnost (5). Predstavljaju oko 15% adwaohipofize u hirurskim serijama, a
nesto s€e&e sréu kod funkcionalnih adenoma (26, 27). &dé&m, u klasifikaciji adenoma
hipofize koju je Trouillas predlozila 2012. godiagpi¢cni adenomi nisu navedeni, ¥se
adenomi klasifikuju u tri gradusa, pdemu gradus 2 najviSe odgovara &tipn

adenomima.
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1.2.4. Klini ¢ke karakteristike adenoma hipofize

Adenomi hipofize koji kod pacijenata dovode dogwa simptoma i znakova koji su
uzrokovani (hiper)sekrecijom hormona nazivaju sek@ionalni adenomi. Mtim,
postoji spektar promena koje su zajé#tni za sve makroadenome, a koje su uzrokovane
efektom mase, kompresijom okolnih struktura, kaphiovom infiltracijom U njih spadaju
glavobolja, smanjenje ili potpuni gubitak funkcgelenohipofize i neurohipofize, suzenje
vidnog polja, porem&j oStrine vida i lakostepena hiperprolaktinemii@aq posledica
kompresije stalka hipofize). Suzenje vidnog polga grouzrokovano kompresijom na
opticku hijazmu, koje ol#ino progredira od superiorne lateralne kvadrantg@opireko
bilateralne hemianopsije do eventualnog slepila.r&diku od relativno lako utjivih
promena u kvalitetu vida, simptomi hipopituitarizsa podmukli, a samim tim zahtevniji
za prepoznavanje od strane ne samo pacijenatal wd strane lekara koji se ne bave
endokrinologijom. Insipidni dijabetes se retko jakao posledica rasta tumora. Adenomi
relativno ¢esto invadiraju okolne strukture: inferiorno sfefani sinus, lateralno
kavernozne sinuse (dovadelo oftalmoplegije) i rée, superiorno, mozdani parenhim (5).
Invazivnost tumora, kako makroskopska, tako i thisica predstavlja jedan od kriterijuma

savremene, klikko-patoloSke klasifikacije adenoma hipofize (13).

Hormon rasta produkujuadenomi hipofize, kao posledicu hipersekrecijentuma
rasta, prouzrokuju akromegaliju, odnosno gigantizanzavisnosti od uzrasta pacijenta u
momentu poetka bolesti. Raetak bolesti pre puberteta prouzrokuje neprestast r
(gigantizam), dok peetak bolesti posle puberteta prourokuje rast akratielova tela
(akromegaliju). Hormon rasta svoje efekte u pemifar tkivima postize putem insulinu-
slicnog faktora rasta 1 (eng. Insulin-like growth faclo— IGF-1), koji dovodi do rasta
mekih tkiva i kostiju. Grube crte lica, @ene uvéanim nosom, debelim usnama i
naglasenim nazolabijalnim brazdama su lakdjivd. Rast kostiju se najlakSe gava kroz
rast donje vilice, pouanje interdentalnih razmaka i prognaciju. Rast pazalnih sinusa
dovodi do stvaranja frontalnog ispigmja. Koza je zadebljana, oroSena znojem.cange
jezika i uvule su uzrok apneje tokom spavanja (eBlgeping apnea). Kompresivna

neuropatija se sée kod 20-30% pacijenata i @bio je tarzalna i karpalna. Organomegalija
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je vetinom asimptomatska, izuzev hipertrofije leve komkog je uzrok kardiomiopatije i
Zivotno-ugrozavajéih aritmija. Zn&ajan procenat pacijenata boluje i od dijabetestossi
Prekomeran rast hrskavice dovodi do periferne jpatie kod viSe od 70% pacijenata (28).
HR produkujéi adenomi se tretiraju ili hirurski, ili analozins@matostatina, dok se samo u
posebnim sléajevima (nakon ponavljanih hirurskih intervencijdlili i viSestruke
farmakorezistencije) sprovodi Zrea terapija (29). Zriajan je podatak da slabo granulirani
HR produkujé¢i adenomi pokazuju nesto drugja klinic¢ku prezentaciju: javljaju s&ege
kod mlatih osoba, neStéexe kod muskog pola, agresivnijeg su bioloSkog pamaSa
neretko rezistentni na terapiju analozima somatiost§20). Klinicki nemi HR produkujti
adenomi spadaju u raritete (30).

Prolaktinomi se manifestuju hiperprolaktinemijomejom od reda vetine preseka
stalka),¢iji se simptomi razlikuju u zavisnosti od uzrastaoila pacijenta. U generativhom
periodu kod Zena hiperprolaktinemija uzrokuje amejuoi galaktoreju, dok kod muskaraca
je uzrok smanjenja libida, impotencije i abnormakhnspermograma (31). Prolaktinomi
kod Zena u postmenopauzalnom periodu su retki,¢emu vrlo retko prouzrokuju
galaktoreju, &e&e se manifestuju tegobama karaktefistn za nefunkcionalne adenome,
kao Sto su glavobolja, ispadi u vidnom polju i duglike, a nekada se otkrivaju kao
incidentalomi (32).

TSH produkujdgi adenomi dovode do hipersekrecije TSH, Sto se fasiuije
hipertireoidizmom i strumom. Klidki se ovi retki pacijenti ne razlikuju po pitanju
simptoma od obolelih od Grejvsove bolesti. Ovi amencesto imaju agresivan rast i
invazivni su. Retki klintki nemi TSH produkujéi adenomi se taki® karakteriSu

agresivnijim rastom (24).

Hiperprodukcija ACTH uzrokovana ACTH produkdjon adenomom nosi naziv
KusSingova bolest. Kao rezultat hipersekrecije ACpdstoji hiperkorticizamgije klinicke
posledice su centripetalna distribucija masnogatkigbdomen, facies lunata, ,buffalo
hump*, supraklavikularne jame) i proksimalna réms slabost. Katabaki efekti kortizola

dovode do istanjenja koze, sklonosti ka stvarampuairica i ljubastih strija. Osteoporoza
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uzrokovana steroidima seesto javlja, a nakito je izrazena na &menim prsljenovima.
Hiperkortizolemija za posledicu ima insulinsku stenciju i dijabetes melitus. Imunoloska
supresija kortizolom predstavlja osnovu za brojmekcije. Efekti hiperkortizolemije na
CNS se ogledaju u depresiji, nesanici, emocionalabjinosti i oslabljenoj memoriji.
ACTH produkuji¢i adenomi su u oko 80% slajeva mikroadenomi. Makroadenomi se
sreéu u 5% sldajeva. U preostalih 15% slajeva vizualizacionim metodama se ne otkriva
jasna lezija (mikroadenondije su dimenzije ispod praga detekcije). Terapfgora ovih

pacijenata je radikalna hirurSka ekscizija aden(28a 33).

Gonadotropin produkufii adenomi pokazuju visok stepen varijabiliteta unikkoj
slici. Njihov dijapazon se kée od malih sléajno otkrivenih lezija (incidentalomi) do
velikin kompresivnih i invazivnih lezija. \@om su hormonski inaktivni makroadenomi
koji invadiraju okolne strukture. Vrldesto su uzrok hipopituitarizma (61%), glavobolje
(36%) i poreméaja vidnog polja (72%). Prezentacija pacijenta #gdggom tumora
(akutna epizoda hemorg&ge nekroze tumora) je @xa kod ove vrste adenoma hipofize
(11, 12).

Klini¢cka slika ,null-cell* adenoma hipofize iskljivo zavisi od kompresivnih
efekata tumora, bududa ovi tumori ne produkuju, a samim tim i ne stju hormone.
Hiperprolaktinemija koja se nekad &ekod ovih adenoma je reda vatie preseka stalka
(11, 25).

Klini ¢ka slika plurihormonalnih adenoma je vrlo varijalili zavisi od kombinacije
hormona koju ovi adenomi produkuju i/ili sekretujdiperprolaktinemija reda veine

preseka stalka sesto srée (18).
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1.3. CELIJSKI CIKLUS — OPSTE KARAKTERISTIKE

Celijski ciklus je proces kojim séelije dele na kerke¢elije. Tradicionalno se deli
na 4 faze: G1 (faza pripreme za sintezu DNK), S&fainteze DNK), G2 fazu (faza
pripreme za deobéelije) i M (faza deobéelije). Mnogi autori fazu mirovanja, ili GO fazu
takode smatraju fazontelijskog ciklusa. Na prelazu jedne faze u drugunakaze tzv.
kontrolne ta&ke, cija je funkcija provera kvaliteta i integriteta gena. Regulacija
kontrolnih t&akacelijskog ciklusa, nam@to regulacija G1/S kontrolne dke, se dovodi u
vezu sa poreklom/genezom tumora hipofize (34).ogfasija krozcéelijski ciklus je
regulisana pomm ciklin zavisnih kinaza (CZK). Aktivnost CZK je losljena
fluktuacijama u intracelularoj koncentraciji njihbv aktivatora (ciklina) ili inhibitora
(inhibitor ciklin zavisnih kinaza, ICZK) (35).

1.3.1. Uloga p16 u regulaciji¢elijskog ciklusa

Protein p16 su prvi put opisali Serrano i saradbh893. godine. Kodiran je genom
CDKNZ2A koji je lociran na hromozomu broj 9. P16gada ICZK familiji INK4, zajedno
sa p18®P p18Nkec j p1gdN*4d |nhibira prelazak iz G1 u S fazéelijskog ciklusa,
inaktiviraju¢i kompleks CZK4 i CZK6 sa ciklinom D, koji dalje othva RB protein u
aktivnoj, hipofosforilisanoj formi. Hipofosforilisa E2F inhibira transkripcioni faktor E2F,
koji je neophodan za prelazak G1 u S fazu (36)miatim, p16 funkcioniSe kao tumor
supresor. Redukovana ekspresija pl6 dovodi do daoee proliferacije. Delecija,
hipermetilacija ili mutacija gena CDKN2A za posledima deregulacijéelijskog ciklusa
i kancerogenezu (37). Sa druge strane, konstakthaecija pl6 (najeXe usled oStenja
DNK) dovodi do permanentnog zaustavljaégdijskog ciklusa i senescencije (37-39).

RB1 inhibitorni put, kojeg sénjavaju p1%'***-p16N<*2ciklinD/CZK4-RB1 je
poreméen kod adenoma hipofize i najverovatnije predstajddan od preduslova za

tumorigenezu (40, 41).
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Detekcija p16 proteina se sprovodi i imunohistohgkni aplikacijom brojnih mono
i poliklonalnih antitela, pricemu interpretacija rezultata nije uniformna i zawd klona

primenjenog antitela (42).

1.3.2. Uloga p21 u regulaciji¢elijskog ciklusa

P21(eng. Cyclin dependent kinase interacting prote CIP1; Wild type p53
activated faktor - WAF1) je prvi otkriveni ICZK. &ili su ga el-Deiry i saradnici 1993.
godine, kada su prepoznali i da je glavni regulet@presije p21 protein p53 (43). Funkcija

p21 zavisi od njegove lokalizacijeceliji; on ima razléite uloge u jedru i citoplazmi (44).

Glavna uloga p2l1 u jedru je zaustavljag@ijskog ciklusa nakon detektovanog
oSteenja DNK. P21 inhibira aktivhost CZK1, CZK2 i kofegsa CZKA4/6,
onemogudavajuti prelazak iz G1 u S fazéelijskog ciklusa. Smatra se da je p21 jedan od
najbitnijih regulatora odgovoréelije na genotoksni stres (UV i jonizujde zr&enje,
hemijski mutageni, citostatici) (44). P21 tdkoima uticaja na prelazak iz G2 u M fazu
¢elijskog ciklusa, tako Sto inhibira kompleks CZKtiklina B (45). Nuklearna ekspresija
p21 ima bitnu ulogu u procesu senescencije, irdviétag ulaskatelije u GO fazitelijskog
ciklusa, bez mogtnosti reaktivacije. Uloga p21 u senescenciji jeotiém naglaSena kada

je senescencija prouzrokovana 6étgima DNK (46).

Lokalizovan u citoplazmi, p21 ima ulogu u inhilpicapoptoze, povéanju
motilitetacelije, a samim tim i invazivnosti i agresivnostirtara (47-49).

Detekcija 1 lokalizacija p21 proteina se u danaSnjreme uspesSno VvrSi

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

Protein p53 je produkt tumor supresornog gena TR§8gova glavna uloga je
zaustavljanjecelijskog ciklusa, kao i indukcija apoptoze. P53ngophodan za prelazak
¢elije iz G1 u S fazu, gde ¥mom deluje kao transkripcioni faktor p21. Tdkoje glavna
komponenta G2/M prelaznecte celijskog ciklusa. Nivo p53 je regulisan povratnom
spregom, pom&u MDM2 molekula, koji vrSi njegovu razgradnju. Né&tigaciju i
pove&anje koncentracije p53 proteinaceliji uticu mnogi faktori, kao Sto su ogtnje
DNK, aktivacija onkogena i skfanje telomera (50). P53 ima uticaj u ogtawanju
proliferativnog  kapaciteta c¢elija, odnosno u aktivaciji senescencije (51).
Imunohistohemijska detekcija p53 je u danaSnje eremtinska praksa, i ima kako

dijagnosttki tako i prognostiki zana&aj kod brojnih tumora (52).

1.3.4. Ki-67 i éelijski ciklus

Protein Ki-67 je primarno bio definisan kao prgbotmonoklonalnog miSijeg
antitela sintetisanog nakon imunizacije Zivotirgdrjmacelija Hodgkinovog limfoma koja
pripadajucelijskoj liniji L428. Naziv proteina pote od imena grada u kome je prvi put
sintetisan (Kiel) i broja klona. Bududa antigen na kojeg je generisano antitelo nije
inicijalno jasno definisan, imenovan je kao Ki-6iitigen. Melutim, kada je struktura
proteina — antigena bila prepoznata na osnovu cDbHg nije odgovarala ni jednom
poznatom proteinu, te je zato zadrzan naziv pratéi-67 (53). Ki-67 je marker
proliferacije kako netumorskih, tako i tumorskidlija. Tokom interfaze, Ki-67 se detektuje
u jedru, dok je tokom mitoze translociran na pawiShromozoma. Ki-67 se detektuje u
svim fazamatelijskog ciklusa (G1, S, G2 i M), izuzev u senesnejy GO fazi (53). lako
tatna funkcija proteina Ki-67 dgelijskom ciklusu joS nije prepoznata, nesumnjivalgesu
ekspresija proteina Ki-67 delijski ciklus neraskidivo povezani. Sa druge s#ajos nije
prepoznat protein koji sa takvom precizéwwsletektujecelije koje se nalaze van GO faze
¢elijskog ciklusa. Smatra se da varijacije u integta imunohistohemijskog bojenja zavise

od podfazetelijskog ciklusa u kojoj séelija nalazi (53).
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Imunohistohemijsko bojenje Ki-67 ima Siroku primemypatologiji u svakodnevnoj
praksi. Klon Ki-67 MIB-1 je postao neizostavan kadlipagnostéki, tako i prognostiki
marker (13).

1.4. Senescencija éelijski ciklus

Senescencija predstavlja ireverzibilni zastalijskog ciklusa u GO fazi, bez
moguwnosti sinteze DNK nakon mitogenih stimulusa, k@staje kao posledica skemja
telomera ili onkogenog stresa (54). Ireverzibilnsshescencije pods&t na predpostavku
da bi senescencija mogla biti jedan od faktora kojprimiraju rast tumora i njihovu
malignu alteraciju (55). Senescencija je prvi puisana u kulturi humanih fibroblasta, kada
je Hayflick primetio dacelije nakon odréenog broja deoba prestaju da se dele (Hayflick-
ov fenomen) (56). Ovaj tip senescencije je kasmyevan replikativha senescencija, btidu
da je povezana sa brojem deoba i progresivnintslaigiem duzine telomera. Senescencija
moze biti pokrenuta i aktivacijom onkogena, kojapmsledicu ima aktivaciju izvesnog
broja antionkogena, koji su zaduZeni za nastamakzavanje ireverzibilnog boravkalije
u GO fazi. Najzn&ajniji markeri onkogenima indukovane senescendl)éSj su zapravo
markeri dva glavna tumor-supresorna puta, a kojissavremeno ukljéieni u regulaciju
klju¢nih tranzicionih téakacelijskog ciklusa: p53/p21 i pRb/p16 (39, 46, 57-60)

Budui da je senescencija multifaktorijalan proces, kedi moze razlikovati u
zavisnosti od vrste tkivacelija koje se analiziraju, a tae moze pokazivati i varijabilnost
izmedu vrsta, javila se potreba za identifikacijom¢eg broja markera (54). Dimri i
saradnici su 1995. godine patentirali danas Sifmkmenjeno histohemijsko bojenje fa
galaktozidazu (61), koje je markiralo senesceriiglge. p-galaktozidaza je lizozomalni
enzim koji se fizioloSki eksprimira u malom obimuswim tkivima i organima, a do
njegovog nakupljanja dolazi tokom procesa senegegk@da se naziva sa senescencijom
udruzenaB-galaktozidaza (engl. Senescence-associgtgalactosidase (SBA-GAL)) (62,
63). Kako je za histohemijsko bojenje na &AL neophodno sveze tkivo, mognosti
aplikacije ovog markera su ograene na relativno mali broj uzoraka. U cilju reSgaan

ovog problema, u skorije vreme proizvedena su eatiza imunohistohemijsko bojenje

17



ovog enzima na tkivu fiksiranom u formalinu i ukaljenom u parafinskim kalupima. Na
ovaj n&in je omogueno ispitivanje SA-GAL u velikim serijama, budti da parafinski

kalupi predstavljaju decenijama rutinskicmac¢uvanja tkiva.

1.5. Tkivni mikro niz

Tkivni mikro niz (TMN) predstavlja kolekciju viSearlicitih tkivnih uzoraka u jednom
parafinskom kalupu. TMN se konstruiSe tako Sto medealnih zona tkiva parafinskih
kalupa donora instrumentom izdvajaju tkivni cilindoji se pohranjuju u kalup recipijent,
odnosno budéi TMN. Ova tehnika omogtava brzu i jeftinu analizu velikog broja uzoraka
parafinskih kalupa pondo histohemije, imunohistohemije, in situ hibridigac i
fluorescentne in situ hibridizacije, ptemu se koliina tkiva kalupa donora z&éano ne
troSi (64, 65).
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2. CILJEVI ISTRAZIVANJA:

Ciljevi istrazivanja su:

1.
2.
3.

Ispitivanje ekspresije p16 i p21 u svim podtipoviatienoma hipofize
Poreienje ekspresije p16 i p21 u adenomima sa ekspmnesijadenohipofizi
Poreienje ekspresije pl6 i p21 grupe recidivantnin saupg@m
nerecidivantnih adenoma

Ispitivanje korelacije ekspresije p16 i p21 saikkim podacima pacijenata
(pol, uzrast, indeks telesne mase,dneé tumora, invazivnost tumora)
Ispitivanje korelacije ekspresije p16 i p21 sa e&spom p53 i Ki-67 u

adenomima hipofize

19



3. MATERIJAL | METODE

Istrazivanje je dizajnirano kao studija preseka.

Istrazivanje je odobreno od strane cEtig komiteta Medicinskog fakulteta
Univerziteta u Beogradu (broj saglasnosti 29/Xl|-1&data dana 01.12.2014.), a

sprovedeno je u skladu sa normativima HelsinSkéadmtije.

3.1.Mesto i period istrazivanja

U cilju formiranja eksperimentalne grupe, iz Kalimeza neuropatologiju (na
Neurohirurskoj klinici), Sluzbe za patologiju Klitkog centra Srbije u Beogradu su
izdvojeni parafinski kalupi n&ijim presecima su dijagnostikovani adenomi hipofize
periodu od 2002-2011. godine. U cilju formiranjeofisijske kontrolne grupe, iz gore
pomenute institucije su izdvojeni i kalupi na koginse pored adenoma nalazilo i tkivo
adenohipofize. Za potrebe formiranja autopsijskentiane grupe sakupljane su
adenohipofize autopsijskin slajeva Instituta za patologiju Medicinskog fakulteta
Beogradu wijim uputnim listama nije navedeno endokrinoloSkmlenje. Konstrukcija
TMN, fotografisanje preseka TMN i softverske apalisu obavljene na Institutu za
patologiju Medicinskog fakulteta u Beogradu, gde jgaien i najvéi deo
imunohistohemijskih bojenja. Deo imunohistohemijsidjenja je urden u Science for Life
Laboratory, Uppsala University, Rudbeck laboratafgpsala, Svedska. Statiéta analiza
podataka je urena na Institutu za medicinsku statistiku Medicotgskfakulteta u

Beogradu.

3.2. Selekcija ispitanika

Eksperimentalna grupaistrazivanje je sprovedeno na tkivu adenoma hzgofu
parafinskim kalupima pacijenata koji su u periodu0d.01.2002. do 31.12.2011. operisani
na NeurohirurSkoj Klinici Klintkog Centra Srbije u Beogradu. Kriterijum za izbor
pacijenata koji su uklgeni u ispitivanje je bila povrSina preseka tkivamaoma hipofize u
parafinskom kalupu V@ od 6mm. Od tkiva adenoma hipofize ovih pacijenata je

konstruisan TMN. Budti da tokom izrade TMN moZe dodo osipanja i troSenja tkiva, u
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istrazivanje su ukljeeni oni pacijenti kod kojih je na svim presecima NNdio prisutan
minimalno jedan cilindar tkiva.

Kontrolna grupa: Formirane su dve kontrolne grupe. Prva kontrolngpg (nazvana
biopsijska) je s&njena od pacijenata koji su hirurski tretirani gbadenoma hipofize na
Neurohirurskoj klinici Klintkog centra Srbije u Beogradu, u periodu od 201242fiidine,
a udijim parafinskim kalupima se, pored tkiva adenomalazilo i akcidentalno hirurski
ekscidirano tkivo adenohipofize. Od uzoraka owdkraohipofiza takdée je formiran TMN.

Druga kontrolna grupa (nazvana autopsijska) jmi@na od obdukcionih stajeva
Instituta za patologiju Medicinskog fakulteta u Bemdu tokom 2012-2014. godine, a u
¢ijoj uputnoj listi za autopsiju nije navedeno pgatge endokrinoloskog oboljenja, i kod
kojih u tkivu hipofize nisu ugene patoloSke promene. Sva tela stus&la na temperaturi
izmedu 4°C i 8°C od momenta dopremanja na Institut za patologijumbmenta péetka

obdukcije. Od uzoraka ovih adenohipofiza t@dge formiran TMN.

3.3.Instrumenti merenja
Konstrukcija TMN Tkivo iz selektovanih parafinskih kalupa adenohipofize i

kalupa adenohipofize (kalupi donori) je iskéefo za konstrukciju TMN (66). Preparati
obojeni standardnom hematoksilin-eozin (H&E) metagdmapravljeni sa preseka kalupa
donora su ponovo pregledani. Idealne zone adehgmoéize su prepoznate i obelezene na
H&E preparatima, a zatim su te zone obeleZenekahgima donorima. U kalup recipijent
(ti. TMN) su manuelno konstruisanim instrumentomigipre&nika 1.2mm) preneta po 3
cilindra iz svakog kalupa donora, kao i cilindrivik spoljaSnjih pozitivnih kontrola, u
skladu sa kori®nim antitelima (Slika 2). Na osnowtinjenice da jedan cilindar ima
povrsinu od 1.13mfp a da su iz svakog kalupa donora uzeta po tridsiéi, dosli smo do
definicije gore opisanog inkluzionog kriterjjuma eksperimentalnu grupu. Naime, do
kriterijuma povrsine tkiva adenoma hipofize u kalufonoru od 6mmsmo dosli sa ciljem
da u svakom kalupu donoru ostavimo minimalno pelowdostupnog tkiva za potencijalne

analize u budénosti.
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Slika 2: Tkivni mikro niz, (a) makroskopski izgled kalupa reggita;
(b) m&kroskopski izgled preparata TMN nakon imunohistoljgtog
bojenja.

Imunohistohemijsko bojer. Sa svakog TMN kalupa su ieni preseci debljin
5um. Manuelno su vrSenbojenja na Institutu za patologiju Medicinskog fe&ta
Univerziteta u Beogradu sledm antitelima: Citokeratin 8 (Leica Biosystems, ol S1
1:50), HR (DAKO, polyclonal, 1:400), PRL (DAKO, palonal, 1:300), FSt
(Immunotech, polyclonal, 1:3000), LFDAKO, clone C93, 1:50), TSH (DAKO, clor
0042, 1:50), ACTH (DAKO, clone 02A3, 1:100),-67 (DAKO, Clone MIE-1, 1:50), p53
(Thermo Scientific, clone DO7, 1:50), p16 (SantazX>iClone 12, 1:300) i p21 (DAKO
Clone CX418, 1:50). Bojenje je vrSeno takco je nakon deparafinizacije i antigensk
demaskiranja (u skladu sa uputstvima proda¢éa svakog antitela ponaosob) vrsi
inkubacija preseka primarnim antitelom u trajangl I minuta do 12h, u zavisnosti
uputstava proizute¢a. Za spoljasnje pozitire kontrole je kori&no tkivo visokogradusr
intraepitelne lezije cerviksa uterusa za pl6, P23,pKi-67, epitel kolona za bojenje |
SA-B-GAL, a za hormone i transkripcione faktore adenofige tkivo adenohipofize
Vizualizacija pozitivnog bojenja sezasnivala na primeni streptavi-biotin tehnike
(DAKO LSAB+ kit), a kao hromogen je kotign -3’ diaminobenzidin (DAB)

U ovom istraivanju je po prvi put kori&no novo, poliklonalno, purifikovan
antitelo na SAB-GAL HPA0069503 (koncentracija 0.307 mg/ml1:1000), koje je

.....

bojenje, kao i imunohistemijska bojenja na steroidni faktor rasta 1-1) (Invitrogen,
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clone N1665, 1:200) za hipofizu speciéini pozitivni transkripcioni faktor (eng. Pituitary-
specific positive trancription factor 1 - PIT{Novus Biologicals, polyclonal, 1:50@u

vrdena u Uppsali, Svedska, automatski, upotreborK@Automatskog stejnera (65).

Analiza imunohistohemijski obojenih preseka tkReeseci svakog cilindra TMN su
fotografisani poméu kamere Olympus DP70 na uwealnju x100.

Odretivanje podtipa adenoma hipofize na osnovu hormdniskunohistohemijskih
analiza je sprovedeno manuelno, od strane patolagesnovu kriterijuma SZO (5).

Brojanje pozitivnih i negativnih p53, Ki-67, p1§21 jedara je udeno softverski,
upotrebom programa Image J, na fotografijama imistohemijski obojenih preseka
TMA, nakoncéega je izréunat procenat pozitivnih jedara na celom uzorku.

Procena citoplazmatske pozitivnosti p21 je derem manuelno, udenjem
citoplazmatskog skora bojenja (CSB). CSB secimava mnozenjem skora intenziteta (Sl)
i skora ekstenziteta (SE). Sl dobija vrednost lakadbojenje fokalno, a vrednost 2 kada je
bojenje difuzno. SE dobija vrednost 0 kada je bej@egativno, vrednost 1 za lakostepeno
bojenje, vrednost 2 za bojenje umerenog intenziteteednost 3 za intenzivno bojenje.
Vrednost CSB moze biti od 0 do 6 (68).

Procena citoplazmatske pozitivnosti imunohistohgkaig bojenja na SBA-GAL je
vrSena tako Sto je procenjivan samo intenzitet jajebuddi da su bojenja na svim
uzorcima unutar eksperimentalne i kontrolnih grupia difuzna. Intenzitet bojenja je
gradiran kao negativan, lakostepen, umeren i intanz

Sakupljanje klindkin podataka Klini¢ki podaci su sakupljeni iz baze podataka
pacijenata NeurohirurSke Kklinike na Institutu zatopagiju Medicinskog fakulteta

Univerziteta u Beogradu.

3.4. Statisti¢ka analiza:
U studiji su korigene deskriptivne i analike statisttke metode. Od deskriptivnih
su kori€eni apsolutni i relativni brojevi (n,%), mere cattre tendencije (aritmeéka

sredina, medijana) i mere disperzije (standardnejatga i interval varijacije). Od
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analitickih statisttkih metoda kori&eni su testovi razlike i analiza povezanosti. Cxdaea
za ispitivanje zné&ajnosti razlike, kori&ni su parametarski testovi (t test i ANOVA) i
neparametarski testovi (Hi-kvadrat test, Mann-WéwtrlJ test, Kruskal-Wallis test). Za
ispitivanje povezanosti kokigéni su Pirsonova i Spirmanova korelaciona analkze i
linearna regresiona analiza. Bonferonijeva korek¢g korisena u svim skajevima
viSestrukih komparacija. Rezultati su prikazanistaklno, tabelarno i gréki. Svi podaci
su obrdeni u SPSS 20.0 (IBM korporacija) softverskom pakeé svim primenjenim
analitckim metodama nivo statiske zn&ajnosti bio je definisan verovatémm nulte
hipoteze od 0.05.
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4. REZULTATI

Od 815 pacijenata operisanih u desetogodiSnjenogherinkluzione kriterijume je
ispunilo 345pacijenata.

4.1. Distribucija pacijenata eksperimentalne grupe po ptu i uzrastu

Unutar eksperimentalne grupe 192 pacijenta (55.58@0)ila muskog a 153
(44.48%) zenskog pola. Starost pacijenata u monmreuacije se kretala u rasponu od 14
do 79 godina (srednja vrednost, 51.68 + 13.59 godur sledéu distribuciju:<20 godina,
n = 5; 21-30 godina, n = 26; 31-40 godina, n =46;50 godina, n = 74; 51-60 godina, n
= 102; 61-70 godina, n = 74; 71-80 godina, n =\2gena je statistki znatajna razlika u
uzrastu izméu polova (p = 0.039; muskarci, srednja vrednosd®3 13.10 godina; Zene,
srednja vrednost 49.99 + 14.06 godina).

Pacijenti sa gonadotrofnim adenomima su bili digks znatajno stariji od
pacijenata sa ACTH produkudjun adenomima (p = 0.011), TSH produktijo
adenomima (p = 0.012HR produkujéim adenomima (0.001) (grafikon 1).

Grafikon 1: Uzrast pacijenata sa adenomima hipofize
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0
GONADO ACTH NULL
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4.2 Distribucija adenoma hipofize u odnosu na klasifikaiju SZO

Distribucija adenoma hipofize, u odnosu na imunmiiemijsku ekspresiju
hormona adenohipfize, a u odnosu na kriterjjume $2)Qe izgledala na sledenatin: 11
prolaktinoma, 23 ACTH produkufih adenoma, 100 HR produkip adenoma, 7 TSH
produkujita adenoma, 185 gonadotrofna adenoma i 19 nulbdelhoma. HR produkuju
adenomi su podeljeni u podgrupe, u skladu sa SZ@riknmima: 55gusto granuliranih
(30 koji produkuju samo HR, 10 mesSovitih HR-PRL gw&ujwcih i 15 plurihormonalnih
HR produkujéih adenoma) i 45 slabo granuliranih (28 koji pragu samo HR, 14
mesovitih GH-PRL produkugiih i 3 plurihormonalna HR produkuja adenoma) (tabela
1).

Tabela 1: Broj adenoma hipofize unutar tipova i

podtipova
Grup_e ! podgrupe Broj adenoma hipofize
adenoma hipofize
GH 100 (28.77%)
SG-GH 45
GG-GH 55
PRL 11 (3.2%)
GONADO 185 B3.77%)
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 gmjavalo 18 pacijenata, od kojih s bila muskog
(22.2 %) a 14 zenskog pola (77.8 %). Uzrast amah#n pacijenata se kretao izdue20 i
70 godina (prosma vrednost, 46.56 + 14.31 godina); sa slede distribucijom: <20
godina, n = 1; 21-30 godina, n = 0; 31-40 goding, & 41-50 godina, n = 1; 51-60

godina, n = 4; 61-70 godina, n = 4. Nijecapa statistki znaajna razlika u starosti
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izmedu polova (muskarci, srednja vrednost 51.5 + 1.lirggdfene, srednja vrednost 48.37
+ 14.42 godina)

Tipovi adenoma hipofize, koji su se nalazili pogddidentalno ekscidiranog tkiva
adenohipofizebili su: HR produkujéi, 10; gonadotrofni, 5; ACTH produkujy 2; TSH
produkujii, 1; PRL produkujai, 1.

4.3.2 Autopsijska kontrolna grupa

Autopsijsku kontrolnu grupu je &ajavalo 60 sl&ajeva, 26 muskog (43.3%) i 34
zenskog pola (56.7%). Starost ovih ispitanika sgdta izméu 29 i 90 godina (progea
vrednost 65.451£13.56 godina). Distribucija uzrggtadekadama je izgledala na sléde
nain: 21-30 godina, n = 1; 31-40 godina, n 94150 godina, n = 5; 51-60 godina, n =
11; 61-70 godina, n = 17; 71-80 godina, n = 19;981godina, n = 6. Nije wena
statisttki znaajna razlika u starosti u odnosu na pol (muskareidnja vrednost 63.46 +
13.32 godina; Zene, srednja vrednost 66.97 *+ 1@odina).Postmortalni interval (PMI) je
odrefivan na osnovu vremena smrti koje je navedeno tnipuza autopsiju. PMI se kretao
od 6 do 96 sati, uz sleéle distribuciju:<12 sati, 10; 13-24 sati, 26; 2548 sati, 16; 49-72
sati, 6 1 73-96 sati: 2.

Pros€ne vrednosti starosti pacijenata unutar kontrolgibipa i eksperimentalne

grupe su prikazani u tabeli 2.

Tabela 2: Starost pacijenata unutar kontrolmipg i

eksperimentalne grupe

. Srednja .
Naziv grupe vrednost SD Min Max
Kontrolna 4721 | 1419 20 | 70
biopsija
Kontrolna 6545 | 1356 | 29 | 90
autopsija
Eksperimentalna 51.68 1359 | 14 79
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Statisttki znafajna razlika po pitanju starosti je dema izméu kontrolne
autopsijske i eksperimentalne grupe (p = 0.0009, ikemeiu dve kontrolne grupe (p

0.000), dok izméu eksperimentalne i kontrolne biopsijske grupe ngé&ena.

4.4 Ekspresijap16 u adenomima hipofiz
Srednje vrednosti, standardna devijacija, medijamanimalne i maksimaln
vrednosti nuklearne imunohistohemijske eksprgsi@ u eksperimentalnoj grupi adeno

hipofize, kaa u tipovima adenoma hipofizelika 3) suprikazane u tabelama 3i 4, kao i

grafikonu 2.
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Slik.a 3 p16 imunohistohemijska nuklearna ékspaes

null-cell adenomu (uv@nje 400x)

Tabela 3: Srednje vrednosti, standardna devijacijaimalne i
maksimalne vrednosti procenta p16 pozitivnih jede

eksperimentalnoj grupi adenoma hipo

Grupa Srednja SD Min Max
vrednost
Eksperimentalna p16 (¢ | 5.30 5.84 0.03 | 35.61
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Tabela 4: Srednje vrednosti, standardna devijatigdijana, minimalne

i maksimalne vrednosti procenata p16 pozitivnhdaja u tipovima adenoma

hipofize

Tip Srednja | Standardna _ Minimalna | Maksimalnal
adenoma | vrednost| devijacija Mediana vrednost | 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 jedasastandardnom
devijacijom u normalnoj adenohipofizi, svim adenomaii tipovima

adenoma hipofize
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Statisttki znaajne razlike nisu ugene po pitanju procenata pl6 pozitivnih jedara
izmedu tipova adenoma hipofize, kao ni izéepodtipova HR produkufih adenoma

(tabela 5, grafikon 3).

Tabela 5: Srednje vrednosti, standardna devijaaiedijana, minimalne i maksimalne

vrednosti procenata pl6 pozitivnih jedara u podiipa HR produkujgih adenoma

hipofize
Podtip . HR Srednja | Standardna . Minimalna | Maksimalna
produkujiteg . Mediana

vrednost | devijacija vrednost vrednost
adenoma
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

Grafikon 3: Procenat p16 pozitivnih jedara saadardnom devijacijom u

normalnoj adenohipofizi i podtipovima HR prodjkiih adenoma
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4.5 Nuklearna p21 ekspresija u adenomima hipofize
Srednje vrednosti, standardna devijacija, medijamaimalne i maksimalne
vrednosti nuklearne imunohistohemijske eksprepBd (Slika 4a) u eksperimentalnoj

grupi adenoma hipofize, kao i u tipovima adenorgrikazane u tabelama 61 7.

Tabela 6: Srednja vrednost, standardna devijanij@malne i maksimalne

vrednosti procenta p21 pozitivnih jedara u ekispentalnoj grupi adenoma

hipofize

Grupa Srednja SD Min Max
vrednost

Eksperimentalna p21 nuklearno (%) 1.68 3.2b 0.01 .8@3

Tabela 7: Srednje vrednosti, standardna devijatigdijana, minimalne
i maksimalne vrednosti nuklearne imunohistohereijgkspresije p21 u

tipovima adenoma hipofize

Tip Srednja | Standardna : Minimalna | Maksimalnal
- Mediana

adenoma | vrednost| devijacija vrednost | 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
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Slika 4: p21 imunohistohemijska pozitivhost, (a)kiearna u SGHR produkujdem

adenomu, (b) citoplazmatska, u I-cell adenomu (uv@nje 400x)

HR produkujéi adenomi su pokazali najviSu vrednost p21 poztiviedara
odnosu na sve druge tipove adenoma,épmu je statistika zn&ajnost udena samo |
odnosi na gonadotrofne adenonp < 0.001) (gafikon 4 ). Posmatrafi podiipove HR
produkujiih adenoma ébela 8), slabo granulirani adenomi, prikazani jemima grupa s
pokazali statistki znatajno viSe vrednosti p21 pozitivnih jedara u odnosa gustc
granulirane adenome (p=0.001). Kada smo podeliliHiReprodukujde adenome u odno:
na dodatnu produkciju hormona na adenome koji grgidusamo HR, meSovite F-PRL i
plurihormonalne HR produkuje adenome, ueno je da je statiski znatajna razlika
procentu p21 pozitivnih jedara prisutna samo idmalabo i gusto granulirane varijar
adenoma koji produkuju samo HR (p=0.004). Ova kaztije u@ena izméu slabo i gustc
granulirane varijante HR produkudjh adenoma sa |-produkcijom drugih hormoneSG-
HR-PRL vs. GG-GH-PRIp = 0.590; SG-Pluri-HR vs. GG-Pluri-Gpi= 0.127) (grafikon
5).
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Grafikon 4: Procenat p21 pozitivnih jedarastsadardnim devijacijama

u normalnoj adenohipofigvim adenomimatipovima adenoma hipofize
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Tabela 8: Srednje vrednosti, standardna devijatigdijana, minimalne i

maksimalne vrednosti nuklearne imunohistohemigspresije p21 u

podtipovima HR produkujieg adenoma hipofize

Poditip HR Srednja | Standardna . Minimalna Maksimalnal
produkujiteg . Mediana

vrednost| devijacija vrednost | vrednost
adenoma
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 sadéadnim devijacijama u

podtipovima HR produkujteg adenoma
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4.6 Citoplazmatska p21 ekspresija u adenomima hipizie
Srednje vrednosti, standardna devijacija, medijamanimalne i maksimalne
vrednosti p21 CSB (Slika 4b) u eksperimentalnajpgradenoma hipofize i u tipovima

adenoma hipofize su prikazane u tabelama 9 i l®j ka grafikonu 6.

Tabela 9: CSB p21 srednja vrednost, standardngadga|
kao i minimalna i maksimalna vrednost u eksperi@iaaj grupi

adenoma hipofize

Grupa Srednja SD Min Max
vrednost
Eksperimentalna p21 CSB  1.10 1.51 0 8
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Tabela 10: Srednje vrednosti, standardna devijatigdijana, minimalne i

maksimalne vrednosti p21 CSB u adenomima hipofize

Tip Srednja | Standardna _ Minimalna | Maksimalnal
adenoma | vrednost| devijacija Mediana vrednost | 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 devijacijamaumalnoj

adenohipofizi, svim adenomima hipofize i tipovindeaoma hipofize
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Gonadotrofni adenomi pokazuju najvisi p21 CSB, k@tatisttki znatajno visi od
TSH produkujdih adenoma (p=0.034) i HR produkdila adenoma (p<0.001).
Statisttki znatajne razlike izméu podtipova HR produkufih adenoma po pitanju

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

Tabela 11: Srednje vrednosti, standardna devijatigaijana, minimalne i
maksimalne vrednosti p21 CSB u podtipovima GHlpkujuih adenoma

hipofize
Poditip . HR Srednja | Standardna : Minimalna Maksimalnal
produkujiteg - Median

vrednost| devijacija vrednost | vrednost
adenoma
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 devijacijonotmalnoj

adenohipofizi i podtipovima HR produkdjh adenoma
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4.7 Ekspresija SAB-GAL u adenomima hipofize

Imunohistohemijsko bojenje na SAGAL je bilo difuzno na svim analiziranim
uzorcima adenoma hipofize, a razlike u intenzitetjenja su ugene izméu pojedinih
tipova adenoma. U tkivu adenohipofizecane su razlike u intenzitetu bojenja iziue

acinusa i izméu samihéelija (slika 516, gi h).
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Slika 5: SA-B-GAL imunohistohemijsk«
bojenje (a) lakostepeno, u gonadotrofn
adenomu, (bumerenog intenziteta, u n-
cell adenomu, (c) intenzivno, u ¢-HR
produkujitem adenomu (uvelanje 2©0x)

Broj adenoma hipofize i njihova procentualna zagtapst u eksperimentaln
grupi adenoma hipofize i

imunohistohemijskog bojenja ISA-B-GAL je prikazana u tabelama 12 i 13 i grafikon

tipovima adenoma hipofize, odnosu na intenzit

Tabela 12Broj i procentualna zastupljenost &jeva u eksperimentalr grupi

adenomai odnosu na intenzitet bojenja na-p-GAL

SA-B-GAL
Nazi . . .
azlv grupe negativno| lakostepeng umeren | intenzivno
Eksperimentalna grup- broj | 0.9 44.7% 41.0% | 13.4%
I procentualna zastupljenc (n=3) (n=144) (n=132 | (n=43)
slitajeva ‘
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Tabela 13: Broj adenoma unutar tipova adenoma izpohjihova procentualna

zastupljenost u odnosu na intenzitet bojenja NnBEML

Tip adenoma

Intenzitet bojenja na SR-GAL

Negativno | Lakostepen¢ Umereno | Intenzivno

Broj adenoma| 1 2 4 1
PRL

% 12.5% 25.0% 50.0% 12.5%
HR Broj adenoma| 1 16 36 38

% 1.1% 17.6% 39.6% [41.8%

Broj adenoma| 1 98 76 2
GONADO

% 0.6% 55.4% 42.9% 1.1%

Broj adenoma|0 17 4 0
ACTH

% 0.0% 81.0% 19.0% [0.0%

Broj adenoma|0 2 3 2
TSH

% 0.0% 28.6% 42.9% |28.6%

Broj adenoma|0 8 11 0
NULL

% 0.0% 42.1% 57.9% [0.0%
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Grafikon 8: Graféki prikaz procentualne zastupljenosti adenoma lipodi odnosu na
intenzitet bojenja SAB-GAL u razlcitim tipovima adenoma hipofize i normalnoj
adenohipofizi
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Najveti intenzitet bojenja je un kod HR produkujtih adenoma, pemu je ova
vrednost dostigla statigsku zna&ajnost u odnosu na ACTH produkdégi(p<0.001),
gonadotrofne (p<0.001) i null-cell (p=0.025) adem®om

Broj adenoma hipofize u odnosu na intenzitet (B&AL bojenja unutar HR

produkujiih podtipova adenoma hipofize je prikazan u tabéli grafikonu 9.
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Tabela 14: Broj adenoma hipofize unutar HR produdibjpodtipova i njihova

procentualna zastupljenost u odnosu na intenzijena na SA3-GAL

Podtip HR Intenzitet bojenja na SB-GAL
produkujiteg ) _
Negativno | Lakostepenq Umereno |Intenzivno
adenoma
Broj adenomal|l 9 18 11
Svi HR-SG
% 3% 23% 46% 28%
_ Broj adenomal0 5 18 27
Svi HR-GG
% 0% 3.6% 35.7% 60.7%
Broj adenoma|0 3 16 5
SG-samo HR
% 0.0% 12.5% 66.7% 20.8%
Broj adenoma|0 1 10 17
IGG-samo HR
% 0.0% 3.6% 35.7% 60.7%
Broj adenomal|l 5 2 5
SG-HR-PRL
% 7.7% 38.5% 15.4% 38.5%
Broj adenoma|0 2 4 4
GG-HR-PRL
% 0% 20.0% 40.0% 40.0%
) Broj adenoma|0 1 0 1
SG-Pluri-HR
% 0% 50.0% 0% 50.0%
_ Broj adenomal0 2 4 6
IGG-Pluri-HR
% 0% 16.7% 33.3% 50.0%
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Grafikon 9: Procentualna zastupljenost slabo iggsanuliranih HR produkugih
adenoma hipofize u odnosu na intenzitet bojenj8A$-GAL
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Gusto granulirani HR produkuju adenomi su pokazali stati&ti znatajno j&i
intenzitet bojenja u odnosu na slabo granulirarenadhe (p=0.010). Analiziragurazlike
izmedu slabo i gusto granuliranih varijanti HR produkiljuadenoma, u odnosu na ko-
produkciju drugih hormona (PRL, FSH, LH i TSH),ceoo je da statisiki znaajna
razlika postoji izméu slabo i gusto granuliranih adenoma koji produkspmo HR
(p=0.04), ali ne i izmé&u slabo i gusto granuliranih varijanti meSovitog4RRL (p=0.228)

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

4.8 Ki-67 u adenomima hipofize

Srednje vrednosti, zajedno sa standardnim dewajaej medijanom, minimalnim i
maksimalnim vrednostima procenata Ki-67 pozitivigdara su prikazane u tabeli 15 i
grafikonu 10.
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Tabela 15: Srednje vrednosti, standardna devijatigdijana, minimalne i maksimalne

vrednosti procenata Ki-67 pozitivnih jedara u tipea adenoma hipofize

_ Srednja | Standardna _ Minimalna | Maksimalnal
Tip adenoma | Mediana

vrednost devijacija vrednost | 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 pwzih jedara sa

standardnom devijacijom u tipovima adenoma hipofize
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Statisttki znatajne razlike izméu tipova i podtipova adenoma hipofize nisieme po

pitanju procenata Ki-67 pozitivnih jedara.

4.9 p53 u adenomima hipofize
Srednje vrednosti, zajedno sa standardnim dewajej medijanom, minimalnim i

maksimalnim vrednostima procenata p53 pozitivnidaja su prikazane u tabeli 16 i

grafikonu 11.

Tabela 16: Srednje vrednosti, standardna devijatigijana, minimalne i

maksimalne vrednosti procenata p53 pozitivnihjadatipovima adenoma

hipofize
Tip adenome Srednja Stanfalar.(.ina Median Minimalna | Maksimalna]
vrednost| devijacija vrednost | 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 p53tporh jedara sa

standardnom devijacijom u tipovima adenoma hgeofi
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Statisttki znatajne razlike u procentu p53 pozitivnih jedara izmdipova adenoma

hipofize nisu uéene.

4.10 Razlike izmdu kontrolnih grupa

Srednje vrednosti, standardna devijacija, minimaineanaksimalne vrednosti
procenta pl6 i p21 pozitivnih jedara i p€8B, kao i procentualna zastupljenost u odnosu
na intenzitet SA3-GAL bojenja u kontrolnim grupama &ajenih iz normalnih

adenohipofiza su prikazane u tabelama 17 i 18.
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Tabela 17: Srednje vrednosti procenata pl6 iguitivnih jedara i p21

CSB u kontrolnim grupama normalnih hipofiza

Grupa Srednja SD Min Max
vrednost
E?Ont;‘i).:a 4363 | 22.35| 0.14 | 71.14
P16 (%) konF;roJIna
N 58.90 15.43 | 24.36| 81.54
autopsija
Kontrolna 4.19 487 | 0.42 | 2064
p21 nuklearnq biopsija
0,
) Kontrolna 2.98 211 | 047 | 10.80
autopsija
p21 kontrolna 2.06 159 | 0 6
. | biopsija
citoplazmatski ontrolna
(CsB) N 2.73 1.31 0 6
autopsija

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

SAB-GAL bojenja u kontrolnim grupama

_ SA-B-GAL

Naziv grupe negativno| lakostepend umereno| intenzivng
Kontrolna biopsija — broj | 0.0% 16.7% 83.3% | 0.0%
procentualna  zastupljenos; _ _ _
slcajeva En—O) (n=3) (n=15) | (n=0)
Kontrolna autopsija - broj fig.0% 16.9% 83.1% | 0.0%
procentualna  zastupljenos; _ _ _
slcajeva En—O) (n=10) (n=49) | (n=0)

Imunohistohemijsko bojenje na p16 , p21 i BAAL u tkivu adenohipofize prikazano je

na slici6.
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Slika 6: Imunohistohemijska ekspresija pl6 u (ajtopsijskoj i (b) biopsijskoj
adenohipofizi; citoplazmatska p21 imunoekspresijgcu autopsijskoj i (d) biopsijskoj
adenohipofizi; nuklearna p21 imunopozitivnost u (@ytopsijskoj i (f) biopsijskoj
adenohipofizi; imunohistohemijska ekspresfjegalaktozidaze u (g) autopsijskoj i (h)

biopsijskoj adenohipofizi (uvalanje svih slika x400)

Prilikom poretenja dve kontrolne grupe, autopsijske i biopsijske, pitanju
nuklearne ekspresije p1l6 i p21, kao i citoplaznatekspresije p21 pB-galaktozidaze,
uocene su slede statisttki znatajne razlike:

* Procenat p16 pozitivnih jedara je Zapo bio viSi u autopsijskoj grupi (p = 0.006)
* p21 CSB je bio zr@jno visi u autopsijskoj grupi (p = 0.039).

Nuklearna p21 pozitivhost je pokazivala nesto visginosti u biopsijskoj grupi, ali
bez dostizanja statigke zn&ajnosti (p = 0.051).

Slucajevi koji su sa@injavali autopsijsku grupu su bili zégjno stariji od pacijenata
iz biopsijske grupe (g 0.001).

U cilju utvrdivanja da li su razlike u ekspresiji markera p18] pp-galaktozidaze
uslovljene razlikom u starosti pacijenata, izvr8ino komparacije u ekspresiji gore
navedenih markera izrde slwajeva koji se nalaze u istim starosnim dekadambkdm
vrSenja analize pojavila su se izvesna ogema: komparacija nije mogla biti izvrSena za
uzrasnu grupu starijih od 70 godina u autopsijgkapi, kao i za uzrasnu grupu riila od
20 godina i u intervalu 21-30 godina, bddda u grupi za komparaciju nisu postojali
slucajevi navedene uzrasne dobi. Komparacijadakuje mogla biti urdena za uzraste 31-
40 godina i 41-50 godina, bududa se u grupama nalazio po jedan pacijent, Sto je
nedovoljno za statistku analizu. Statistka analiza je izvrSena za uzrasne grupe 51-60
godina i 61-70 godina. Statighi znatajna razlika je ugena po pitanju vrednosti
nuklearnog p21, koja je bila visa u biopsijskojgr(p = 0.026).

Ispituju¢i korelacije navedenih markera u kontrolnim grupaodena je statistki
zna&ajna korelacija izmdu sled€ih markera:

* nuklearne i citoplazmatske p21 pozitivnosti u astiskoj grupi (koeficijent

korelacije 0.547, p = 0.000),

48



* nuklearne i citoplazmatske p21 pozitivhosti u bigh®j grupi (koeficijent
korelacije 0.760, p = 0.000)

* pl6 i citoplazmatske p21 pozitivnosti u autopsijgkapi (koeficijent korelacije
0.394; p = 0.002)

* pl16 i nuklearne p21 pozitivnosti u autopsijskoj grkoeficijent korelacije
0.401; p = 0.001)

Statisttki znatajna korelacija izmi#u PMI i analiziranih markera nije gena.

U cilju procene uticaja PMI na ekspresiju analizina markera, izvrSili smo
poreienje vrednosti markera pl6, p21Bigalaktozidaze izm# autopsijske grupe sa
PMI<12h, sa jedne strane i biopsijske grupe i sa PMhtarvalu 49-96h. Statistki
znaajna razlika nije uéena.

Zbog prikazanih statisiki znatajnih razlika izmédu autopsijske i biopsijske

kontrolne grupe, u daljem toku istrazivanja je &@ha samo biopsijska kontrolna grupa.

4.11 Razlike izm@u kontrolne grupe i adenoma hipofize prikazanih kagedna

grupa

Statisttki znatajna razlika je ugena izmdu biopsijske kontrolne grupe i
eksperimentalne grupe adenoma hipofize po pitawju @naliziranih markera (p16, p21
(nuklearno i citoplazmatski) i SB-GAL).

Procenat p16 i p21 pozitivnih jedara, kao i p21 C8Bbili statisttki znatajno nizi
u adenomima hipofize, u pd@enju sa ekspresijom u tkivu adenohipofize (grafika, 4 i
6) (p16, p<0.000; p21 nuklearno p<0.000; p21 audphtatski p=0.002). Intenzitet bojenja
na SAB-GAL je bio statisttki znaajno vei u grupi adenoma hipofize, u pdenju sa

tkivom normalne adenohipofize (p=0.014) (grafikgn 8

4.12 Razlike izm@u adenohipofize i podgrupa adenoma hipofize u ekspsiji
pl6
Svi tipovi i podtipovi adenoma hipofize su pokazatatistéki znaajno nize

vrednosti p16, u podenju sa normalnom adenohipofizom (tabela 19, goafik).
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Tablela 19: p vrednosti dobijene komparauijorocenata p16

pozitivnih jedara u normalnoj adenohipofiadenomima hipofize
P16 HR PRL| TSH| GONADQACTH | Null

P vrednosti,
normalna
ader_10h|pof|za 0.000( 0.001| 0.007| 0.000 0.000 | 0.009
vs. tip
adenoma
hipofize

4.13 Razlike izm@u adenohipofize i podgrupa adenoma hipofize u nukénoj

ekspresiji p21

Gonadotrofni i null-cell adenomi su pokazali stadle znatajno nize vrednosti
procenta p21 pozitivnih jedara u odnosu na kontr@rupu (normalna adenohipofiza vs.

gonadotrofni p < 0.001; normala@enohipofiza vs. null-cell p = 0.048) (grafikon 4)

4.14 Razlike izmdu adenohipofize i podgrupa adenoma hipofize u

citoplazmatskoj p21 ekspresiji

U poraienju sa ekspresijom u normalnoj adenohipofizi,igiski znatajno nize
vrednosti p21 CSB su dene kod prolaktinoma (p=0.036), TSH produkijuadenoma
(p=0.016) i HR produkujtin adenoma (p<0.001) (grafikon 6).

4.15 Razlike izm@du adenohipofize i podgrupa adenoma hipofize u ekspsiji

SA-B-GAL

Statisttki znatajno nizi intenzitet bojenja SB-GAL od normalne adenohipofize su
pokazali ACTH (p=0.001) i gonadotrofni (p=0.010eadmi. HR, TSH i PRL produkuju
adenomi su pokazalidaintenzitet bojenja u odnosu na bojenje normabienahipofize, ali
p vrednosti nisu dostigle vrednosti statisi zn&ajnosti (grafikon 8). Méutim, statisttka
zna&ajno visa vrednost intenziteta je c@ma kod gusto granuliraniRlR produkujéin
adenoma (videti poglavlje o ekspresiji $AGAL u podtipovima HR produkuih

adenoma).
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4.16 Poralenje ekspresije pl16, p21, p53, Ki-67 i SB-GAL grupe recidivantnih

sa grupom nerecidivantnih adenoma

Medu pacijentima koji su ispunili inkluzione kriterijue ove studije bilo je 19 onih
koji su operisani dva puta,@a su oba uzorka ukliena u istrazivanje. Broj adenoma u
prvoj i drugoj hirurskoj intervenciji, progea vrednost ekspresije sa standardnom
devijacijom i opsegom vrednosti markera p16, p&R, Ki-67 i SAB-GAL su prikazani u
tabelama 20 i 21. Pro&sa vrednost vremenskog razmaka izmerve i druge intervencije
je iznosila 1.471+1.736 godina. Vremenski razmakeaiu hirurSkih intervencija je varirao
od 0 do 6 godina.

Tabela 20: Broj, pros@a vrednost ekspresije sa
standardnom devijacijom i opsegom vrednosti
markera pl6, p21, p53i Ki-67 pacijenaijasu

adenomi hipofize dva puta hirurski tretirani

Naziv

markera | Srednia

redni proj J SD Min. | Max.
L vrednost

hirurSke

intervencije

pl6 -1 2.72 2.76| 0.05 9.26
pl6 -2 4.21 431 0.05 14.4%

p2ln-1 | 2.76 5.95] 0.04 25.411
p21n -2 2.17 3.74| 0.1q 15.79
p2lc-1 1.68 3.04] 0 12
p2lc - 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| 0.0 0.79
p53 - 2 0.17 0.32] 0.01] 1.34

Legenda: n — nuklearno; ¢ — citoplazmatski
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Tabela 21: Intenzitet imunohistohemijskog b@ena SAB-GAL u

prvoj i drugoj hirurskoj intervenciji

Redni broj SA-B-GAL intenzitet bojenja (%)

hlrurske . Negativho| Lakostepenp Umereno Intenzivjno
intervencije

Prva 0% 43.75% 43.75%| 12.5%
Druga 0% 50% 50% 0%

Komparacijom vrednosti analiziranih markera p161,p@53, Ki-67 i SAB-GAL
izmedu dve grupe tumora (sa prve i sa druge hirurSkervencije), pacijenata koji su dva
puta operisani, statigki znaajna razlika je ugéena samo po pitanju vrednosti Ki-67 (p =
0.025), koja je bila viSa u drugoj intervencijilftda 22). Prossme vrednosti p16 i p53 su
pokazivale tendenciju blagog porasta, dok su nuhkieacitoplazmatski p21 pokazivale
tendenciju blagog pada.

Srednja vrednost procenta p21 pozitivnih jedaraupigrecidivantnih adenoma na
prvoj hirurSkoj intervenciji je pokazala neSto vigednosti u odnosu na srednju vrednost
p21 pozitivnih jedara u eksperimentalnoj grupi amea hipofize, ali bez statigke
zna&ajnosti. Statistki znaajna razlika izméu ove dve grupe take nije ud@dena po
pitanju p21 CSB, gde su vrednosti td&obile neSto nize u eksperimentalnoj grupi.
Vrednosti procenta pl6 pozitivnih jedara su bil8taeriSe u grupi recidivantnin adenoma
na prvoj hirurSkoj intervenciji, takie bez statistke zn&ajnosti.
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Tabela 22: p vrednosti patenja
vrednosti makera p16, p21, p53,
Ki-67 i SA-B-GAL na prvoj i

drugoj hirurskoj intervenciji

Naziv markera p
pl6 0.31
p21 nuklearno 0.40

p21 citoplazmatski| 0.88

SA-B-GAL 0.21
Ki-67 0.02
p53 0.94

4.17 Ispitivanje korelacije ekspresije pl6 i p21 saklini ¢kim podacima
pacijenata (pol, uzrast, indeks telesne mase, W&ha tumora, invazivnost
tumora)

Srednja vrednost ekspresije sa standardnom dgueijaci opsegom vrednosti

markera pl6, p21, p53, Ki-67 i SAGAL u adenomima hipofize kod oba pola je
prikazana u tabelama 23 i 24.
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Tabela 23: Srednja vrednost ekspresije sa stdndar devijacijom i opsegom

vrednosti markera pl16, p21, p53 i Ki-67 u ademoanhipofize kod oba pola

Pol Srednja Stan.t.jar.c-ina Mediana| Minimum | Maximum
vrednost | devijacija
% p21 muski | 1.96 4.39 0.47 0.01 38.68
pozitivnih senski| 2.06 3.52 0.52 0.01 19.02
jedara
021 muski | 1.30 1.77 1.00 0.00 12.00
citoplazmatski| Zenski| 1.08 155 1.00 0.00 9.00
% p16 mUusKi | 6.00 7.64 3.59 0.03 57.22
-
pozitivil senski| 8.72 14.32 3.97 0.05 71.11
jedara
% Ki-67 muski | 0.32 173 011 0.00 23.71
itivnih :
pozitivil senski| 0.32 1.70 0.11 0.00 20.83
jedara
% p53 muski | 0.21 0.62 0.04 0.00 7.22
- |
pozitivil senski| 0.17 0.53 004 | 0.00 4.84
jedara

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

odnosu na intenzitet bojenja na 8ASAL

SA-B-GAL

Negativno Lakostepeno Umereno Intenzivno
Mudki | 0.54% (n=1) | 43.78% (n=81] 45.40% (n=84) 10N=19)
Zenski | 1.28% (n=2) | 41.67% (n=65) 41.67% (n=6b) 8%3n=24)

Statisttki zana&ajne razlike u ekspresiji markera pl6, p21 (citeplatski i
nuklearno), p53, Ki-67 i SA-GAL izmedu polova nisu ugene. Prosae vrednosti
markera su bile glnih vrednosti, uzuzev za pl16, gde jecelma nesto visa vrednost kod
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Zena. Kod Zena je tale uaena lakostepeno intenzivnije FAGAL bojenje, bez
statistéki znatajne razlike.

Statisttki znatajna korelacija izm#u uzrasta pacijenata i analiziranih markera
(pl16, p21, p53, Ki-67 i SB-GAL) je uaiena samo za citoplazmatski p21 (koeficijent
korelacije 0.360, p = 0.000) i SB-GAL (koeficijent korelacije -0.130, p = 0.020).

Indeks telesne mase je bio dostupan za 122 pagijeatrasponom izrde 17.2 i
41.1, prosénom vredno&u 28.16 i standardnom devijacijom 4,81.

Ispitivanjem korelacije izm# analiziranih markera (p16, p21, p53, Ki-67 i BA-
GAL) i ITM, statisticki znatajna korelacija je ugena samo kod citoplazmatske p21
ekspresije (koeficijent korelacije 0.198, p = 0033

U odnosu na vetinu, adenomi hipofize su podeljeni na mikroadenqpretnika
manjeg od 1cm), makroadenome (mi&a izmeiu 1 i 4cm) i gigantske adenome (fmika
veceg od 4cm). Broj adenoma kod kojih je bio dostupadatak o dimenzijama tumora, sa
srednjim vrednostima analiziranih markera (pl16, p2klearno i citoplazmatski, Ki-67,
p53 i SAB-GAL), standardnim devijacijama, minimalnim i maksimalnmednostima su

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

opsegom vrednosti markera p16, p21, p53 i Ki-6dmosu na vetinu adenoma

Naziv Dimenzije Broj Srednja sD Min. Max.
markera tumora tumora | vrednost
Mikroadenom 5 0.47 0.41 0.03 1.12
Makroadenom 242 1.15 2.06 0.01 19.02
p21 nuklearno
Gigantski 7 1.56 218 | 0.04 6.02
adenom
Mikroadenom 5 0.20 0.45 0 1
p21 Makroadenom | 238 1.33 1.57 0 8
citoplazmatski—=: :
Gigantski 7 1.57 162 | 0 4
adenom
Mikroadenom 5 8.73 3.30 6.27 14.26
016 Makroadenom 238 4.85 5.26 0.03 31.60
Gigantski 7 6.23 431 | 086 12.13
adenom
Mikroadenom 5 0.14 0.11 0.04 0.30
Ki-67 Makroadenom 246 0.21 0.37 0.00 3.34
Gigantski 7 0.34 033 | 001 0.78
adenom
Mikroadenom 5 0.13 0.22 0.01 0.52
053 Makroadenom 245 0.18 0.48 0.00 4.84
Gigantski 7 0.34 036 | 0.01 0.86
adenom

Grupu mikroadenoma su @ajavaladva ACTH i tri HR produkujéa adenoma, dok se u

grupi gigantskih adenoma nalazilo 5 gonadotrofi2iHR produkujda adenoma.
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Tabela 26: Procentualna zastupljenost adenomaibgpaohutar podgrupa mikroadenoma,

makroadenoma i gigantskih adenoma u odnosu naziteebojenja SA3-GAL

Intenzitet bojenja
Velicina

Negativno Lakostepeno Umereno Intenzivno
tumora
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) .2%b(n=12)
Gigantski 0% (n=0) 28.6% (n=2) | 71.4% (n=5) | 0% (n=0)
adenom

Prilikom meiusobnog pordgenja podgrupa adenoma hipofize i ekspresije markera
pl6, p21, p53, Ki-67 i SA-GAL, statisttki znaajna razlika je utena samo po pitanju
pl6 izme&u mikroadenoma i makroadenoma (p = 0.019)¢pmu su vrednosti bile vise
kod mikroadenoma.

Ispitivanje korelacije vetine tumora i analiziranih makera nije moglo bitinjeno
zbog prirode podataka (adenomi razvrstavani u gpugma velini).

U odnosu na propagaciju tumora, adenomi hipofizepedeljeni u tri grupe:
adenome sa supraselarnom propagacijom, adenomeipsasalarnom i paraselarnom
propagacijom i u grupu ,ostali, u koju spadaju siugi, znatno & nacini propagacije
(infraselarno, retroselarno, paraselarno unilatedal Broj adenoma, pro&ga vrednost
ekspresije sa standardnom devijacijom i opsegomna®ti markera p16, p21, p53 i Ki-67

u odnosu na propagaciju tumora je prikazana uitai@el
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Tabela 27: Broj adenoma, présa vrednost ekspresije sa standardnom devijacijom i

opsegom vrednosti markera pl6, p21, p53 i Ki-6 dimosu na propagaciju adenoma

Naziv Propagacija Broj Srednja _
markera adenoma tumora | vrednost =D Min. Max.
Supraselarno 42 1.09 2.22 0.02 14.00
p21 nuklearng Supra/paraselarno32 2.02 2.445 0.03 9.86
Ostalo 17 1.68 3.18 0.09 11.96
Supraselarno 42 1.21 1.46 0 4
:ifjplazmatski Supra/paraselarno32 1.12 1.86 0 8
Ostalo 16 0.44 1.03 0 4
Supraselarno 42 5.60 5.60 0.10 27.45
pl6 Supra/paraselarno32 3.96 3.84 0.25 15.50
Ostalo 18 5.73 7.25 0.08 27.12
Supraselarno 41 0.26 0.46 0.00 2.75
Ki-67 Supra/paraselarno32 0.27 0.27 0.03 1.27
Ostalo 18 0.13 0.09 0.01 0.30
Supraselarno 42 0.21 0.56 0.00 3.45
p53 Supra/paraselarno32 0.19 0.33 0.00 1.34
Ostalo 18 0.29 0.67 0.00 2.86

Procentualna zastupljenost adenoma hipofize u eadnesintenzitet bojenja SB-GAL

unutar podgrupa u zavisnosti od pravca propagpoi@zana je u tabeli 28.
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Tabela 28: Procentualna zastupljenost adenapoéize unutar

podgrupa u odnosu na intenzitet bojenjafS&AL u zavisnosti

od pravca propagacije

"l
N

Propagacija SA-GAL

Lakostepeno Umereno Intenzivno
Supraselarn® 46.15% (n=18) | 41.02% (n=16) 12.82% (n=!
Supra i| 53.33% (n=16) | 36.67% (n=11)] 10% (n=3)
paraselarno
Ostalo 50% (n=8) 25% (n=4) 25% (n=4)

U meiusobnom pordenju grupa adenoma hipofize podeljenih u odnosmaian

Sirenja (supraselarno, supra/paraselarno i ospa@itanju svih analiziranih markera (p16,
p21, p53, SA3-GAL i Ki-67), statisttki znatajna razlika je ugena samo izmikl grupe

,=ostalo” i grupe supra/paraselarno po pitanju Ki{p7= 0.030), préemu su vrednosti bile

viSe u grupi sa supraselarnim Sirenjem. Vrlo blgranice statistke zn&ajnosti su bila

sled€a poregenja: citoplazmatski p21 iznde supraselarnog i ,ostalog” Sirenja (p = 0.052);

nuklearni p21 izméu supraselarnog i supra/paraselarnog Sirenja (9629, Ki-67 izmeéu

supraselarnog i supra/paraselarnog Sirdpja= 0.096). U preostalim patenjima nije

uocena statistiki znatajna razlika.

Ispitivanje korelacije propagacije i analiziranihakera nije moglo biti &injeno zbog

prirode podataka.

4.18 Ispitivanje maiusobnih korelacija p16, p21, p53, Ki-67 i SA-GAL
Prilikom ispitivanja méusobne korelacije analiziranih markera (p16, pBB, [A-

B-GAL i Ki-67), statisttka zn&ajnost je udena izmédu sledéih parova:
* p21 nuklearno i p21 citoplazmatski (koeficijent &aicije 0.153, p = 0.005),
* p21 nuklearno i Ki-67 (koeficijent korelacije 0.3G8= 0.000),
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p21 nuklearno i p53 (koeficijent korelacije 0.3@2 0.000),

p21 citoplazmatski i Ki-67 (koeficijent korelaci§e231, p = 0.000),

pl16 i p53 (koeficijent korelacije 0.122, p = 0.025)

Ki-67 i p53 (koeficijent korelacije 0.397, p = 0@0

SA-B-GAL i nuklearno p21 (koeficijent korelacije 0.1,49= 0.001),
SA-B-GAL i p21 citoplazmatski (koeficijent korelacij8.443, p = 0.011)
SA-B-GAL i p16 (koeficijent korelacije 0.300, p = 0.000
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5. DISKUSIJA

U ovom istrazivanju analizirana je imunohistohekajgkspresija markekzlijskog
ciklusa p16 i p21, produkta tumor supresornog gesgai proliferativnog markera Ki-67 u
grupi od 345 adenoma hipofize. Buétlwa su pl6 i p21 takie markeri senescencije, u
istrazivanje je ukljgen i Siroko primenjivani marker senescencifggalaktozidaza.
Adenomi hipofize su, posmatrani kao jedna grupekapali statistiki znatajno nize
vrednosti pl6 i p21 (nuklearno i citoplazmatski) poreienju sa tkivom normalne
adenohipofize. Za razliku od ovih markera, integizliojenja na SA-GAL je bio vei u
adenomima hipofize, nego u tkivu adenohipofize.ddmpodtipova adenoma hipofize, kao
i izmedu njih i tkiva normalne adenohipofize, suceae brojne statisiki znatajne razlike u
ekspresiji p16, p21 i SR-GAL, ukazuj¢i na zng&ajan uticaj produkcije hormona na njih.
Za razliku od njih, nisu u®ne znd&ajne razlike u ekspresiji Ki-67 1 p53 izkhe podtipova

adenoma.

Tkivni mikro niz (TMN) je metoda koja omogava brzu, pouzdanu i jeftinu
imunohistohemijsku analizu velikog broja tumora marfne grde. TMN je i na tkivu
adenoma hipofize poznat kao pouzdana metoda (69N&e istrazivanje razlikuje od
predasnjih ¢injenica da je urdeno na zné&jno ve&em broju uzoraka, kao i da je, prema
nasSim saznanjima prvi put ispitivana senescencij@denomima hipofize primenom
imunohistohemije na TMN preparatima.

Inhibitor ciklin zavisne kinaze p21, lokalizovan kiearno, ima vaznu ulogu u
zaustavljanjucelijskog ciklusa na kontrolnim G1/S i G2/Mctama, kao i u inicijaciji
senescencije (44, 46). P53 je nagajaiji inicijator aktivnosti p21. Naime, p53 se w&tise
u vetoj kolic¢ini nakon detekcije poremaja DNK, a u cilju kratkotrajnog zaustavljanja
¢elijskog ciklusa tokom kojeg bi mehanizmi poprawkk aktivirani. Medutim, ukoliko je
za popravku DNK neophodno aktivirati kompleksnijelranizme, sintetiSe se p21 koji u
duzem vremenskom intervalu vrSi inhibicigelijskog ciklusa (47). U naSem istrazivanju
najviSe vrednosti procenata p2l pozitivnih jedara xXene u HR produkugim

adenomima, prkemu je statistki znatajna razlika uéena samo u odnosu na gonadotrofne
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adenome. NasSi rezultati su u skladu sa prethodsimaZivanjima, pricemu je uzorak
adenoma hipofize zdajno (i do 10 puta) @& nego u prethodnim istrazivanjima (68, 73,
74). Meiutim, podelom HR produkufih adenoma na slabo i gusto granuliran€&ena je
statisttki znaajna razlika izméu ove dve grupe adenoma hipofize, pemu su vise
vrednosti uéene kod slabo granuliranih adenoma. Prema naSimaspgma, po prvi put je
uraiena komparacija slabo i gusto granuliranih adenbipafize u odnosu na nuklearnu
p21 ekspresiju. Poznato je da se bioloSko ponaSsiajeo i gusto granuliranin HR
produkujiin adenoma zri@jno razlikuje. Slabo granulirani adenomi se jgulja mlaioj
populaciji, pokazuju agresivnije ponasanje, tengennvazije sfenoidalnog sinusa, kao i
rezistenciju na terapiju somatostatinskim analoz{®@, 20, 75-81). Znafi da p21 na
nuklearnoj lokalizaciji uzrokuje zaustavljargelijskog ciklusa, ne bismocekivali da slabo
granulirani HR produkujti adenomi pokazuju bioloski agresivno ponaSanjak,lpvakvo
bioloSko ponasanje bi se moglo objasniti na nekafi&ina. Prvo, postoji mogunost da se
p21 sintetiSe u W] koli¢ini kao odgovor na poremaj grale DNK. Sa druge strane,
takade postoji mogeénost da slabo granulirane adenome karakteriSe moegrfunkcije
efektora na koje wte p21, tako da uprkos paianoj sintezi p21, on ne ostvaruje svoj
efekat i slabo granulirani adenomi ostaju biolo&giesivni. Druga moguost bi bila da
p21 inicira epitelno-mezenhimalnu tranziciju, kgg opisana ucelijskim kulturama
fibroblasta i HR produkujtih adenoma (82, 83). Epitelno mezenhimalna trajazjeijedan
od momenata maligne alteracije i metastaziranjaigmal tumora (82). Ipak, slabo
granulirani HR produkuii adenomi su benigni tumori koji pokazuju agregeni
ponasSanje, ali ne i sklonost ka metastaziranjuadzsvega, nije Wena @estalija sklonost
slabo granuliranih adenoma hipofize ka malignograltiji (18, 27, 68, 84, 85). Najnize
vrednosti p21 pozitivnih jedara sudeme kod TSH produkufih adenoma, kod kojih su,
prema nasim saznanjima, po prvi put prikazane wsiiliprocenata p21 pozitivnih jedara.
TSH produkujdi adenomi ponekad ispoljavaju agresivnije biologkmasanje i u viSe od
95% pokazuju zadovoljavajuodgovor na terapiju somatostatinskim analozimg, (Z8).
Gonadotrofni i null-cell adenomi su tak® pokazali u naSem istrazivanju niske vrednosti
p21, koje su u skladu sa prethodnim istrazivanj{6&. NaSe istrazivanje ukazuje da bi u

budwim istrazivanjima trebalo razmatrati nuklearnu pgazitivnost kao potencijalni
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indikator agresivnog ponaSanja, i kao prediktor awbga na terapiju somatostatinskim

analozima.

Citoplazmatska p21 pozitivhost je ispitivana u tkeii organima u nesSto manjem
obimu nego nuklearna pozitivhost, bddda su prva saznanja o aktivnosti p21 bile vezane
upravo za nukleus. Weno je da su funkcije p21 na citoplazmatskoj |dadiji
kontradiktorne funkcijama na nuklearnoj lokalizadfjada protein p21, nakon svoje sinteze
u citoplazmi i finalne obrade u endoplazmatskonkoétmu ostane u citoplazmi (umesto
da bude transportovan u jedro), on stimuliSe apupteelija i dovodi do povéanja
motilitetacelije (44, 46). Takde je uéeno da maligni tumori koji pokazuju citoplazmatsku
p21 pozitivhost su invazivniji i agresivniji (86) nasem istrazivanju citoplazmatska p21
pozitivnhost, procenjena citoplazmatskim skorom b@ggCSB), je imala niske vrednosti u
svim adenomima, sa maksimalnom vrediuwo3,5/12. Ove najviSe vrednosti sutane kod
gonadotrofnih adenoma, a pokazale su stétisthatajno visu vrednost samo u odnosu na
HR produkujée adenome. Nasi rezultati su u skladu sa prethodtrazivanjem (68), gde
su najviSe vrednosti citoplazmatskog p21 bojenjgene kod nefunkcionalnih adenoma
hipofize, koje u najv@m procentu s@njavaju gonadotrofni adenomi. Metim, naSe
istrazivanje je u dijagnoskom smislu preciznije, jer je, prema nasim sazmaajipo prvi
put ispitivana razlika citoplazmatske p21 pozitisiazmeiu gonadotrofnih adenoma i
null-cell adenoma hipofize, koji tale spadaju u nefunkcionalne adenome. Interesantan je
podatak da su null-cell adenomi pokazali nizi C¥Bgonadotrofnih adenoma, sto ukazuje
da je citoplazmatska ekspresija p21 mozda povezangrodukcijom transkripcionog
faktora SF-1 (87), koji imunohistohemijski vrsi tiligkciju imedu gonadotrofnih i null-cell
adenoma. Gonadotrofne adenome, pored nefunkcicstglnkarakteriSe klirdki, u
najve&em broju slutajeva, neagresivan rast, tako da kodine pacijenata ne dolazi do
invazije kavernoznih sinusa (12, 88, 89). Zbog dkanakteristika, gonadotrofni adenomi
nage&e imaju supraselarnu propagaciju (90). Sa starmviSitoplazmatske p21
pozitivnosti, @ekivali bismo u skladu sa literaturnim podacima,gd@adotrofni adenomi
pokazuju agresivnije ponaSanje, béidda imaju najviSe vrednosti CSB theadenomima

hipofize. Ipak, ¢ini se da je niska vrednost p21 CSB, sa maksimalnoednosu u
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adenomima koja dostize samtvrtinu mogide maksimalne vrednosti, nije dostigla
potencijalnu donju granicu koja je neophodna zavapzojaanog motilitetacelija.
Najizrazeniji p21 CSB uten kod gonadotrofnih adenoma bi se mozda mogaostave
vezu s&injenicom da oni vénom produkuju, ali ne i sekretuju svoje hormon&KFi/ili
LH). Drugim re&ima, retencija hormona u citoplazmi bi mozda modliéi uzrok
zadrzavanja p21 u citoplazmi. U prilog ove hipotgmgore i istrazivanja udgna véinom

na ¢elijskim kulturama, u kojima je zakieno da je jedan od razloga retencije p21 u
citoplazmi poreméaj ubikvitinacije ovog proteina (86, 91-94). NiZ2p CSB uden kod
null-cell adenoma bi govorio u prilog ove hipotekaditi da null-cell adenomi ne sintetiSu

(samim tim i ne produkuju) hormone adenohipofize.

Vredno je pomena da su slabo i gusto granulirani giétdukujui adenomi, koji
inace Klinicki pokazuju zn&ajnu razliku u prezentaciji u smislu da su slabangtirani
adenomi zn&jno agresivnijeg bioloSkog ponaSanja (19, 20, 757B-81), pokazali vrlo
slicne nivoe p21 CSB. Narde se zakljgak da je, potencijalno, agresivnije ponasanje kod
tumora sa citoplazmatskom p21 ekspresijom, rezameissamo za maligne tumore regija
izvan hipofize, budéi da u jedinom istrazivanju citoplazmatske p21 peaosti u
karcinomima hipofize (68), na svega 6¢sljeva, skor bojenja bio nizi nego u adenomima
hipofize. Takaie se moze pretpostaviti da ctoplazmatski p21 kaeugbé tumora, kao Sto

su adenomi hipofize, ne deluje kao potencijalnikeamvazivnosti.

Citoplazmatska p2l1 ekspresija, pored toga Sto j@eyanma sa povanim
motilitetom celije, povezana je i sa proapoptotskom aktiémo&4). Buddi da je ova
aktivnost u kontradikciji sa poganim motilitetom, postavlja se pitanje u kojémlijama se
aktivira koja funkcija. Histoloski gledano, apopsom adenomima hipofize je retka (21).
Apoptotska aktivnost je nesto izrazenija (do 2%) R&TH produkujidih adenoma (95). U
nasem istrazivanju, p21 CSB ACTH produldijuadenoma je bio oko 1, Sto je vrlo nisko.
Ovaj rezultat nas navodi na zakigk da verovatno citoplazmatski p21 nije povezan sa
poveanom apoptotskom aktivn@s ACTH produkujéinh adenoma. Apoptotska aktivnost u
adenomima hipofize je take uadena kao jedna od posledica tretmana tumora

medikamentoznom terapijom (npr. dopaminski agonigtietmanu prolaktinoma) (96, 97).
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Neki autori smatraju da je apoptotska aktivnost gzama sa agresiviias adenoma
hipofize (98). Apoptoza se kod adenoma hipofizeowpdi posredstvom bcl-2 i Bax
proteina, pricemu se njihova zastupljenost razlikuje u zavisnogtfunkcionalnosti: bcl-2
je u ve&em procentu prisutan kod nefunkcionalnih adenont&o(®rema 71.5%), dok je
Bax prisutan kod svih funkcionalnih adenoma (100%)vega 53.5% nefunkcionalnih
adenoma (99). U naSem istrazivanju najviSe (iakonjske) vrednosti p21 CSB suceoe

kod gonadotrofnih adenoma, koji su u népmm procentu skajeva nefunkcionalni (11,
100). Ovaj rezultat bi se mozda mogao taitnas svetlu vrlo niskih vrednosti p21 CSB u
celom istrazivanju, koje su potencijalno nedovoljida bi pokrenule aktivnost

citoplazmatski eksprimiranog p21.

P16 je inhibitor ciklin zavisne kinaze, koji dovodo zastoja u kontrolnoj &ki
G1/S celijskog ciklusa (41). P16 dovodi do zastdjaliiskog ciklusa vezuji se za
CZK4/6, koja reguliSe fosforilaciju Rb proteina. Riotein je aktivan u hipofoforilisanom
stanju, kada vezuje transkripcioni faktor E2F. Btoan koncentracije pl6, funkcija
CZK4/6 je inhibirana, Rb protein ostaje u svojojtiakoj hipofosforilisanoj formi, a
transkripcioni faktor E2F ne moZze biti osldem (41). Buddi da dovodi do zastoja
¢elijskog ciklusa, prepoznat je i u rgnoj praksi primenjen i kao marker senescencije
(101). U naSem istrazivanju, stati&ii zna’ajne razlike izméu podtipova adenoma
hipofize po pitanju p16 nisu gene. Stavide, srednje vrednosti procenata p16iyuihit
jedara su bile vrlo sine, sugeristi da ekspresija p16 u adenomima hipofize nije Ugoa
produkcijom razkitih hormona. Vredno je pomenuti i da podela gréffe produkujiéih
adenoma na podtipove tal@nije dovela do statiski znatajne razlike, Sto nas navodi na
zakljutak da ekspresija pl6 nije uslovljena ni obrasceanygiranosti adenoma. NasSi
rezultati su saglasni sa rezultatima prethodneijst@8), koja je, za razliku od naSe,
obrafivala znatno manji uzorak od 40 adenoma hipofizekojpj je vrSena procena
procenata pozitivnih p16 jedara na 5d#ija, u zoni celog preparata gde je koncentracija
pozitivnih jedara bila najy@. Vrlo niske vrednosti p16 u adenomima hipofize Kaio
nezavisan podatak, ukazivale na sklonost ka @@ proliferativnoj aktivnosti i malignoj

alteraciji, koja se kod adenoma veoma retk@esreNeki benigni tumori sa vrlo niskom

65



incidencijom maligne alteracije, kao Sto su newsie, u visokom procentu eksprimiraju
pl6 (102). Ipak, pojedini maligni tumori, kao Sta skvamocelularni karcinom gta
materice (103) i regije glave i vrata (104) se k&aSu intenzivhom i ekstenzivnom

prebojeno&u p16.

P16 je, pored toga 5to je marker senescencijerkenatarenja. Smatra se da se sa
starenjem pow&ava i broj pl6 pozitivnihéelija u organizmu, koji, izm#u ostalog,
doprinosi smanjenoj sposobnosglija tkiva da se dele u starosti (105, 106). Uenas
istrazivanju su utene statistki znaajne razlike u starosti pacijenata sa Katmn
tipovima adenoma (pacijenti sa gonadotrofnim adenrsu bili statistii znatajno stariji
od pacijenata sa HR, TSH i ACTH produktim adenomima). Mé&utim, budéi da razlike
nisu u@ene i u ekspresiji p16 izrdie adenoma hipofize, nawe se zakljgak da, u
adenomima hipofize, proces starenja pacijenta pgémo nije povezan sa ekspresijom
pl6. Budui da prema naSim saznanjima, do sad nije vrSengéamnija razlika u starosti
pacijenata i pl6 ekspresije u adenomima hipofize, ppdaci daju naSem istrazivanju

poseban zrij.

SA-B-GAL je nageXe kori&eni marker senescencije, kak@elijskim kulturama,
tako i u tkivu (62). Prema dostupnim literaturnimdacima, bojenje na SB-GAL je prvi
put u ovom istrazivanju ud@no novim, poliklonalnim antitelom na tkivu adenohipofize
i tkivu adenohipofize. Nasi rezultati bojenja selikaiju od do sada objavljenih rezultata
dva rada (68, 73). Naime, u naSem istrazivanjmniohistohemijsko bojenje antitelom na
SA-B-GAL bilo difuzno, sa malim varijacijama u interatii, dok je u prethodnim
istrazivanjima bilo fokalno i/ili difuzno (68, 73)J prethodnim istraZivanjima (68, 73) su
takade kori€ena poliklonalna komercijalno dostupna antitelad#), za koje ne postoji
podatak o pr&Séenosti. M@utim, antitelo kojim je rédeno naSe istrazivanje je pi&eno,

I, za sada, se koristi samo u istrazkesvrhe-galaktozidaza je lizozomalni enzim koji se
detektuje welijama sisara. U skladu sa kiselom sredinom organéojoj je lokalizovana,
lizozomalnaB-galaktozidaza pokazuje napreaktivnost pri pH 4.0 i pH 4.5, dok je njena
aktivnost zn#&ajno smanjena pri pH 6.0 (107). Zapravo, aktivnpsggalaktozidaze je

nemerljiva u proliferiSéim ¢elijama prilikomin situ bojenja na x-galaktozidazu pri pH6,
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Sto su uslovi u kojima se detektuje BAGAL, iako je aktivnost lizozomalneB-
galaktozidaze bila u normalnom opsegu pri kiseldrh fpak, nakon serije indirektnih
fizioloSkih eksperimenata je predlozeno da se pawe aktivhost lizozomalng-
galaktozidaze tungakao aktivnost SA3-GAL (63). U prilog ovoj tvrdnji govori Einjenica
da su vrednosti lizozomalrfegalaktozidaze bile z&ajno viSe u kasnijim pasazanelija

u kulturi nego u ranijim pasazama, kako pri meramgupH 4.5, tako i pri merenju na pH
6.0. Takae je bitno napomenuti da su vredndstyalaktozidaze uvek bile viSe prilikom
merenja na nizem pH nego pri viSem (63, 108-11@)je) broj i veltina lizozoma se
poveavala ucelijama u kasnijim pasazama (111). Ova zapazangzuji da aktivnost
lizozomalnep-galaktozidaze raste u senescentialijama kao posledica pos&nja njene
kolicine u uvéanim lizozomima, Sto nadmasuje prag detekB#galaktozidaze, tako da
ona postaje detektabilna i na suboptimalnom pH(&3) 109). Lee i saradnici su dokazali
da je SAB-GAL kodirana genom lizozomalrggalaktozidaze, kao i da nivo lizozomalne
B-galaktozidaze raste u procesu senescencije (62Qvasn istrazivanju su prepoznate
varijacije u bojenju antitelom na SBGAL, a koje podrzavaju lizozomalno poreklo
enzima, kao i teoriju povavanja broja i vetine lizozoma u procesu senescencije. Naime,
unutar HR produkujtin adenoma, gde je imunohistohemijsko bojenje na3SML bilo
najintenzivnije, zapazeno jectasto (engl. ,dot-like pattern“) bojenje, koje jekada bilo

u vidu jedne velike globule (mega-lizozom?), ividu nekoliko manijih. Takde, u@eni su

i slucajevi kada je citoplazméelija adenoma ispunjena velikim brojem sitnih gliabu

(lizozoma).

U naSem istrazivanju, najviSe vrednosti $£&5AL su u@ene kod HR produkugih
adenoma, Sto je u skladu sa prethodnim istrazivenj{68, 73). Budti da senescentne
¢elije karakteriSe odsustvo proliferativhe aktivnpstekivali bismo da HR produkugi
adenomi vrlo sporo rastu i da imaju neagresivndoBl®m ponaSanje. Mi@tim, poznato je
da, slabo i gusto granulirani adenomi pokazujukeetazlike u bioloSkom ponasanju: slabo
granulirani se javljaju u méoj populaciji, agresivniji su, invazivniji i rezishtniji na
terapiju somatostatinskim analozima. Gusto graaniiHR produkujgi adenomi pokazuju

potpuno suprotne karakteristike (20, 77, 79, 8bydPaknuti ovim saznanjima, ispitali smo
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SA-B-GAL aktivhost u ova dva tipa HR produkijb adenoma. Gusto granulirani (kitki
neagresivni) HR produkugu adenomi pokazali su statigti znatajno intenzivnije SAB-
GAL bojenje od slabo granuliranih (klifki agresivnin) HR produkujih adenoma, Sto
ukazuje da bi agresivnost slabo granulirakiR produkujéih adenoma mogla da bude
uzrokovana aktivacijom senescencije. Prema nasmmasgima, analiza razlike intenziteta
SA-B-GAL bojenja izméu slabo i gusto granuliranih HR produkéijuadenoma je udena
po prvi put, i daje naSem istrazivanju na éaja. Znaj¢i da HR produkujie adenome
karakteriSe moginost da produkuju samo HR, ali da mogu i da proplukdruge hormone
(HR-PRL produkujdi adenomi i plurihormonalni HR produkujuadenomi), izvrsili smo
podelu slabo i gusto granuliranih adenoma na iSkiguHR produkujiée, meSovite HR-
PRL i plurihormonalne HR produkuja adenome. Zatim smo ispitali razliku iztoneslabo

i gusto granuliranih varijanti ovih adenoma. Stalls znaajna razlika u intenzitetu Sp-
GAL bojenja izmdu slabo i gusto granulirane varijante se zadrZzataoskod adenoma koji
produkuju samo HR, dok su vrednosti intenziteta [S&AL bojenja bile vrlo skne kod
mesovitih HR-PRL i plurihormonalnih HR adenoma. Qeizultati snazno podrzavaju
zakljutak da dopunska produkcija hormona u HR produkomjuadenomima ute na
intenzitet SAB-GAL bojenja, a samim tim i na aktivaciju senesgencMedutim, postavlja
se pitanje, da li ova ,dopunska“ hormonska prodakatice i na aktivaciju senescencije i
biolosko pona3anje ovih adenonf@injenica je da se razlike u intenzitetu $ASAL
bojenja izméu meSovitih HR-PRL i plurihormonalnih HR produkéijn adenoma
izjedn&avaju, i to tako Sto se vrednosti kod slabo graawih adenoma povavaju, a
vrednosti gusto granuliranih smanjuju. &i&im, te vrednosti nikada ne dosezu niske
vrednosti koje se sta kod adenoma koji isklfivo produkuju PRL, FSH i LH, tako da je
za visok intenzitet bojenja na JAGAL kod HR produkujaih adenoma ipak,
najverovatnije odgovoran hormon rasta. Chesnokosaradnici su nedavno dokazali da
hormon rasta ima vrlo bitnu ulogu u aktivaciji secencije, kakaelija tumora hipofize,
tako i drugih tumora (73). Pozitivna korelacija &ta kolicine HR uceliji i intenziteta SA-
B-GAL bojenja je uéena u naSem istrazivanju. Naime, slabo granulitdReprodukujide
adenome karakteriSe oskudna (u nekiaevima odsutna!) produkcija HR (112). Ovi

adenomi u naSem istrazivanju su pokazivali izuzstab intenzitet SA-GAL bojenja. Za
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razliku od slabo granuliranih, gusto granulirane lHRdukujde adenome karakteriSe
obilje hormona rasta u citoplazmi, Sto se podudaraajintenzivnijim SA3-GAL bojenjem

u naSem istrazivanju. Treba i&Gtada SA$-GAL, iako je nafeXe kori¥eni marker
senescencije, nije direktno uldgn u proces senescencije (62). Za razliku od njega,
hormon rasta je direktno ukfjan u aktivaciju senescencije (73), tako da bi garpmjalno,

u bud¢im istrazivanjima, trebalo koristiti kao marker ssnencije.

ACTH produkuj¢i adenomi se histoloSki dele na dva tipa: bazofddenomi i
hromofobni adenomi (5, 113). Bazofilni adenomi swatmo ¢ei i skoro uvek su
mikroadenomi (21). Za razliku od njih, hromofobniCAH produkujéi adenomi su
vecinom makroadenomi i neretko su ,nemi“, tj. ne sékjie ACTH (114). U naSem
istrazivanju, u grupi mikroadenoma se nalazilo svdga ACTH produkujta adenoma,
dok su preostalin 21 bili makroadenomi. Bdidda nam nije bio dostupan podatak o
sekretornoj aktivnosti analiziranih adenoma hipsfimogli bismo da pretpostavimo da su
ovi ACTH produkuj¢i makroadenomi hipofize bili potencijalno ,nemi“o#nhato je da
klinicki ,neme* ACTH produkujée adenomei hipofize karakteriSe agresivniji raan k
rezistencija na aktuelne vidove terapije (114, 11835 podatak o najnizem intenzitetu
bojenja na SA3-GAL, i samim tim odsustvom aktivacije programa esgencije, bi se
moglo, potencijalno, objasnitesto agresivno klisko ponaSanje ovog podtipa adenoma.

Imunohistohemijsko bojenje antitelom Ki-67 (klon BALL) predstavlja neizostavni
deo svakodnevne rutinske prakse u patologiji. PrégmSaaktuelnoj klasifikaciji SZO,
proliferativni Ki-67 indeks vé& od 3%, udruzen sa difuznom prebojefio§edara na p53
predstavlja kriterijum za dijagnozu atippg adenoma hipofize (5). Metim, metodologija
merenja proliferativnog Ki-67 indeksa nije precizdefinisana, zbogega su se brojni
autori bavili ovom temom. Tako je Trouillasc¢gdla predlog nove, kliniko-patoloske
klasifikacije adenoma hipofize, gde predlaze pracproliferativnog Ki-67 indeksa na 10
polja velikog uvekanja (PVU) koja su povrsine 0.30rigde se dekuje oko 50@&elija na
PVU), u zonama najée proliferativne aktivnosti tumora (eng. Hot spotivty). Trouillas
smatra da donja granica za procenu agresivnijegdkog ponasanja adenoma hipofize za
Ki-67 treba da ostane 3%, ali da ovom paramettoatqgridruziti i druge, kao Sto je broj
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mitoza i broj p53 pozitivnih jedara (13, 52). @hib pak predlaze procenu proliferativhog
Ki-67 ineksa na pet reprezentativnih zona, gmu se u svakoj zoni nalazi minimalno
1000 ¢elija. Ona takde smatra da je proliferativni Ki-67 indeks od iz zngaja, ali
da njegove vrednosti ¥e od 1.5% iziskuju intenzivnije p¥anje pacijenta i nastuju
agresivnije ponaSanje adenoma (116). Gejman dsgnissu procenu proliferativhog Ki-67
indeksa vrsili na dva PVU, ptemu su procenu vrsili na 800-1568lija (117). Meutim,
¢injenica da proliferativna aktivnost u adenomimadfize, kao i véine endokrinih
neoplazmi, moze biti fokalnog karaktera dodatnezava njenu procenu. Ova tvrdnja se
narc@ito odnosi na one stajeve kada je tkivo adenoma hipofize koje je ddgaw na
patohistoloSku analizu veoma oskudno. Dalje, hegtmost u proceni proliferativhog Ki-67
indeksa ne samo u adenomima hipofizegaotiod procene intenziteta bojenja, za koju je
poznato da varira u zavisnosti od fazgtijskog ciklusa u kojoj se ispitivanzelija nalazi
(53). U ovom istrazivanju proliferativni Ki-67 inkle je procenjivan automatski, upotrebom
softvera kome je predefinisan intenzitet bojenjdaja, a u cilju eliminisanja uticaja
subjektivnog stava osobe koja procenjuje intenzliejenja. Minimalna povrSina za
procenu proliferativnog Ki-67 indeksa je bila 1nir#%, Sto je povrsina jednog cilindra
TMN. Ova relativno mala povrSina predstavlja ogéamajti faktor, ali tak@e moze da
predstavlja i povrSinu tkiva koja se neretko moasts u svakodnevnoj praksi dijagnostike
adenoma hipofize. Prednost metode procene prdifacy Ki-67 indeksa koji je koréen

u ovom istrazivanju je procena na celom dostupnoaterjalu, nezavisno od ,hot spot
activity”. Medutim, budui da su cilindri TMN iz kalupa donora uzimani poingipu
slucajnosti, oni mogu, ali i ne moraju biti reprezeptoliferativnog indeksa celog uzorka
adenoma hipofize. U naSem istrazivanju svi tipaersoma hipofize su pokazali priblizno
iste nivoe proliferativnog Ki-67 indeksa, p¢femu su vrednosti bile najviSe u TSH, a
najnize u gonadotrofnim adenomima. Prema tome, asagl smo sa prethodnim
istrazivanjima (5, 13) da visina proliferativnog-&7 indeksa nije zavisna od produkcije

hormona adenoma hipofize.

Protein p53 je nazvaguvarom genoma, bududa se ovaj protein sintetiSe

intenzivno nakon detekcije poretega i/ili promena DNK (51). Smatra se da je p53
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zaduzen za relativno brzu popravku é8tee DNK tako Sto zaustavlglijski ciklus (118).
Ukoliko ne date do popravke DNK, p53 inicira sintezu p21 koji aljel zaustavlj&elijski
ciklus. Drugim reima, dejstvo p53 je kratko¥no. Bojenje na p53 je uvedeno u
klasifikaciju adenoma hipofize 2004 godine (5) 8gm postavljanja dijagnoze atifriog
adenoma. Autori kazu da atipe adenoma karakteriSe ,difuzna i intenzivna“ pyebost
jedara markerom p53, bez ndenja preciznog procenta obojenih jedaracimeana koji se
vrSi brojanje. Stoga je bojenje adenoma hipofizepb& postalo predmet viSegodiSnje
debate, a pojedini autori su ponudili svoje predlogeSenja. Tako je Gejman (117) podelio
analizirane adenome na one koji imaju viSe od 5@% pozitivih jedara, manje od 50%
pozitivnih jedara i one koji imaju retka razbacag®8 pozitivna jedra. Zakljiio je da p53
nije povezan sa progresijom tumora. Trouillas jeklopu svog predloga nove klasifikacije
adenoma hipofize, predlozila daleko nizu granicypmaglaSavanje adenoma hipofize p53
pozitivnim (13). Ona smatra da granica p53 pozdstntreba da bude 10 jasno i intenzivno
pozitivnih jedara na 10 polja velikog uvanja. Ovakav nan procene p53 pozitivnih
jedara dovodi u pitanje uzorkovanja adenoma hipofidaime, ukoliko je uzorak mali (Sto
nekada moze biti staj), fokus sa p53 pozitivhim jedrima moze da bunestavljen iz
dijagnosttke procedure. Zato smo se mi aglluda procenu broja p53 pozitivnih jedara
uradimo na celom analiziranom uzorku (minimalnoajectilindar prénima 1.13mrf).
NaSi rezultati ukazuju da je procenat p53 pozitiviedara u svim tipovima adenoma
hipofize izuzetno nizak, Sto je u skladu sa njilnowioloSkim ponaSanjem. Niske vrednosti
p53 pozitivnih jedara kod HR produkdjh adenoma (nattto slabo granuliranog tipa)
ukazuju da je mehanizam inhibicigelijskog ciklusa pom&u p53 prevaden, i da je tu
ulogu, mozda neuspeSno, preuzeo nuklearni p2l. NgSiltati su u saglasnosti sa
rezultatima grupe autora, koja zakljye da p53 nije udruzen sa invaziveSHR
produkujieih adenoma hipofize (119). Ipak, neki autori dovadpitanje korigenje p53 u
dijagnosttke svrhe kod adenoma hipofize (120). Mi smatram@dzb3 koristan marker u
dijagnostici adenoma hipofize, a donoSenje konssnzu grarinim vrednostima ovog

markera, kao i o klonu antitela koje se koristidstavlja veliki izazov.
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Jedan od prvih izazova unutar ovog istrazivanjailge procena razlika primenjenih
markera izméu dve vrste kontrolnih grupa. Jedna kontrolna grjg®ila s&injena od
tkiva adenohipofiza koje su akcidentalno bile uktme tokom hirurSkog uklanjanja
adenoma hipofize, dok je druga kontrolna grupa s#@anjena od adenohipofiza koje su
prikupljene sa autopsija osoba kod kojih nisu ewminlana endokrinoloSka oboljenja. S
obzirom da je statisiki potvrideno da su pripadnici autopsijske grupe bilicapao stariji
od pripadnika biopsijske grupe, postavilo se paada li¢e biti meiu njima i razlike u
imunohistohemijskoj ekspresiji markera senescendpasta, u¢eno je da su vrednosti
pl16 i citoplazmatskog p21 statidti znaajno viSe u autopsijskoj grupi. U pril@gnjenici
da je ova razlika uzrokovana staieSgovori pordenje markera izni jedinki istog
uzrasta autopsijske i biopsijske grupe, koje jalosbez statistke zn&ajnosti. Metutim,
prilikom poslednjeg porenja dosli smo do vrlo interesantnog podatka,ttéliti znatajne
razlike po pitanju nuklearnog p21 iztheautopsijske i biopsijske grupe, u uzrasnoj grupi
51-60 godina. Iznedajuce je Sto poréenjem dve grupe u celini, nismo dosli do statisti
zna&ajne razlike, vé& samo do tendence ka viSim vrednostima p21 u kgkagi grupi.
Prilikom tumaenja ovih nalaza, uticaj adenoma hipofize na tkdusedne, morfoloski
zdrave adenohipofize se ne moZe sa sigétnas potvrditi niti negirati. Ipak, uticaj
postmortalnih promena na ekspresiju markera pl@, pBSA-B-GAL se sa velikom
verovatnéom moze iskljditi, buduwi da nije nden statistiki znatajan stepen korelacije
izmedu PMI i analiziranih markera. U prilog ov&njenice govori i ispitivanje razlika
izmedu autopsijskiluzoraka adenohipofize koji su uzeti na autopsijitarvalu kr&em od
12 sati nakon smirti i biopsijskih uzoraka, kojeerpokazalo statistki znacajne razlike po
pitanju ekspresije markera. Tal@ komparacija ekspresije p16, p21 i BASAL izmedu
autopsijskih uzoraka uzetih unutar 12 sati od sogtishoda i onih koji su uzeti u intervalu
duzem od 48 sati, nije pokazala statlgtznatajnu razliku, potkrepljujéi ¢injenicu da PMI

nema uticaja na ekspresiju analiziranih marketaw tadenohipofize.

Kljuéna uloga pl6 i p21 u procesu senescencije, staejeerzibilnog zastoja
¢elijskog ciklusa u G1 fazi, bez moguosti sinteze DNK kao odgovora na mitogene

stimuluse, je prethodno dokazana u ,in vitro* n,vivo* modelima, kako tumorskih tako i
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netumorskih¢elija (38, 121, 122). Senescencija je definisana Kkaioloski program
terminalnog zastoja u rastu koji moze da bude pakr@romenama unutar telomera, ili
drugim formama stresa. Senescencija moze biti isdtia nakon oddenog broja deoba
¢elija, Sto za posledicu ima progresivno skrge telomera, i tada se naziva replikativha
senescencija. Sa druge strane, senescencija mozedikovana i izlaganjentelija
intenzivnhom egzogenom stresu, kao Sto je aktivadikogena, ostenje DNK i
oksidativni stres (123). S$& se utisak da p16 i p21 imaju naizndeei uloge u nastanku
senescencije, a da stepen aktivacije ovih CZK rawik vrste tkiva icelija koje se
analiziraju (124). Sa druge strane, odnos senegeencstarenja nije u potpunosti
razjasSnjen. Smatra se da se broj senesceégfija pove&ava tokom starenja (54, 55, 125).
U prilog oveinjenice govore istrazivanja u animalnom modeluakopvode da tokom
starenja dolazi do akumulacije p16 unutar stenogenitornih¢elija mozga, kosne srzi i
pankreasa (126-128). Na ovajéimabi se mogao, barem deliénio, objasniti nastanak vrlo
¢estih degenerativnih oboljenja ovih orgafija se @estalost pouwsava sa starenjem, kao
Sto su dijabetes melitus tip Il, neurodegeneratifankesti, kao i smanjenje celularnosti
kosne srzi tokom starenja. Budlda je u ovom istrazivanju dena statistki znatajno
veca ekspresija p16 u autopsijskom materijalu, ngree zakljgak da p16 i p21 u tkivu

adenohipofize imaju nezavise uloge u procesu senege.

Interesantan i pomalo iznehguéi je nalaz da je citoplazmatska p21 pozitivhost
bila statisttki znatajno veta u autopsijskoj grupi, ptiemu nije udena statistiki znatajna
korelacija izmdu PMI i citoplazmatskog p21. Z&ajno je pomenuti da je vrednost p21
CSB bila niska u svim adenohipofizama, i da je imsslwajevima bila fokalna, u vidu
pojedin&nih razbacanihtelija. Prema dostupnim podacima iz literature, pta@amatska
imunohistohemijska p21 pozitivhost je do sada opisa samo u tumorskom tkivu, gde je
prepoznata kao marker inhibicije apoptoze i gawnecelijske migracije (44, 45, 48, 74).
lako p21 citoplazmatska pozitivhost do sada nijesisana u netumorskom tkivu (129),
Alexandraki i saradnici su opisali citoplazmatsk@1ppozitivnost u 1/7 analiziranih
adenohipofiza, koje su bile deo hirurSkog mataijaPostavlja se pitanje porekla

akumulacije p21 u citoplazmi netumorskiblija. Mnogi autori smatraju da degradacija
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proteina p21 omogdgava progresijucelijskog ciklusa (91-94, 130). Protein p21 ima
relativno kratko vreme poluzivota. Degradira se o@mtno u proteazomu ubikvitin

zavisnim putem, mada je dokazano da degradacija rbii ubikvitin-nezavisna (131).

BATS3 protein je prepoznat kao glavni modulator geshtivne odnosno antiproliferativne

aktivnosti proteina p21. BAT3 reguliSe translokaqgiroteina p21 iz citoplazme u jedro i
obratno tokomcelijskog ciklusa, modifikujéi tako njegovu aktivnost. Mitim, tana

funkcija proteina p21 u citoplazréelija adenohipofize je joS uvek nepoznata.

Razlika u imunohistohemijskoj ekspresiji p16 i p2theiu autopsijskih i biopsijkih
uzoraka adenohipofize bi mozda mogla da se objasc@jem specitine mikrosredine
susednog tumora — adenoma hipofize. Prema podaiznsavremene, nama dostupne
literature, evidentirane su razlike u ekspresijaaWwa markera iznde adenohipofiza i
adenoma hipofize, ptiemu je vekéina uzoraka bila relativno mala. Tako je dokazamo d
pad u ekspresiji p16 predstavlja rani ddgjau tumorigenezi adenoma hipofize, i da je
podjednako bitan za progresiju tumora (132, 138)atfa se da kod ¢me sisara dolazi do
nakupljanja proteina p16 tokom starenja (41).dMan, Sto se tie tumorske patologije,
situacija je drugédja: Seeman i saradnici su primetili da je nivo pl@kivu adenoma
hipofize obrnuto proporcionalan starosti pacijen&i83). Takde je u@&eno da HR
produkujii tumori pokazuju zn&jno Vvisi nivo nuklearne p21 ekspresije u gergu sa
drugim podtipovima adenoma hipofize i tkivom addpofize. Lakostepeno povanje
procenata p21 pozitivnih jedara, bez dostizanjéistitke zn&ajnosti, koje je u nasem
relativno malom uzorku weno u biopsijskoj grupi adenohipofiza bi potencialmoglo
biti objasSnjeno uticajem mikrosredine adenoma hieof buddi da je veéina (10/18,
55.56%) adenohipofiza bila izolovana upravo iz ok®IHR produkujgih adenoma. Ovu
naSu pretpostavku potkrepljuje¢injenica da statististki znatajno visi procenat p21
pozitivnih jedara, koji je ugen u biopsijskoj grupi prilikom podenja ekspresije p21 i pl6
izmedu grupa pacijenata koji se nalaze u uzrasnoj gsig0 godina. Naime, u pomenutoj
biopsijskoj grupi, tri od¢etiri analizirane adenohipofize su se nalazile uprpored HR

produjukiteg adenoma.
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Poznato je da postmortalne, autohe promene podaju brojne proteine (134).
Proces postmortalne autolize, a & njegova brzina, zavisi od okolne temperature,
ishemijskih i zapaljenskih promena u tkivu, PMIi iabd vrste tkiva (135). Osim toga,
autoliza i degradacija biopsijskog materijala sey@Va u drugé&jem okruzenju u odnosu
na autopsijski materijal, pa se samim tidekuju i razltite promene na nivou ekspresije
proteina izméu ove dve vrste materijala (134, 136, 137). U ovstrazivanju nije udena
statisttki znatajna korelacija izmidu PMI i imunohistohemijske ekspresije p21, p16 i SA
B-GAL. Ovo zapazanje je podrzano odsustvom stékisinaajne razlike u dopunskoj
komparaciji navedenih markera izdug sa jedne strane, autopsijske grupe sa<BRH i, sa
druge strane, autopsijske grupe sa PA8h h i biopsijske grupe. Osim toganjenica da
proteini pl16 i p21 pripadaju proteinima male molska mase (36, 134, 138) podrzava nas
stav da razlike u imunohistohemijskoj ekspresijiihowproteina u biopsijskom i

autopsijskom materijalu nisu uzrokovane postmonakautolitiécnim promenama.

Imunohistohemijska ekspresija p16, p21 i &AL u netumorskom humanom
tkivu je ispitivana za veliki broj tkiva. Tako seuklearna i citoplazmatska
imunohistohemijska ekspresija pl6 &eu 18 od 80 tkiva, dominantno u limfnim
¢vorovima (139). Nuklearna imunohistohemijska p2%peksija je utena kod 21 od 78
vrsta humanog tkiva, nde kojima su najintenzivnije bila markirana jedmija plocasto-
slojevitog epitela, placente, dojke, nadbubrezmzda, creva i kosne srzi (129). Prema
dostupnim podacima iz literature, tkivo adenohipefinije bilo obuhvéeno ni jednim
istraZzivanjem po pitanju imunohistohemijske ekspegsl6, p2l1 i SA3-GAL, zbogcega

su nasi podaci od posebnog zama.

P16 je inhibitor ciklin zavisne kinaze koji ima zagu ulogu u inhibicijicelijskog
ciklusa (112). Statistki znatajno snizenje procenta pl6 pozitivnih jedara kodnadna
hipofize, u odnosu na vrednosti u normalnoj hippfieg u skladu sa prethodnim
istrazivanjima (40, 68, 140). Brojna istrazivanja dokazala da je uzrok drastog pada
koli¢cine p16 u adenomima hipofize hipermetilacija njeggpypromotora (132, 141, 142),
Sto govori u prilog¢injenice da je glavna uloga pl6 u adenomima hipofipravo
tumorigeneza. Ovaj rezultat nije u skladu s&kivanjima, budéi da je pl6 jedan od
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glavnih markera senescencije, a senescencija gistardjena kao jedan od maigju uzroka
benignog ponasanja ovih tumora. ddé&m, iako je p16 dominantan marker senescencije
(143), on u adenomima hipofize ne igra tu ulogseaescencija u adenomima hipofize je

najverovatnije pokrenuta drugim mehanizmima.

P21 na nuklearnoj lokalizaciji deluje kao éam inhibitor ¢elijskog ciklusa (47).
Smatra se da Hielije koje poj&ano eksprimiraju nuklearni p21 trebale da imajweni
proliferativhu aktivnost (144). U naSem istrazivarju u@ene statistiki znaajno nize
vrednosti procenta p21 pozitivnih jedara u ekspentalnoj grupi, u odnosu na kontrolnu
grupu normalnih biopsijskih adenohipofiza, Sto nijskladu sa prethodnim istrazivanjem
(68), gde su pokazane viSe vrednosti. Razlika ultaama bi se mogla objasniti razlikom u
veli¢ini ispitivanog uzorka, koji je u naSem istrazivajio oko deset puta &e Sa druge
strane, udene su razlike u ekspresiji nuklearnog p2ldmgrupama adenoma hipofize,
koja utice na prosénu vrednost p21 pozitivnih jedara. Procentualnaupdignost adenoma
hipofize u naSem uzorku je u skladu sa incidentijadenoma hipofize u hirurSkim
serijama (18), ali ne i u skladu sa opstom incigenct (145), buddi da se velika v@na
prolaktinoma u proteklih nekoliko decenija uspesmira dopaminskim agonistima (31).
Statisttki znatajno nize vrednosti p21 pozitivnih jedara u odnnawrednosti u normalnoj
hipofizi su u@gene kod gonadotrofnih i null-cell adenoma, Sto jekladu sa prethodnim
istrazivanjem (68). Ovi rezultati ukazuju da suteksino retku malignu transformaciju
gonadotrofnih i null-cell adenoma zaduZzeni nekigimegulacioni mehanizmi, u koje nije
ukljucen p21. NajviSe vrednosti p21 pozitivnih jedara,jeksu ugdene kod HR
produkujih adenoma, su i dalje nize nego u normalnoj hgpofMedutim, naSe
istrazivanje nudi pomalo izned@ucéi podatak da su jedino slabo granulrani HR
produkujii adenomi pokazali vise vrednosti procenta p21 tpoeh jedara u odnosu na
normalnu hipofizu, budti da slabo granulirane HR produkégs adenome neretko
karakteriSe agresivno bioloSko ponaSanje (19, 2080), ali ne i véa sklonost ka malignoj
alteraciji (27, 68, 84, 85). Prema tondi se da poveéana aktivnost nuklearnog p21 ne

inhibira invazivno biolosko ponaSanje slabo gramawmlih HR produkujéih adenoma. Sa
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druge strane, i se utisak da alteracija aktivnosti nuklearnog p2lutte na @estalost

maligne alteracije adenoma hipofize.

Citoplazmatska ekspresija p21 se povezuje sadpoum motilitetoméelija, kao i sa
inhibicijom apoptoze (44, 47). Sve analizirane wiesti p21 CSB u naSem istrazivanju su
bile relativno niske. Statiski znatajno nize vrednosti p21 CSB u adenomima hipofize u
odnosu na normalnu adenohipofizu nisu u skladureth@dnim istrazivanjem (68), gde su
uotene viSe vrednosti p21 CSB u adenomima hipofize dnosu na normalnu
adenohipofizu, ali bez statike zn&ajnosti. Ove razlike bi se mogle objasniti aao
ve¢im uzorkom u naSem istrazivanju u odnosu na pretbho(845 adenoma u naSem
istrazivanju vs. 41 adenom u prethodnom), kao dewe broju adenohipofiza u nasSem
istrazivanju u odnosu na prethodno istrazivanjegd@nohipofiza u naSem istrazivanju vs.
7 u prethodnom). Razlika bi se dodatno mogla olffjaisrazli¢itim antitelima na p21 koja
su kori€ena (DAKO, clone CX-118 vs. Leica Microsystems, Nastle, UK, clone 4D10).

U naSem istrazivanju, stati&ti znatajno nize vrednosti p21 CSB u odnosu na normalnu
adenohipofizu su uene kod prolaktinoma, TSH i HR produkéiju adenoma. Ovakav
rezultat bi se potencijalno mogao objasniti zajekim poreklom ovih adenoma, koji je
vezan za Pit-1 transkripcioni faktor. Ipak, u poethom istrazivanju su vrednosti p21 CSB
bile viSe kod prolaktinoma nego kod HR produkilju adenoma, ali bez dostizanja
statistéke zn&ajnosti (68). Ove razlike se tak® mogu objasniti brojem analiziranih HR

produkujitih adenoma, koji je z&ajno bio veéi u nasoj kohorti.

Znaajno intenzivnije bojenje na SB-GAL u grupi adenoma hipofize, u odnosu na
intenzitet bojenja u adenohipofizi, sugeriSe da j@denomima hipofize aktiviran program
senescencije, i u skladu je sa prethodnim istraiva (68). Mdutim, komparacijama
intenziteta bojenja adenohipofize sa intenzitetmyeja tipova adenoma hipofize, aamo
je da samo ACTH produkujuadenomi imaju statistki znatajno slabiji intenzitet bojenja,
a Sto bi se moglo dovesti u vezu sa njihovom agnestu (114) i Sto je védiskutovano u
prethodnim pasusima. Jedina podgrupa adenoma hgpdddja je pokazala statishi
zna&ajno Ve&i intenzitet bojenja u odnosu na normalnu adendtdposu bili gusto

granulirani HR adenomi hipofize. Ovaj rezultat maso da je program senescencije
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najintenzivnije aktiviran u ovom podtipu adenomaisia, sa klinike tatke gledista, gusto
granulirane adenome hipofize karakteriSe neagresponasSanje (19, 20, 75, 79), Sto

ukazuje da bi ono moglo biti objasnjeno aktivacijsemescencije.

Senescencija je ireverzibilni ulaz&klije u GO fazu, bez mognosti ponovnog
ulaska uéelijski ciklus pod uticajem faktora rasta i/ili piferacije (54, 55, 125). Bududa
jo$ nije izolovan idealan marker senescencije, lj ¢ijenog prepoznavanja se Koriste
indirektni markeri, méu kojima je naje&e kori€ena SAB-GAL, a pored nje i nuklearni
pl6 i p21 (54, 55, 125). Neki autori smatraju dgne indirektni pokazatelj senescencije
vrlo nizak proliferativni indeks analiziranog tkiveao potvrda da se &i@a celija nalazi u
GO fazi¢elijskog ciklusa (55). Chesnokova i saradnici sdawmo pokazali da se hormon
rasta moze takie smatrati markerom senescencije, dudila je direktno ukljgen u
mehanizam nastanka senescencije (73). Senescencijatkivima prepoznaje prisustvom
minimalno dva markera senescencije (55). Ukolikema proliferativni Ki-67 indeks
posmatrali kao jedan od markera senescencije, mumgino da zakljgimo da je u
adenomima hipofize, posmatranim kao jedna grumaupra aktivacija senescencije, béidu
da je u svim adenomima &eno i statistiki znatajno intenzivnije bojenje na SB-GAL.
Gledano iz perspektive tipova adenoma hipofizeinjetip adenoma kod kojeg je teno
vide od dva markera senescencije su HR proddkadenomi. Stavise, kod ove grupe
adenoma su bila prisutna 4 markera: Ki-67, HR,[S8AL i nuklearni p21. Interesantno je
nasSe zapazanje da, nakon podele HR proddalkumdenoma na slabo i gusto granulirane,
dolazi do zn&ajne razlike u ekspresiji ovih markera: gusto ghaane HR produkujte
adenome karakteriSe prisustvo velike &ok HR u citoplazmi, kao i SBA-GAL, dok su
vrednosti nuklearnog p21 veoma niske. Nasuprotayjstabo granulirane HR produkégu
adenome karakteriSe vrlo mala Rotia HR u citoplazmi, vrlo slabo bojenje na SAGAL,
ali i vrlo visoke vrednosti nuklearnog p21. NaSkukati su u skladu sa prethodnim
rezultatima Chesnokove i saradnika (73), koji skijaaili da postoji pozitivha korelacija
izmedu kolicine HR i SAB-GAL u ¢eliji. Medutim, ne podrzavamo drugo istrazivanje iste
grupe istrazivéa (74), gde je ugena pozitivna korelacija ekspresije p21 i $AAL. Ova

razlika u stanovistima bi se potencijalno moglaashjti metodoloskim razlikama, budu
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da u navedenom radu nije napravljena distinkameifiu citoplazmatske i nuklearne p21
pozitivnosti, a sama procena p21 pozitivnosti Ja bemikvantitativna (za razliku od nasSeg
rada, gde je kvantitativno naveden procenat p2itipoin jedara). Dalje, smatramo da bi
uzimanje u razmatranje nuklearne i citoplazmatske pozitivnosti na isti nan moglo
dovesti do zn&ajne greSke u zaklfivanju, buddi da p21 u zavisnosti od lokalizacije
(jedro vs. citoplazma) ima ophee funkcije (44). Diskrepanca u ekspresiji $/&SAL i
nuklearnog p21 izm#l slabo i gusto granuliranih HR produkéiju adenoma, koja je
uoéena prema nasim saznanjima po prvi put u literahema svoje precizno objasnjenje.
Ona nas navodi na zak#iak da je senescencija, u najuzem smisty pFisutna kod gusto
granuliranin HR produkujih adenoma. Ovaj zakkfak je i podrzan i u najéem broju
slucajeva neagresivnim bioloskim ponaSanjem ovih aden(8d). Sa druge strane, slabo
granulirane adenome karakteriSe vrlo agresivhooBi@ ponaSanje (75), koje bi se moglo
objasniti vrlo niskim vrednostima dva markera seeesije (male koline HR i SA$-
GAL u citoplazmi). Koegzistencija viSe od jednogrkeaa senescencije nije ¢ema u
preostalim tipovima adenoma hipofize, i u skladusge prethodnim istrazivanjem (68).
Gonadotrofni i null-cel adenomi retko pokazuju ajreo bioloSko ponaSanje (146), koje
se ne bi moglo objasniti aktivacijom programa seassije. Ovo istrazivanje nas joS
jednom pods& i dokazuje da je heterogenost u bioloSkom ponaStenoma hipofize

velika, i da je povezana sa produkcijom hormona.

Rekurentni adenomi hipofize se relativéesto sréu u klinickoj praksi. Razlog za
njihovu rekurenciju se n&&e nalazi u nemogmosti da tumor bude u celini uklonjen u
prvom aktu. Mdutim, rekurencija tumora se $eei kod tumora koji su na kontrolnim
snimcima NMR imponovali kao u celini odstranjenB(2L47-150). lako u dosadasnjim
publikacijama nije dokazana razlika u pogledu miodge i imunohistohemijske
hormonske ekspresije rekurentnih adenoma hipofideugom operativhom aktu, promene
na subcelularnom nivou su ¢eme. Tako su Turner i saradnici (37) opisalicapao ViSi
nivo ekspresije ciklina B u rekurentnim nefunkcibma adenomima hipofize u odnosu na
nivo u tkivu sa prve operacije. Ista grupa autopswe i zn&ajno snizenje nivoa

antiapoptotskog proteina bcl-2 u rekurentnim tumeri Sto zajedno dopronosi VviSoj
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proliferativnoj aktivnosti rekurentnih adenoma. ckat i saradnici (151) su evidentiral
povisen proliferativni Ki-67 indeks kod 10 rekureifit adenoma hipofize u odnosu na nivo
sa prve operacije. Pored toga, otkrili su icajae hromozomske alteracije kod rekurentnih
adenoma. Somatostatinski receptor 3 nije pokazagapnu razliku u ekspresiji kod
rekurentnih nefunkcionalnih adenoma hipofize (182)ovom istrazivanju smo Zzeleli da
ispitamo da li postoji statiski znatajna razlika u imunohistohemijskoj ekspresiji magke
¢elijskog ciklusa i senescencije kod rekurentnihnaaea hipofize u seriji od 19 pacijenata.
Statisttki znatajna razlika je ugena samo u ekspresiji proliferativnog makrera Ki-8o

je u skladu sa prethodnim istrazivanjima (151). &8a) kohorti, u adenomima na
ponovljenoj hirurSkoj intervenciji, procenat pl6ztivnih jedara je bio viSi nego u na
prvoj operaciji, ali bez dostizanja stati&e zn&ajnosti. Nivo p53 je takie lakostepeno
viSi u rekurentnim tumorima, dok su vrednosti nakiee i citoplazmatske p21 pozitivhosti
u blagom padu. lako rekurentni adenomi pokazujuiana povisen proliferativni indeks,

on se ne bi mogao objasniti inaktivacijom programaescencije.

lako su adenomi hipofize ¥®om benigne prirode, oni neretko invadiraju okolne
strukture, kao Sto su kavernozni i sfenoidalni sjndok se supreaselarna propagacija
adenoma hipofize ne smatra invazivtw$27, 153). Stopa invazije kavernoznih sinusa od
strane adenoma hipofize je 35%. Invazija dure séesu 64% do 85% analiziranih
slicajeva (154). Makroadenomi imaju &etendenciju ka invaziji nego mikroadenomi
(146). Invazivni adenomi predstavljaju izazov zautsko I&€enje, buddi da je kod njih
vecinom mogua samo parcijalna resekcija tumora, a komplikasijeznatnaie&e (155).
Brojni bioloski markeri su bili ispitivani u ciljuotkrivanja prediktivnog markera
invazivnosti. Mgutim, ni jedan od njih, do sad, nije zadovoljiot&rijume (156). U ovom
istrazivanju je ispitivana razlika u ekspresiji tkamra p16, p21, SA-GAL, Ki-67 i p53 u
odnosu na propagaciju adenoma hipofize. Podaciwecprpropagacije, ha osnovu NMR
snimaka, su bili dostupni za 91 pacijenta. Biidia su podaci bili heterogeni, i da je bio
prisutan veliki broj kombinacija propagacija, odllu smo se da izvrSimo grupisanje
pravaca Sirenja u tri kategorije: supraselarno,rappraselarno i ,ostalo“. Statiski

zna&ajna razlika je ugena samo u odnosu natv@obro poznati prognoski marker, Ki-67,
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izmedu grupe ,ostalo” i grupe sa supra/paraselarnimnf@ra. P vrednost koja je blizu
granice statistke zn&ajnosti za citoplazmatski p21 izthe grupa supraselarno i ,ostalo*,
kao i za nuklearni p21 izmda grupa supraselarno i supra/paraselarno govorelagp
¢injenice da se p21 ne bi mogao u potpunosti igitljukao marker povezan sa
propagacijom i invazivh@s adenoma hipofize. Nasi rezultati po pitanju inuomtivnosti
pl6, koja nije pokazivala statishi znatajnu korelaciju sa propagacijom adenoma hipofize,
su u skladu sa podacima iz literature (133). Ipek,donoSenje pouzdanih zakika
neophodno je ispitivanje na éam uzorku pacijenata, u kojima bi bili pemi svi pravci
propagacije pojedirtmo. Budii da nije ué@ena statistiki znatajna razlika i u druga dva od
tri ispitivana markera senescencije, mogli bismkljaditi da senescencija najverovatnije

nije povezana sa propagacijom i invaziviwwadenoma hipofize.

Gojaznost se relativnéesto ugava kod pacijenata sa novootkrivenim adenomima
hipofize, najeke kod pacijenata sa prolaktinomima i ACTH produkuju adenomima
(157). Mehanizam nastanka gojaznosti u sklopu Kyie bolesti je vrlo kompleksan.
Smatra se da je za karaktetisth prekomerno nakupljanje visceralnog masnog tkiva
njegov karakteristni gubitak na ekstremitetima odgovoran ré&rliodgovor tkiva na
hiperkortizolemiju. Raztit odgovor tkiva je uslovljen brojem steroidnih eptora, kao i
brojem i vrstom gena koje steroidni receptori kamskripcioni faktori aktiviraju (158). U
nasem istrazivanju statiski znatajna korelacija sa ITM je dena samo za citoplazmatsku
p21 pozitivnost, i to sa relativno niskim stepenkanelacije. U prethodnim istrazivanjima
je uateno da prognostki znataj p21 u adenokarcinomima kolona se menja u odnasu
ITM pacijenta (159). Poznato je da p21 ima bitnagul u diferencijaciji i anti-apoptotskom
efektu adipocita (160). Istrazivanje u kome bi Isidigledani ITM zajedno sa markerima
¢elijskog ciklusa u adenomima hipofize, prema nasamnanjima, do sad nijedeno. U
daljim istrazivanjima bi trebalo ispitati povezahq®1 pozitivhosti sa odgovorima na

medikamentoznu terapiju adenoma hipofize.

U ovom istrazivanju, je u@n statisttki znatajno nizi procenat pl6 pozitivnih
jedara kod mikroadenoma nego kod makroadenoma,jeSto skladu sa prethodnim
istrazivanjima (133). Seeman i saradnici su pokaialsu adenomi hipofize koji su imali
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abnormalnosti gena CDKNZ2A (u smislu metilacijedglecije) bili v&i od adenoma bez
abnormalnosti gena (133). Metilacija gena CDKN2A, kojeg se transkribuje pl6, je
njegova naje¥a modifikacija kod adenoma hipofize. Smatra se padanje nivoa pl6
uzrokuje olakSani prelazak G1/S kontrolneéktacelijskog ciklusa, Sto za posledicu ima
nekontrolisani rast adenoma hipofize. Ovaj stavrpaeh istrazivanje u kome je ufl@na
zna&ajno viSa stopa metilacije CDKN2A kod makroadenonego kod mikroadenoma.
lako vreme kada se odigrava metilacija CDKN2A tokgeneze adenoma hipofize nije
precizno utvéeno, njena ukljéenost u tumorigenezu i progresiju je viSestrukoadaka
(161). Poznato je da metilacija gena ima pozitikotelaciju sa uzrastom u netumorskom
tkivu (162). Ipak, ovaj trend nije dokazan kod aal®a hipofize (161), i nije podrzan od
strane ovog istrazivanja, butl@a nije pokazan statigki zacajan stepen korelacije izihe
opadanja procenta pl6 pozitivnih jedara i star@stcijenata. Gigantski adenomi i
makroadenomi se z&ajno razlikuju po pitanju ekspresije velikog brgjna, pricemu ovi
adenomi nisu pokazivali ztajne razlike u morfologiji, imunohistohemijskoj gkesiji
hormona, niti u nivou Ki-67 i p53 (88, 90). lakbdva imunohistohemijska studija trebala
da bude dopunjena ispitivanjem ekspresije navedgeita na proteinskom nivou, ona
nagovestava ziajne razlike u genezi makro i gigantskih adenordanasem istrazivanju
se trend opadanja procenta pl6 pozitivnih jedgeanastavio i na gigantske adenome; ve
je, naprotiv, prosta vrednost u blagom porastu. Interesantan je ajaidda su i preostali
analizirani markeri imali tendenciju porasta vrestha makro i gigantskim adenomima, ali
bez statistike zn&ajnosti. Ovakav nalaz potwje spekulaciju da u genezi gigantskih
adenoma, pored modifikacije CDKNZ2A i njegovog prkidy ulogu u enormnom rastu
imaju kumulativni efekat modifikacije drugih gendledutim, joS uvek je teSko objasniti
povezanost odsustva z@gnog poveéanja proliferativnog Ki-67 indeksa i p53 u giganisk

adenomima u odnosu na adenome manjih dimenziggitsavim enormnim rastom.

P16 i p53 pripadaju razitim putevima aktivacije senescencije, pemu pl6 igra
bitnu ulogu u Rb putu, dok je p53 povezan sa akijom p21 (39). U naSem istrazivanju
je, iznendujuce, pokazana pozitivna korelacija iztepl16 i p53, koja indirektno ukazuje

na njihovu kooperaciju u adenomima hipofize. Poardi korelacija izméu pl6 i p53 je vé
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opisana u literaturi, na modeléelijskih kultura (163). Stnost ova dva markera u
adenomima hipofize se ogleda i u tome da oba zeadjZasrlo niske vrednosti u svim
tipovima adenoma hipofize u naSem istrazivanju. B&nse zakljgak da je ova, pomalo

neaekivana pozitivna korelacija, uslovljena i hormooskaktivhogu adenoma.

Ki-67 i p53 su markeri koji se rutinski koriste vakodnevnoj dijagnostici adenoma
hipofize (5). Pozitivha korelacija ova dva markeratena u nasSem istraZzivanju samo
potvrduje stavove da i u narednim klasifikacijama adenbipafize ova dva markera ne bi
trebalo menjati, vesamo potencijalno dopuniti novim (13, 52).

P21 na nuklearnoj lokalizaciji ima ulogu u inhiljicielijskog ciklusa (44, 47),

njegova citoplazmatska ekspresija je pokazatelpfemvog motilitetatelija i inhibitor
apoptoze (44, 47), dok Ki-67 (klon MIB-1) markiradra svih oniktelija koje nisu u GO
fazi ¢elijskog ciklusa. Statistki znatajna pozitivna korelacija je dena izmédu procenata
Ki-67 pozitivnih jedara i p21 ekspresije na obedii#acije u naSem istrazivanju, a ovaj
rezultat je potuwten i statisitki znatajnom korelacijom izm#u nuklearne i citoplazmatske
p21 ekspresije. NaSi rezultati nisu u skladu saghpdnim istrazivanjima, gde nije &ena
statisttki znaajna korelacija izmdu oba tipa bojenja p21 i Ki-67 (164), odnosno, ggle
uocena statistiki znatajna negativna korelacija iz citoplazmatske p21 ekspresije i Ki-
67 (68). Ovakva heterogenost u rezultatima bi sglanobjasniti metodoloSkim razlikama
(brojanje procenta Ki-67 pozitivnih jedara na 508nosno 1000¢elija u prethodnim
radovima vs. brojanje na celom uzorku u naSemzstaaju). Heterogenost u rezultatima
nam sugeriSe da bi bilo pozeljno ukijti dopunske metode analize, u cilju verifikacijalo
rezultata, koji su relativno retko oldeni u literaturi.

Poznato je da je sinteza p21 u négm procentu uslovljena prethodnom sintezom i
aktivacijom p53 (47, 50, 51), a Sto je paeno statistiki znatajnom pozitivnom
korelacijom u tkivu adenoma hipofize u nasSem isuaiu.

SA-B-GAL je najSeée kori€en marker senescencije, koji u zavisnosti od tkiga
kome je primenjeno pokazuje razle korelacije sa drugim markerima senescencije (54
55, 125). U naSem istrazivanju je ¢eoa statistki znafajna pozitivna korelacija sa
nukelarnim p21 i pl16, i negativna korelacija samiazmatskim p21. Za razliku od naSeg
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istrazivanja, Alexandraki i saradnici (68) nisuciliostatisticki znaajnu korelaciju SAB-
GAL sa p16 i p21. Chesnokova i saradnici sdilupozitivhu korelaciju izméu p21 (ne
preciziraji da li se radi o nuklearnoj i/ili citoplazmatskekspresiji) sa SA-GAL, ali
samo kod HR produku§ih adenoma, dok se ispitivanje korelacija u naSsirazivanju
odnosilo da celu kohortu adenoma hipofize. | oveleazlike u rezultatima mogu objasniti
koris¢enjem razkitih antitela, razkiitom metodologijom i razéitom velicinom i sastavom
kohorte adenoma hipofize. Tale ovi heterogeni rezultati iziskuju dopunska i&tranja,

zasnovana na primeni drugih, pre svega molekulan&toda istrazivanja.

84



. ZAKLJU CcClI

. Gubitak aktivnhosti p16 ima ztajan uticaj na proces tumorigeneze u adenomima
hipofize, Sto potwtuje manji procenat ekspresije pl6 u adenomima uo@dma

normalnu hipofizu, kao i u mikroadenomima u odnonaumakroadenome.

. P16 nije uklj¢en u aktivaciju programa senescencije kod adenaopadite.

. Razliite lokalizacije, nuklearne i citoplazmatske, elesge p21 odgovaraju raziiim
ulogama koje ovaj protein obavlja u procesima tugereze i senescencije kod

adenoma hipofize.

. Ekspresija SA3-GAL u celijama adenoma hipofize ukazuje na aktivaciju seeecije
u ovim tumorima, Sto je pot#eno intenzivnijom prebojenéd u tumorskiméelijama u

odnosu na normalno tkivo adenohipofize.

. Nuklearna ekspresija p21 i citoplazmatska eks@edf$-GAL zavise od hormonske
produkcije, podtipa adenoma i obrasca granuliranbistveti procenat p21 pozitivnih
jedara, kao i najslabiji intenzitet S;GAL uoceni su kod slabo granuliranin HR

produkujitih adenoma, Sto je u skladu sa njihovim bioloSkonasanjem.

. Statisttki znatajna korelacija izm#u citoplazmatske p21 ekspresije i ITM, koja je po
prvi put u@ena u ovom istrazivanju, sugeriSe da bi ova powestamogla biti od

prediktivnog zna&aja.

. Veca vrednost proliferativnog Ki-67 indeksa u adenomirhipofize sa supra i
paraselarnom propagacijom u odnosu na adendjage propagacija bila u drugim
smerovima ukazuje da je proliferativna aktivnostepaijalno uslovljena/udruzena sa
nekim drugim faktorima koji doprinose invazivnostienoma, a da to nisu inhibitori

ciklin zavisnih kinaza.
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8. Uocene statistiki znatajne korelacije izm#u p16 i p21, sa jedne strane i p53 i Ki-67 sa
druge strane, koje nisu u potpunosti u skladu sthpdnim istrazivanjima, ukazuju na

potrebu za dopunom istrazivanja drugim metodama.

Dalja istrazivanja bi trebalo sprovesti u smeruitiggnja korelacije egzaktne
velicine tumora i aktivacije senescencije, kao i ispitile korelacije terapijskog odgovora
pacijenata sa aktivacijom senescencije. Bakdi bilo pozeljno uraditi istrazivanje sa
novim markerima senescencije, kao i ispitivanje svezem tkivu, u cilju verifikacije

rezultata dobijenih u ovom istrazivanju.
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