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POPIS KRATICA (abecednim redom)
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1.UVvOD

1. UvVvOD
1.1. Anatomija i histologija jajnika

Jajnik ili ovarij je parni parenhimatozni organ, spolna zljezda, koja ¢ini dio zenskog spolnog
sustava. Oblika je i veli¢ine badema. Dug je otprilike 3 cm, $irok 1,5 cm, a debeo 1 cm (1).
Uloga jajnika je razvitak zenskih spolnih stanica procesom oogeneze te stvaranje zenskih
spolnih hormona. Smjesten je u jami (lat. fossa ovarica) koja se nalazi u maloj zdjelici, ispred
unutarnje i iza vanjske bo¢ne arterije (lat. a. iliaca interna et externa) (1). Na jajniku se mogu
razlikovati vanjska lateralna i unutrasnja medijalna povrSina, i dva kraja. Gornji kraj
(extremitas tubaria, koji je okrenut prema slobodnome Kkraju jajovoda, te donji kraj
(extremitas uterina) kojeg s rubom maternice veze ligament ovarii proprium (1). Povrsina
jajnika prekrivena je jednoslojnim plo¢astim ili kubi¢nim epitelom potrbusnice koji se naziva
zametni epitel. Ispod zametnog epitela je sloj gustoga vezivnog tkiva, nazvan tunica
albuginea, zbog kojega je jajnik bjelkaste boje. Ispod tunicae albugineae nalazi se kora
jajnika u kojoj prevladavaju jajni folikuli s oocitama. Stroma, vezivno tkivo kore sastavljena
je od karakteristi¢nih fibroblasta vretenasta oblika. U stromu su uklopljeni folikuli u razli¢itim
razvojnim stadijima. Razvoj folikula kre¢e od primordijalnog folikula od kojega se razvija
jednoslojni primarni folikul, pa viSeslojni primarni folikul, zatim antralni ili sekundarni
folikul te na kraju zreli Graafov folikul. Srz (medulla ovarii) je dio jajnika koji je smjeSten u
unutra$njost organa i koji sadrzava gustu mrezu krvnih zila unutar rahlog vezivnog tkiva.

Ostra granica izmedu kore 1 srZi ne postoji.

1.2. Tumori jajnika

Neoplazme jajnika mogu se podijeliti u Cetiri glavne skupine: primarni epitelni tumori, tumori
zametnih stanica, stromalni tumori spolnog tracka i ostali tumori u koje spada velik broj
primarnih 1 metastatskih tumora, ukljucujuci limfome, leukemije, mezenhimalne neoplazme 1
metastatske epitelne tumore. Tumori jajovoda primarno su epitelni te su sli¢ni tumorima
jajnika. U dijagnostici tumora jajnika i jajovoda imunohistokemijske metode od velikog su
znacaja. Imunohistokemija je glavno sredstvo pri klasifikaciji slabo diferenciranih neoplazmi

te nekih metastatskih tumora jajnika.
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1.2.1. Epitelni tumori jajnika

Epitelni tumori jajnika sacinjavaju najvecu skupinu ovarijskih novotvorina (neoplazija), s
udjelom od 50 - 75% svih dobro¢udnih tumora i 85 - 90% svih primarnih malignih tumora
(2). Medu njih se ubrajaju serozni, mucinozni, endometrioidni, klarocelularni tumori,
Brennerov tumor te mijesani epitelni tumori. Epitelni tumori jajnika ujedno su i najcesci
maligni tumori ovog organa i tumori s visokim mortalitetom. Jedan dio epitelnih tumora
jajnika su 1 metastatski epitelni tumori te ih treba diferencijalno dijagnosticki razlikovati od
primarnih. Relativno mali broj antitijela dovoljan je za dijagnozu vecine tumora jajnika i
jajovoda (3). Kada se imunohistokemija koristi za dijagnozu epitelnih tumora jajnika, treba
koristiti $irok panel biljega kako bi dijagnoza bila §to preciznija. Panel treba ukljucivati
biljege za koje se ocekuje da ¢e biti pozitivni i negativni u razliitim tumorima u
diferencijalnoj dijagnozi (4). Neki od tih imunohistokemijskih biljega su: CK7, CK20,
CA125, inhibin, calretinin,WT1, placentarna alkalna fosfataza, CD117, Oct-4, alfa-
fetoprotein, humani korionski gonadotropin, S-100 protein, CD45, EMA, i ostali. Keratin
antitijela korisna su u dijagnozi epitelnih tumora (3). Siroki spektar antikeratina, kao $to su
AE1/AE3 mogu se koristiti kako bi se potvrdilo da je tumor epitelne prirode. Pozitivho
bojanje na keratin i EMA upucuju na to da je tumor karcinom. Biljeg CK7, tj. njegova
imunoreaktivnost karakteristicna je za epitelne tumore Zenskog genitalnog trakta, posebno one
jajnika i jajovoda. Nedostatak obojenja na taj biljeg upucuje na moguénost postojanja
metastaze zato §to je gotovo 100% primarnih epitelnih tumora jajnika i jajovoda pozitivno na
CK7. Od velike pomo¢i u dijagnostici i evaluaciji epitelnih tumora jajnika i jajovoda je i
biljeg CK20. Bojanja na CK20 obi¢no su negativna kod primarnih epitelnih tumora, izuzetak
¢ine mucinozni tumori epitelnog tipa. Primarni epitelni tumori jajnika obi¢no su CK7
pozitivni i CK20 negativni, $to zna¢i da imunofenotip koji je CK7 negativan, a CK20

pozitivan upucuje na metastatski tumor u jajniku porijeklom iz crijeva ili crvuljka.

1.2.2. Histoloska podjela epitelnih tumora jajnika

Histoloski, razlikuje se nekoliko skupina epitelnih tumora, od kojih svi ne posjeduju maligni
potencijal (2). Serozni tumori dijele se na benigne (adenofibrom, povrsinski papilom,
cistadenom, cistadenofibrom), Borderline tumore, tj. tumore granicne malignosti
(adenofibrom, povrsinski papilom, cistadenom, cistadenofibrom) i  maligne tumore

(adenokarcinom, papilarni adenokarcinom, papilarni cistadenokarcinom, povrSinski papilarni

2
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adenokarcinom, maligni adenofibrom i cistadenofibrom). Mucinozni se tumori mogu
podijeliti na benigne ( adenofibrom, cistadenom i cistadenofibrom), Borderline tumore
(cistadenom, adenofibrom, cistadenofibrom) te maligne tumore (adenokarcinom i
cistadenokarcinom, maligni adenofibrom i cistadenofibrom). Kod endometrioidnih tumora
razlikujemo benigne (adenom i cistadenom, adenofibrom i cistadenofibrom), Borderline
(adenofibrom, cistadenom i cistadenofibrom) te maligne tumore (karcinomi: adenokarcinom,
adenoakantom i maligni adenofibrom i cistadenofibrom). Klarocelularni tumori takoder se
mogu podijeliti na benigne, Borderline i maligne. Od benignih se izdvajaju adenofibromi, od
malignih adenokarcinomi. Brennerov tumor moze biti proliferiraju¢i, maligni i benigni.
Mijesane epitelne tumore, Kao i veéinu ostalih epitelnih tumora, dijelimo na benigne, maligne

i Borderline tumore (2).

1.2.3. Najkorisnija protutijela epitelnih tumora jajnika

Svi tumori jajnika imaju odredena protutijela koja se najvise koriste pri njihovoj detekciji. U

popisu ispod nabrojana su ta protutijela za sve vrste epitelnih tumora jajnika.
Serozni tumori: CK7, WT1

Mucinozni tumori: CK7, CK20, CDX2

Endometrioidni tumori: CK7, CK20, CDX2, Cytokeratin Cocktail, EMA, Inhibin

Klarocelularni tumori: CK7, CK20, Hepatocyte Nuclear Factor- 1, WT1, Glypican- 3,
Alfa-fetoprotein, CD10

Tumor Brenner: CK7, CK20, WT1

1.3. Imunohistokemija

Imunohistokemija je metoda koja se koristi za lokalizaciju specificnih antigena u tkivima ili
stanicama, koriste¢i sposobnost vezanja antitijela samo na ciljni antigen. Imunohistokemija je
kao takva postala vrlo bitno dijagnosticko sredstvo koje pruza informacije neophodne za
klasificiranje i diferenciranje pojedinih bolesti, te se takoder moze koristiti za bolje

razumijevanje lokalizacije biomarkera i ekspresije nekih proteina u tijelu. Koristeci
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imunohistokemiju lije¢nici mogu odrediti stadij tumora, i identificirati vrstu stanica te

podrijetlo metastaze tumora (5).

1.3.1. Protutijela

Protutijela su osnovni reagens u svim imunoistokemijskim metodama. Protutijela su
imunoglobulinske molekule koje se sastoje od dvije osnovne jedinice: para lakih lanaca
(kappa ili lambda) i para teskih lanaca (gamma, alfa, mu, delta ili epsilon) (3). Pet je mogucih
klasa imunoglobulina (Ig) koje se mogu pronaci u krvi: 1gG, IgA, IgM, IgD i IgE. U
imunohistokemiji najvise se koriste IgM i IgG. Antigeni su molekule na koje se vezu
protutijela, te su najCeS¢e polisaharidi ili proteini. Dvije su osonovne vrste protutijela:
monoklonalna i poliklonalna. Monoklonalna nastaju iz jednog klona plazma stanica.
Protutijela istog klona stanica su imuno-kemijski identi¢na i reagiraju S istim specifi¢nim
epitopom na antigenu protiv kojeg su usmjerena (6). Monoklonalna protutijela nastaju
izolacijom B limfocita iz misje slezene nakon imunog odgovora kod mis$a, te potom procesom
fuzije mijelomskih stanica i tih B limfocita nastane kultura stanica koja se Kkoristi za
proizvodnju  velikih  koli¢ina monoklonalnih  protutijela. ~ Poliklonalna protutijela
imunokemijski su razlicita zato $to ih proizvode razli¢ite stanice i zbog toga se mogu vezati
na razli¢ite epitope koji se nalaze na antigenu. Dobiju se imunizacijom Zivotinje, najéesce
zeca, odredenim antigenom te se protutijela nakon sekundarnog imunog odgovora izoliraju iz

seruma Zivotinje.

1.3.2. Priprema uzorka/tkiva

Priprema uzoraka i tkiva u imunohistokemiji sastoji se od: fiksacije, uklapanja i razotkrivanja
antigena. Da bi se osigurala arhitektura tkiva i morfologija samih stanica, brza i odgovarajuca
fiksacija tkiva je neophodna (6). Sposobnost vezanja protutijela i antigena umanjuje se ako
fiksacija traje predugo. Najcesce koristeni fiksativ je formalin. Karakteristike koje odlikuju
idealni fiksativ su: oCuvanje tkiva, tj. stanica bez bubrenja, smanjivanja i ostalih deformacija
stanica; sprjecavanje raspadanja stanica djelovanjem bakterija ili autolizu uzrokovanu
katepsinom; zaStita i stabilizacija stanica i tkiva od Stetnih utjecaja daljnje obrade uzorka.
Fiksirani uzorci tkiva uklapaju se u parafin jer cuva oblik i strukturu uzoraka Sto je bitno pri

njihovom arhiviranju na duze vrijeme. Kao fiksativ u kombinciji s parafinom najces¢e se
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koristi formalin te se nakon 24 satne fiksacije tkivo uklapa u parafin, a potom slijedi
narezivanje tkiva pomo¢u mikrotoma (6). Neki antigeni ne podnose postupke fiksacije i
uklapanja te se u tim slucajevima tkivo smrzava. Koristi se takoder i uklapanje u smole sto
rezultira tanjim rezovima te omogucava bolju morfologiju samoga tkiva. Razotkrivanje
antigena koristi se kako bi se omogucilo spajanje antigena 1 protutijela na fiksiranom tkivu.
Vecina postupaka razotkrivanja antigena radi se na tkivu koje je uklopljeno u parafin i
fiksirano u formalinu (6). Postoji nekoliko postupaka razotkrivanja antigena, a najceSce se
koriste ezimatska digestija 1 razotkrivanje epitopa pomocu topline. Enzimatska digestija
ukljucuje skidanje parafina, rehidraciju tkiva te ispiranje tkiva u vodi. Tripsin i pepsin
najkoriSteniji su enzimi. Enzimi razgraduju veze koje nastanu tokom fiksacije Sto razotkriva
trazeni antigen. Kod razotkrivanja epitopa pomocu topline dolazi do pucanja veza nastalih
izmedu proteina/peptida tijekom fiksacije, ali mehanizam nije jasan u potpunosti. Proces se

odvija u autoklavima, mikrovalnim pe¢nicama i iskuhavanjem stakalaca pod visokim tlakom.

1.3.3. Imunohistokemijsko bojanje

U direktnoj metodi detekcije antigena u tkivu oznaceno protutijelo (enzimom ili
fluorescentnom molekulom) direktno se veze na ciljni antigen. Koristi se samo jedno
protutijelo, §to postupak ¢ini brzim i jednostavnim. Glavni nedostatak ove metode je slabija
osjetljivost zbog nedostatka pojacanja signala pa se stoga rjede koristi u odnosu na indirektnu
metodu (6). U indirektnoj metodi, primarno protutijelo veze se na ciljno mjesto, a sekundarno
se protutijelo veZe na primarno. Sekundarno protutijelo mora biti obiljezeno i usmjereno na

Fc fragment IgG Zivotinje koja je koriStena za produkciju primarnog protutijela.

1.3.4. Peroksidaza anti-peroksidaza metoda

Daljim razvojem indirektne metode nastao je PAP (6). U ovoj metodi primarno protutijelo
veze Se na tkivni antigen, na njega se veze sekundarno protutijelo na koje se veze zecje
protutijelo na peroksidazu koje s peroksidazom stvara peroksidaza - antiperoksidaza

kompleks. Osjetljivost ove metode je 100 do 1000 puta veéa (3).
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1.3.5. Avidin - biotin kompleks metoda

Avidin je veliki glikoprotein koji se moze obiljeziti s peroksidazom ili fluoresceinom i ima
Cetiri vezna mjesta na koja se visokim afinitetom veze biotin (6). Na biotin, vitamin male
molekularne tezine, mogu se vezati razli¢ite molekule u koje spadaju i protutijela. Na
primarno protutijelo koje je vezano na antigen, veze se sekundarno protutijelo na koje je
vezan biotin te koje sluzi kao poveznica izmedu primarnog protutijela i avidin-biotin-

peroksidaznog kompleksa.

1.3.6. Labeled StreptAvidin Biotin metoda

Streptavidin se koristi kao zamjena za avidin. Ova metoda sli¢na je ABC metodi. Ovdje se
primarno protutijelo veze na ciljani antigen, a na primarno protutijelo se veze sekundarno koje
je obiljezeno biotinom i koje takoder sluzi kao poveznica, kao i u ABC metodi, izmedu
primarnog protutijela, i u ovom slucaju enzim-streptavidin kompleksa. Enzimi mogu biti

alkalna fosfataza ili peroksidaza.

1.3.7. Polimer baziraju¢e metode

Ove metode zasnivaju se na posebnoj tehnologiji gdje odredeni polimer (npr. dekstran) sluzi
kao okosnica na koju se vezu mnoga protutijela i enzimske molekule (peroksidaza ili alkalna
fosfataza) (6). Prednost ovih metoda je velika osjetljivost i smanjivanje pozadinskog

nespecificnog bojanja.

1.3.8. Imunofluorescencija

Fluorescentne boje koriste se kako bi se §to bolje mogle vizualizirati strukture unutar tkiva. Za
analizu na taj naCin obiljezenog tkiva koriste se fluorescentni mikroskopi. Fluorokrom,
kompleks koji apsorbira energiju nakon S§to se obasja svjetloS¢u odredene valne duljine, a
potom isijava svjetlost druge valne duljine, omogucava vizualizaciju. Fluorofor, npr.
izotiocianat (FITC), omogucava fluorescenciju fluorokroma. Nedostatak imunofluorescencije

je mogucéi gubitak signala i intenziteta s vremenom, zbog ireverzibilne degradacije fluorofora.
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CILJEVI RADA

Cilj je ovoga rada prikazati imunohistokemijska bojenja vazna u dijagnostici i

diferencijalnoj dijagnostici epitelnih tumora jajnika.

U arhivskom materijalu Klinickog zavoda za patologiju i sudsku medicinu KBC
Osijek istraziti broj dijagnosticiranih epitelnih tumora te ih razvrstati s obzirom na

vrstu i maligni potencijal.

Procijeniti intenzitet ekspresije imunohistokemijskih biljega u odnosu na intenzitet

ekspresije pozitivne probe i u odnosu na vrstu epitelnog tumora.
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3. MATERIJALI | METODE
3.1. Materijali

Materijal su uzorci tumora jajnika pohranjeni u arhivu Klinickog zavoda za patologiju i
sudsku medicinu KBC Osijek u dvogodisnjem periodu, od 1.1.2015. do 31.12.2016.,
obradeni standardnim histokemijskim postupkom i bojani standardnim histokemijskim
bojanjem (HE). Materijal sadrzi tumore seroznog, mucinoznog i klarocelularnog tipa te

metastatski tumor u jajniku.

3.2. Metode

Iz arhive Klini¢kog zavoda za patologiju i sudsku medicinu KBC Osijek u periodu od dvije
godine ( 2015. i 2016.) izolirani su uzorci epitelnih tumora jajnika koji pripadaju prethodno
navedenim skupinama, tj. tipovima, a na kojima je radena imunohistokemija odnosno

obavljeno imunohistokemijsko bojanje.

Uzorci su prethodno obradeni standardnim postupkom histokemije, obojani su hemalaun-
eozinom te obradeni indirektnom imunohistokemijskom procedurom ABC s protutijelima za
CK7, CK20, WT1, CDX2, Cal25, EMA i CD15.

3.2.1. Histoloski postupak

Uzorci tumorskog tkiva jajnika prvotno su fiksirani, a zatim uklopljeni. Za fiksaciju se
koristio formalin, a za uklapanje parafin. Nakon toga slijedi deparafinizacija i rehidracija
tkiva koje se potom boja standardnim histoloskim bojanjem HE. Sustav za automatizirano
bojanje Tissue-Tek Prisma/ Film (Sakura Finetek) koriSten je za izvodenje hemalaun- eozin

bojanja (7).

3.2.2. Priprema za imunohistokemijsku analizu

Uredaj za automatsko bojanje Ventana BenchMark ULTRA, Roche Diagnostics koriSten je za
izvodenje imunohistokemijske metode. Rez tkiva fiksiran u formalinu i uklopljen u parafin

debljine 3-5 mikrometara stavlja se na stakalce koje je silinizirano te se potom susi u

8
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termostatu na 70 °C. SuSenje traje najmanje dva sata, a ne bi smjelo trajati viSe od 24 sata.
Slijedi deparafinizacija i1 rehidracija reza. Nakon deparafinizacije potrebno je provesti
postupak razotkrivanja antigena, u vecini slucajeva, Sto uredaj Ventana BenchMark ULTRA,

Roche Diagnostics izvodi automatski.

3.2.3. Imunohistokemijska analiza

Za bojanje uzoraka koriStena je indirektna imunohistokemijska ABC metoda koja se najvise
koristi u danasnjoj imunohistokemiji. Avidin je veliki glikoprotein koji se moze obiljeziti S
peroksidazom ili fluoresceinom i ima Cetiri vezna mjesta na koja se visokim afinitetom veze
biotin (6). Na biotin se mogu vezati razliite molekule, izmedu ostaloga i protutijela.
Primarno protutijelo veze se na tkivni antigen, a na primarno protutijelo veze se sekundarno
na koje je vezan biotin a koje sluzi kao poveznica izmedu primarnog protutijela i avidin-
biotin-peroksidaznog kompleksa. Za analizu je koriSten Ventana BenchMark ULTRA, Roche
Diagnostics uredaj (8). Koristena su protutijela CK7, CK20, WT1, CDX2, Cal25, EMA te
CD15 proizvodac¢a Ventana Medical Systems, Inc. Protutuijela su monoklonalna misja u
koja spadaju EMA te CD15 i monoklonalna ze¢ja u koje se ubrajaju CDX2, CK7, i CK20. U
misja protutijela ubrajaju se jo§ i WT1 te Cal25 (9). Za vizualizaciju je koriSten ultra View

Universal DAB detekcijski kit (10).

3.2.4. Intenzitet ekspresije imunohistokemijskih markera

Intenzitet ekspresije imunohistokemijskih biljega utvrden je pregledom uzoraka svjetlosnim
mikroskopom Carl Zeiss Axio Imager Al te je usporeden s intenzitetom ekspresije pozitivne
probe. Pozitivna proba mora biti pozitivna na odredeni biljeg te moze pokazivati pozitivitet
jezgre, citoplazme i npr. membrane stanice. Pozitivna proba za tumor biljeg WT1 pokazuje
nuklearni pozitivitet u tkivu jajovoda. Pozitivitet u tkivu crijeva pokazuju pozitivne probe za
biljege CDX2 i CK20. CDX2 u tkivu crijeva ima nuklearni pozitivitet pozitivne probe. Cal25
biljeg svoju pozitivnu probu ima u tkivu endometrija, a biljeg CD15 u limfnim ¢vorovima i
nekim epitelima. Biljeg EMA pozitivnu probu ima na membrani epitela. Ekspresija ispitivanih
uzoraka za biljege Cal25, CK7, CK20, CDX2, WT1, EMA i CD15 opisana je kao negativno
obojenje, ekspresija slabija od ekspresije pozitivne probe, ekpresija jednaka ekspresiji

pozitivne probe te ekspresija jaca od ekspresije pozitivne probe.
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3.3. Statisti¢ke metode

Za prikaz podataka u ovome radu koriStena je deskriptivna statistika. Tablice su izradene u

programu Microsoft Office Excel 2010.
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4. REZULTATI

U pregledanom arhivskom materijalu Klinickog zavoda za patologiju i sudsku medicinu KBC
Osijek u dvogodisnjem periodu od ukupnog broja epitelnih tumora jajnika (102) pronadeno je
ukupno 71 benigni tumor i 31 maligni tumor. Seroznih tumora jajnika bilo je 61, od kojih je
37 bilo benigno, 20 maligno, a Cetiri su bila Borderline tumori. Mucinoznih tumora bilo je
sveukupno 35, od kojih 27 benignih, pet malignih, i 3 Borderline tumora. Klarocelularnih
tumora bilo je ukupno tri, svi su bili maligni. Endometrioidni karcinomi jajnika nisu
pronadeni. Pregledavanjem arhivskog materijala, pronaden je i tumor Brenner maligne

prirode te dva metastatska tumora jajnika. Opisani podatci razvrstani su u Tablici 1.

Tablica 1. Histoloski tip, broj i postotak epitelnih tumora jajnika dijagnosticiranih u KBC- u
Osijek u razdoblju od 2015.-2016.

HISTOLOSKI TIP BROJ TUMORA (Ukupigﬂlci)s-{(ﬁéki tip)
SEROZNI 61 59,80/ 100,00
Benigni 37 36,27 /60,65
Borderline 4 3,92/6,56
Maligni 20 19,61 /32,79
MUCINOZNI 35 34,31/100.00
Benigni 27 26,47/ 77,14
Borderline 3 2,94 /8,57
Maligni 5 4,90/14,29
KLAROCELULARNI 3 2,94 /100,00
TUMOR BRENNER 1 0,98 /100,00
METASTATSKI TUMORI
JAINIKA 2 1,96 /100,00
UKUPNO 102 100 %
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Iz Tablice 1. vidi se da su od svih dijagnosticiranih epitelnih tumora jajnika u KBC Osijek u

periodu od dvije godine najzastupljeniji serozni tumori. Od seroznih tumora najucestaliji su

oni benigne naravi, isto kao i kod mucinoznih tumora. Najmanje je dijagnosticirano

Brennerovog tumora, dok endometrioidni karcinomi nisu dijagnoticirani.

Od ukupno 102 epitelna tumora jajnika, imunohistokemijskim bojanjem obradeno je njih

deset, sto je 9,80 %.

Rezultati procjene intenziteta ekspresije imunohistokemijskih biljega u odnosu na intenzitet

ekspresije pozitivne probe prikazani su u Tablici 2.

Tablica 2. Ekspresija intenziteta imunohistokemijskih biljega u odnosu na intenzitet

ekspresije pozitivne probe u postotcima

TUMORSK| SLABIJAOD | JEDNAKA | JACA OD
BILEe | NEGATIVNA | POZITIVNE | POZITIVNOJ | POZITIVNE | UKUPNO
PROBE PROBI PROBE

CK7 3 (30, 00) 2 (20,00) 1 (10,00) 4(40,00) | 10(23,26)
CK20 5 (55,56) 1(11,11) 2 (22,22) 1(11,11) 9 (20,94)
WT1 3 (42,86) 0 (0,00) 1(14,28) 3 (42,86) 7 (16,28)
CDX2 3 (42,86) 0 (0,00) 1(14,28) 3 (42,86) 7 (16,28)
Cal2s 2 (25,00) 3 (37,50) 1 (12,50) 2 (25,00) 8 (18,60)
EMA 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 1(100,00) | 1(2.32)
CD15 0 (0,00) 1 (100,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 1(2.32)

UKUPNO | 16 (37,21) 7 (16,28) 6 (13,95) 14 (32,56) | 43 (100,00)

Ukupno je pregledano 43 preparata tumora jajnika od kojih je 16 (37,21 %) bilo negativno na

odredeni tumorski biljeg. Na sedam (16,28 %) preparata ocCitana je slabija ekspresija
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imunohistokemijskih biljega od pozitivne probe, a na Cetrnaest (32,56 %) mogla se ocitati
jaca ekspresija u odnosu na pozitivhu probu. Na Sest (13,95 %) pregledanih preparata
intenzitet ekspresije imunohistokemijskih biljega bio je jednak onome pozitivne probe.

Tumorski biljeg CK7 pokazao je vrlo jak intenzitet boje u odnosu na pozitivnu probu, na
Cetiri preparata je taj intenzitet bio ja¢i od onoga pozitivne probe. Suprotno tome, biljeg
Cal25 pokazao je slabiji intenzitet od intenziteta pozitivne probe na tri preparata, te ja¢i na

dva preparata. CK20 bio je negativan u pet preparata tumora jajnika.

Tumorski biljeg WT1 takoder pokazuje jaci intenzitet u odnosu na pozitivhu probu na tri
preparata, kao i biljeg CDX2. Tumorski biljeg EMA pokazao je jaci intenzitet od onoga
pozitivne probe, a CD15 slabiji (Tablica 2.).
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Slika 1. Imunohistokemijsko bojenje protutijelom za CK7. A - CK7 pozitivna proba (100 X),
B — Adenocarcinoma serosum G Il (100X). (Izvor: Zavod za patologiju i sudsku medicinu

KBC-a Osijek, arhivski materijal).

Slika 2. Imunohistokemijsko bojenje protutijelom za WT1. A — WT1 pozitivna proba (100X),
B - Adenocarcinoma serosum G 111 (100X). (Izvor: Zavod za patologiju i sudsku medicinu

KBC-a Osijek, arhivski materijal).
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Slika 3. Imunohistokemijsko bojenje protutijelom za Cal25. A - Cal25 pozitivna proba
(100X), B - Adenocarcinoma serosum G Ill (100X). (lzvor: Zavod za patologiju i sudsku

medicinu KBC-a Osijek, arhivski materijal).

Slika 4. Imunohistokemijsko bojenje protutijelom za CDX2. A - CDX2 pozitivna proba
(100X), B - Cystadenocarcinoma mucinosum ovarii G1, intestinalni tip (100X). (Izvor: Zavod

za patologiju i sudsku medicinu KBC-a Osijek, arhivski materijal).
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Slika 5. Imunohistokemijsko bojenje protutijelom za CK20. A - CK20 pozitivha proba
(40X), B - Cystadenocarcinoma mucinosum ovarii G1, intestinalni tip (100X). (lzvor: Zavod

za patologiju i sudsku medicinu KBC-a Osijek, arhivski materijal).

Slika 6. Imunohistokemijsko bojenje protutijelom za EMA. A — EMA pozitivha proba
(200X), B — Cysadenocarcinoma clarocellulare ovarii bilateralis (100X). (lzvor: Zavod za

patologiju i sudsku medicinu KBC-a Osijek, arhivski materijal).

16



4. REZULTATI

Slika 7. Imunohistokemijsko bojenje protutijelom za CD15. A — CD15 pozitivna proba
(200X), B - Cysadenocarcinoma clarocellulare ovarii bilateralis (100X). (lzvor: Zavod za
patologiju i sudsku medicinu KBC-a Osijek, arhivski materijal).
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Unutar ovog istrazivanja iz arhivskog materijala Klinickog zavoda za patologiju i sudsku
medicinu KBC Osijek u dvogodi$njem periodu, preciznije u godinama 2015. i 2016. popisani
su svi epitelni tumori jajnika koji su zatim razvrstani u tablicu po njihovom histoloskom tipu i

zastupljenosti.

Od ukupno 102 dijagosticirana tumora, najucestaliji su bili serozni epitelni tumori S
pojavnoscu od 59,80% . Drugi po ucestalosti su mucinozni tumori, kojih je od ukupnog broja
tumora bilo 34,31 % . Ovi podatci slazu se s podatcima iz literature, u kojoj takoder stoji da su
serozni tumori najzastupljeniji, a da ih po zastupljenosti prate mucinozni (11). Literatura dalje
navodi kako su sljedeé¢i tumori po ucestalosti endometrioidni (11). U ovom istraZivanju to nije
bilo tako jer endometrioidni karcinomi nisu pronadeni. Po literaraturi, nakon endometrioidnih
slijede klarocelularni tumori, te tumor Brenner s relativno malim ucestalostima u ukupnom
broju epitelnih tumora. U istrazivanju klarocelularni tumori i tumor Brenner takoder su, u
ukupnom postotku, slabo zastupljeni. Klarocelularni ¢ine 2,94 %, a tumor Brenner svega

0,98% tumora.

U ovom istrazivanju podtipovi seroznih tumora po ucestalosti se mogu podijeliti redom na
benigne (60,65 %), maligne (32,79 %) i Borderline tumore (6,56 %). U literaturi podjela
ucestalosti podtipova seroznih tumora korelira navedenoj podjeli. Isto se tako mucinozni
tumori po ucestalosti dijele na benigne (77,14 %), maligne (14,29 %) 1 Borderline tumore
(8,57 %). Ovi podatci su u literaturi drugaciji, tj. podjela za mucinozne tumore ide redom

benigni, Borderline i zatim maligni (11).

Literatura navodi kako je imunohistokemija od velike pomoc¢i pri dijagnosticiranju morfoloski
nediferenciranih neoplazmi, te njihovog subtipiziranja i istraZivanja prognostickih faktora.
Autori isti¢u inkorporiranost imunohistokemije u rutinsku dijagnostiku patoloske anatomije
(12). U ovom je istrazivanju od ukupno 102 epitelna tumora jajnika imunohistokemijskim
metodama obradeno njih deset, sto je 9,80 %. Stoga se moze re¢i da imunohistokemija nije
prvi izbor pri dijagnostici epitelnih tumora jajnika te da nije uSla u njihovu rutinsku

dijagnostiku.

Nadalje, u ovom se radu usporedivala ekspresija bojanja odredenog tumorskog biljega u
odnosu na pozitivnu probu. Koristili su se biljezi: CK7, CK20, Cal25, CDX2, WT1, EMA i
CD15. Biljeg CK7 pokazuje jaku pozitivnost kod serozniih tumora ovarija, dok je negativan
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kod metastatskog mucinoznog adenokarcinoma s primarnim sijelom u debelom crijevu. CK20
negativan je kod svih seroznih tumora, a pozitivan kod mucinoznih. Tumorski biljeg WT1
pokazuje pozitivnost kod seroznih epitelnih tumora, isto kao i marker Cal25. U literaturi su
potkrijepljeni ovi rezultati (4). U istrazivanju se vidi da je biljeg CDX2 pokazivao jaku
ekspresiju kod metastatskih mucinoznih adenokarcinoma ¢ije je primarno porijeklo u
probavnom traktu, prvenstveno u debelom crijevu. Tumorski biljeg EMA pokazao je jaku
obojanost kod klarocelularnog tumora, za razliku od biljega CD15, koji je pokazao slabiju

obojanost od pozitivne probe.
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ZAKLJUCCI

Na temelju dobivenih rezultata i provedenog istrazivanja mogu se izvesti sljede¢i zakljucci:

o g~ wD

U pregledane dvije godine (2015. i 2016.) arhivskog materijala KBC Osijek
dijagnosticirana su 102 epitelna tumora jajnika od kojih su najc¢esc¢i serozni tumori.

Od seroznih tumora najvise je bilo dijagnosticirano benignih.

Najmanije je dijagnosticirano Brenner tumora.

Endometrioidni karcinomi nisu dijagnosticirani u tom periodu.

Imunohistokemijskim metodama obradeno je samo deset tumora jajnika (9,80 %).
Tumorski biljeg CK7 pokazuje uglavnom ekspresiju jatu od ekspresije pozitivne
probe, dok biljeg Cal25 pokazuje slabiju ekspresiju u odnosu na pozitivhu probu.
Biljeg CK20 bio je negativan u pet preparata tumora jajnika. WT1 je na veéini
preparata pokazivao jacu ili jednaku ekspresiju u odnosu na pozitivnu probu, kao i
biljeg CDX2. Marker EMA pokazuje jacu, a biljeg CD15 slabiju ekspresiju od one

pozitivne probe.
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Ciljevi istrazivanja: Ciljevi ovog rada bili su prikazati imunohistokemijska bojenja vazna u
dijagnostici 1 diferencijalnoj dijagnostici epitelnih  tumora jajnika, istraziti broj
dijagnosticiranih epitelnih tumora te ih razvrstati s obzirom na vrstu i maligni potencijal, te
procijeniti intenzitet ekspresije imunohistokemijskih biljega u odnosu na intenzitet ekspresije

pozitivne probe i u odnosu na vrstu epitelnog tumora.

Materijali i metode: Materijal su uzorci tumora jajnika pohranjeni u arhivu Klini¢kog
zavoda za patologiju i sudsku medicinu KBC Osijek u dvogodisnjem periodu. Obradeni Su
histokemijskim postupkom i bojani histokemijskim bojanjem HE, te su obradeni indirektnom
ABC metodom s protutijelima za CK7, CK20, WT1, Cal25 i CDX2. Svjetlosnim

mikroskopom opisana je ekspresija imunohistokemjskih biljega u odnosu na pozitivnu probu.

Rezultati: U dvogodi$njem periodu dijagnosticirano je ukupno 102 epitelna tumora jajnika od
kojih 59,80% seroznih, 34,31% mucinoznih, 2,94% klarocelularnih, 0,98% tumora Brenner te
1,96% metastatskin tumora jajnika. Od 102 tumora, samo njih deset obradeno je
imunohistokemijskim metodama, odnosno 9,80%. Tumorski biljeg Cal25 je na najvise
preparata imao slabiji intenzitet od pozitivne probe, suprotno, CK7 je na najviSe preparata
imao jaci intenzitet, a intenzitet boje jednak intenzitetu pozitivne probe na najvise je preparata

imao biljeg CK20.

Zakljudak: u Zavodu za patologiju i sudsku medicinu u Osijeku najc¢esce su dijagnosticirani
serozni tumori jajnika benigne prirode. Imunohistekemijske metode provedene su na deset
tumora, $to znaci da u dijagnostici tumora jajnika imunohistokemija nije rutinska metoda.

Razli¢iti tumorski markeri pokazali su razli¢itu ekspresiju u odnosu na pozitivnu probu.

Kljuéne rijeci: Imunohistokemija; epitelni tumori jajnika; tumorski markeri; intenzitet

ekspresije
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8. SUMMARY
Immunohistochemistry of the epithelial tumors of the ovary

Research objectives: The aim of this paper was to demonstrate immunohistochemical
staining important for diagnosis and differential diagnosis of epithelial ovarian tumors, to
investigate the number of diagnosed epithelial tumors and to classify them according to the
type and malignant potential, and to evaluate the intensity of expression of
immunohistochemical markers in relation to the intensity of expression of positive tests in

relation to the type of epithelial tumor.

Materials and methods: The material consists of samples of ovarian tumor stored in a two-
year period in the Archives of the Department of Pathology and Forensic Medicine of the
University Hospital Osijek. They were processed by histochemical procedure and stained with
hematoxilin and eosine (HE), and processed by an indirect ABC method with antibodies for
CK7, CK20, WT1, Cal25 and CDX2. The expression of immunohistochemical markers in
relation to the positive test has been described by light microscope.

Results: In a two-year period a total of 102 epithelial ovarian tumors were diagnosed, out of
which 59.80% were serous, 34.31% mucinous, 2.94% clarocellular, 0.98% Brenner tumors,
and 1.96% metastatic ovarian tumors. Out of 102 tumors, only 10 of them were treated by
immunohistochemical methods, ie 9.80%. Tumor marker CA125 had on most preparations
weaker intensity of the positive tests, whereas in contrast, CK7 had on most preparations
higher intensity, and the marker CK20 had on most preparations the color intensity equal to

the intensity of the positive probe.

Conclusion: At the Department of Pathology and Forensic Medicine of the University
Hospital Osijek the most commonly diagnosed were serous ovarian tumors of benign nature.
Immunohistochemical methods were performed on 10 tumors, meaning that in the diagnosis
of ovarian tumors immunohistochemistry is not as widely used as histological methods.

Different tumor markers showed different expression in relation to the positive test.

Key words: immunohistochemistry; epithelial ovarian tumors; tumor markers; intensity of

expression
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