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Резюме. Целью наших исследований является определение этиологических и 
диагностических иммуногистохимических показателей плеоморфных аденом 
слюнных желез. Иммуногистохимические исследование было проведено на ма
териале 20 эксцизионных биопсий пациентов с плеоморфными аденомами слюн
ных желез. Анализ полученных данных показал, что околоушная железа была 
одной из наиболее распространенных локализаций среди пациентов с плеоморф- 
ными аденомами. Среди вирусных агентов преобладали - вирус папилломы чело
века 16 типа и Эпштейн-Баррра вирус, что соответствовало 16 (80 %) и 6 (30 %) 
случаям. Среди гормонов распределение было следующее: эстроген и прогесте
рон по -  2 (10 %) случая соответственно. Плаг 1 имел наивысшую экспрессию в 
околоушной железе -  18 (90 %) случаев. Анализы иммуногистохимических ис
следований этиологических и диагностических показателей плеоморфных аде
ном слюнных желез выявили экспрессию 5 маркеров -  ВПЧ 16 типа, ЭБВ, эстро
гена, прогестерона, Plag 1.
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гистохимия, эстроген, прогестерон, вирус папилломы человека (ВПЧ) 16 типа, 
Эпштейн-Барра вирус (ЭБВ), Плаг 1.
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Resume. The purpose of the research was to determine etiological and diagnostic 
immunohistochemical indices of pleomorphic adenomas of the salivary glands. 
The immunohistochemical study was conducted based on excisional biopsies of
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pleomorphic adenomas of the salivary glands in 20 patients. The analyses of the 
research showed that the parotid salivary gland was affected in most of the patients with 
pleomorphic adenomas. Among the viruses that were present -  16 (80%) patients had 
human papillomavirus type 16 (HPV type 16), and 6 (30%) patients had the Epstein- 
Barr virus (EBV) dominating. Among the hormones, the distribution was as follows: 
oestrogen and progesterone in 2 (10%) cases, respectively. PLAG1 had the highest 
expression in the parotid salivary gland tissues -  18 (90%) cases. The analyses of the 
immunohistochemical research of the etiological and diagnostic indices of pleomorphic 
adenomas of the salivary glands showed the expression of 5 markers -  HPV type 16, 
EBV, estrogen, progesterone, Plag 1.

Keywords: salivary gland tumours, pleomorphic adenoma, immunohistochemistry, 
oestrogen, progesterone, human papillomavirus type 16, Epstein-Barr virus, PLAG1.

Введение
Диагностические методы занимают 

одно из ключевых мест в современной 
медицине. Они позволяют уточнить 
клинический диагноз, подобрать оп
тимальный метод лечения и провести 
профилактические мероприятия [1]. 
Среди наиболее известных - рентгено
графические (КТ и МРТ с контрастом и 
без, сцинтиграфические исследования), 
ультразвуковые (ультрасоонография), 
разновидности биопсий (инцизионная, 
эксцизионная, прицизионная, пункци- 
онная), иммунологические, гистологи
ческие, иммуногистохимические [2]. 
Каждый из перечисленных методов ис
пользуется для диагностики различных 
новообразований человека, в том чис
ле опухолей слюнных желез. Они со
ставляют от 1 до 5% от всех новообра
зований человека [3]. Среди наиболее 
распространенных доброкачественных 
опухолей слюнных желез выделяют - 
плеоморфную аденому (61-90%) [4].

Клинические особенности плеомор- 
фных аденом достаточно изучены, и 
не представляют особой сложности 
для профильных специалистов при 
установлении предварительного кли

нического диагноза. Однако вопросы 
этиологии, морфологической и иму- 
ногистохимичной верификации этой 
нозологии постоянно дискутируются и 
дополняются новыми данными.

Влияние вирусной инфекции на раз
витие различных видов опухолей и их 
эндокринная зависимость уже достаточ
но изучена. Так, в частности известно о 
роли вируса папилломы человека (6, 8,
16, 18 типа) в развитии рака шейки мат
ки [6] и влияния гиперэстрогенемии на 
развитие опухолей молочных желез [7].

Известно, что точность морфологи
ческой верификации, как правило, со
ставляет не более 85%. Для повышения 
процента морфологической верифи
кации используют современный им- 
муногистохимический анализ тканей 
опухоли. Он позволяет не только уста
новить характер опухоли (доброкаче
ственная или злокачественная), а также 
тип дифференцировки, характер роста, 
и большинство дополнительных при
знаков новообразования для получения 
окончательного диагноза [5]. Среди 
наиболее известных иммуногистохи- 
мических маркеров для диагностики 
плеоморфных аденом используют Плаг
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1 (Plagl). Точность постановки диагно
за по этому показателю составляет не 
менее 94% [21].

Таким образом, большинство лите
ратурных источников и научных ста
тей пытаются оценивать и проводить 
диагностику опухолей слюнных желез 
(плеоморфных аденом) только по одно
му или нескольким однотипным имму- 
ногистохимическим маркерам, а работ, 
которые подходят комплексно или ука
зывают на совокупность важных этио
логических и диагностических показа
телей изучено недостаточно. Поэтому 
целью наших исследований является 
определение этиологических и диагно
стических иммуногистохимических 
показателей плеоморфных аденом 
слюнных желез.

Материалы и методы
Гистологическое типирование ново

образований слюнных желез проведено 
с использованием рутинной окраски ге
матоксилином и эозином и иммуноги- 
стохимического исследования.

Исследование проведено на матери
але эксцизионных биопсий доброкаче
ственных новообразований слюнных 
желез (плеоморфных аденом) у 20 па
циентов. Для исследования проведен 
забор опухоли с удаленной околоушной 
и подчелюстной слюнной железы раз
мером 10х10 мм., толщиной до 4 мм. 
Вырезанные кусочки опухоли уклады
вались в кассеты и с помощью держа
теля кассет их размещали на 16 часов 
в емкость для фиксации в забуферен- 
ный 10% формалин с pH 7,4. Уплотня
ли данный материал в парафине с при
менением гистиопроцесора Histos-5 
(«Milestone», Италия), по программе 
для операционного материала - 4 мм.

После завершения программы пропит
ки в парафине кассеты вынимались из 
парафинового блока гистопроцесора и 
на станции для заливки HESTION TEC- 
2800 Embedding Center кусочки тканей 
заливались расплавленным парафином 
в формочки с последующим затверде
ванием на холодильном модуле стан
ции HESTION TEC-2800 Cryo Console. 
Из полученных парафиновых блоков 
изготавливали гистологические срезы 
толщиной 5 мкм с помощью микрото
ма Microm НМ325 («Thermo Scientific», 
Германия). Срезы окрашивали гематок
силином и эозином для патогистологи
ческого исследования опухоли, морфо- 
метрии и подсчета объема жизнеспо
собной опухолевой ткани.

Иммуногистохимическое исследо
вание проводили с моноклональным 
мышиным антителом против челове
ка Monoclonal Mouse Anti-Epstein Barr 
Virus LMP Clones CS. 1-4 (Dako IS 753, 
Дания); с моноклональным кроличьим 
антителом против человека Polyclonal 
Rabbit Antibody p16 (CDKN2A) (Thermo 
scientific PAL. 16662) с моноклональным 
кроличьим антителом против человека 
Monoclonal Rabbit Anti-Human Estrogen 
Receptor a Clone SPI (Dako IS 151, Да
ния) с моноклональным мышиным ан
тителом против человека Monoclonal 
Mouse Anti-Human Progesteron Receptor 
Clone PgR 636, (Dako IR068), Дания; 
Plag1 Monoclonal Antibody (M02) clone 
3B7, Китай; с использованием системы 
детекции EnVisionTM FLEX, Dako, Да
ния. Демаскировку антигена проводи
ли в цитратном буфере pH 6,0 при 95 ° 
С. Первичные антитела инкубировали 
при комнатной температуре 30 мин., 
Вторичные -  20 мин. Срезы докраши
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вают гематоксилином Gill. Для поло
жительного контроля использовали 
тканевые образцы с определенной по
ложительной реактивностью, для отри
цательного - проводили процедуру без 
применения первичных антител.

Полученные препараты изучали и 
фотографировали с помощью микро
скопа OLYMPUS СХ 41 с камерой и 
программным обеспечением Quick 
PHOTO MICRO 2.3 при стандартизи
рованных условиях.

Результаты и их обсуждение
Анализ таблицы 1 показывает, что у 

большинства больных с плеоморфными 
аденомами поражена была околоушная 
слюнная железа. Среди вирусов, кото
рые присутствовали в тканях опухоли 
околоушной слюнной железы у 14 (70 
%) больных доминировал -  ВПЧ 16 типа 
и вирус Эпштейн-Барра -  6 (30%). Сре
ди гормонов распределение было сле
дующее -  2 (10%) -  прогестерон, 2 (10 
%) -  эстроген. Показатель Плаг 1 имел 
наибольшую экспрессию в тканях око
лоушной слюнной железы -  18 (90 %).

Таблица 1 - Иммуногистохимические показатели плеоморфных аденом 
различных видов слюнных желез (n=20)

Имуногистохимиче- 
ский показатель

Околоушная 
слюнная железа

Подчелюстная 
слюнная железа

Подъязыч
ная слюнная 
железа

Малые
слюнные
железы

Эпштейн-Барра вирус 6 (30 %) - - -

ВПЧ 16 типа 14 (70 %) 1 (5 %) - 1 (5 %)

Эстроген 2 (10 %)

Прогестерон 2 (10 %)

Плаг1 18 (90 %) 1 (5 %) 1 (5 %)

*  При подсчете учитывали, что у  одного больного были положительными сразу 
несколько иммуногистохимических показателей

Таблица 2 - Иммуногистохимические показатели плеоморфных аденом 
слюнных желез (n = 20)

Показатели имуногистохимии Абсолютное количество Относительное количество

1.Эстроген 2 10 %

2.Прогестерон 2 10 %

3.Эпштейн-Барра вирус 6 30 %

4.ВПЧ 16 16 80 %

5. Плаг 1 20 100%
* При подсчете учитывали, что у  одного больного были положительными сразу 
несколько иммуногистохимических показателей
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При подсчете иммуногистохимиче- ние показателей Плаг 1 до 100 % и ВПЧ 
ских показателей плеоморфных аденом 16 типа до 80 % (Рис. 1, 2, 3, 4, 5). 
слюнных желез наблюдалось повыше-

Таблица 3 - Иммуногистохимический показатель Плаг 1. Характеристика 
по интенсивности окраски для плеоморфных аденом слюнных желез (n = 20)

Показатель имуногистохимии + ++ +++

Плаг1 4 (20 %) 10 (50 %) 6 (30 %)

Анализ полученных данных указы
вает на то, что у 10 (50%) биоптатов ин
тенсивность маркера составляла «++», 
в 6 (30%) биоптатов «+++», у 4 (20%) 
биоптатов «+».

Влияние вирусной инфекции на раз
витие опухолей уже достаточно извест
но. Большинство из них играют значи
тельную роль в этиологии как добро
качественных, так и злокачественных 
опухолей. Среди наиболее известных 
вирусных агентов -  вирус папилломы 
человека, Эпштейн-Барра вирус, ци- 
томегаловирус, вирусы гепатитов В и
С, вирусы герпеса различных типов. 
Вирус папилломы человека, цитомега- 
ловирус и вирус простого герпеса игра
ют значительную роль в развитии рака 
шейки матки [8]. Вирус папилломы 
человека вызывает развитие различ
ных видов орофарингеальной, гипо- и 
назофаренгиальних карцином, и неме- 
ланомного рака кожи. Вирусы гепатита 
В и С, саркома Капоши ассоциирован
ный герпес-вирус принимают участие 
в развитии различных видов гепатоцел- 
люлярного рака [10]. Эпштейн-Барра 
вирус, в большинстве случаев, вызыва
ет развитие большинство лимфоцит-ас- 
социированных опухолей, в частности 
лимфом [9]. Также, установлена взаи

мосвязь между некоторыми вирусами 
(ретровирус активируется вирусом сар
комы Капоши ассоциированным гер
пес-вирусом, и Эпштейн-Барра виру
сом) и их возможностью взаимно акти
вировать и усиливать активность друг 
друга и таким образом способствовать 
развитию опухолей с последующим 
канцерогенезом [11].

Слюнные железы, как орган, кроме 
слюноотделительной функции выпол
няет эндокринную и иммунную, доста
точно часто испытывает поражения со 
стороны различных вирусов с после
дующим развитием опухолевого про
цесса. Большинство ученых описывают 
иммуногистохимические исследования 
плеоморфных аденом, аденолимфом 
и аденокарцином, где среди основных 
вирусных агентов выделяют -  ВПЧ 16 
и 18 типов, ЭБВ [12,13]. Так, среди пле
оморфных аденом 16-24 (33-39%) име
ют положительную реакцию на ВПЧ 16 
типа и 2 (5-7%) ЭБВ [8]. Встречаются 
отдельные работы, в которых сообща
ется про отсутствие вирусов ВПЧ, ЭБВ 
в тканях опухолей и интактных слюн
ных железах, или незначительный и 
статистически недостоверный процент 
наблюдений, ставит под сомнение вли
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яние этих видов вирусных патогенов на 
развитие опухолей слюнных желез [14].

Проведенные нами иммуногисто- 
химические исследования опухолей 
слюнных желез (плеоморфных аденом) 
свидетельствуют о доминировании 
двух видов вирусов ВПЧ 16 типа -  16 
(80%) и ЭБВ -  6 (30%). Проводя сравне
ние полученных данных с доступными 
научными источниками можно сделать 
вывод о повышении (распространен
ности) вируса ВПЧ 16 и ЭБВ в тканях 
опухолей слюнных желез, а значит их 
роль в развитии опухолей не вызывает 
сомнений.

В литературных источниках, до
статочно давно, ведется дискуссия о 
важности влияния некоторых видов 
гормонов на опухолегенез. Так, среди 
основных выделяют -  андроген, эстро
ген и прогестерон -  гормоны, действу
ющие через специфические рецепто
ры и играющие важную роль в росте и 
развитии нескольких опухолей, в том 
числе карциномы молочной железы, 
эндометрия и простаты [15]. (Actis A.B. 
2005) указывает на определенную связь 
и сходство по гистопатологическим ти
пам между опухолями слюнных желез 
и опухолями молочной железы и про
статы. Так, строение плеоморфных аде
ном очень похоже с мукоцелеподобной 
опухолью молочной железы [16].

Проводя анализ большинства имму- 
ногистохимических исследований тка
ней опухолей слюнных желез по дан
ным разных авторов видно, что экспрес
сия эстрогена, андрогена, прогестерона 
составляет от 7-30% для доброкаче
ственных опухолей, и от 30-50% для 
злокачественных опухолей [15,17,18]. 
При этом, часть авторов в своих иссле

дованиях, утверждает, что экспрессия 
эстрогена, андрогена, прогестерона не 
имеет существенного значения в опу- 
холегенезисе слюнных желез [19,20].

Проведенные нами иммуногисто- 
химические исследования опухолей 
слюнных желез (плеоморфных аде
ном), показало экспрессию эстрогено- 
вых и прогестероновых рецепторов на 
уровне не более (10 %) в обоих случаях. 
Полученный результат, свидетельству
ет об достаточно низкой гормональ
ной зависимости плеоморфных аденом 
слюнных желез.

Таким образом, можно достоверно 
утверждать, что сравнивая роль виру
сов и гормонов на возможное развитие 
опухолевого процесса в тканях слюн
ных желез, первичное звено принадле
жит вирусам ВПЧ16 и ЭБВ. Наличие 
же эстрогеновых и прогестероновых 
рецепторов в тканях опухолей слюнных 
желез может дополнительно усиливать 
рост опухолей только в отдельных кли
нических случаях.

Важность иммуногистохимии в диа
гностике доброкачественных опухолей, 
также не вызывает сомнений. Способ
ность к малигнизации и рецидивиро- 
ванию среди некоторых из них, в част
ности плеоморфных аденом слюнных 
желез, побуждает к поиску более совре
менных и прицельных иммуногистохи- 
мических маркеров опухолей [21].

Известен факт, что одним из фак
торов развития плеоморфных аденом 
являются хромосомные транслока
ции в контрольных точках 8q12, 3p21 
и 12q13-15, что соответствует генам 
PLAG1, b-катенина 8 и HMGIC9 [22]. 
Именно Плаг 1, на сегодняшний, день 
является основным и достоверным им-
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муногистохимическим маркером, кото
рый используется для подтверждения 
диагноза «плеоморфная аденома слюн
ной железы».

Плаг 1 (ген плеоморфной адено
мы №1) -  это протоонкоген, который 
по некоторым данным в 93% случаев 
встречается среди плеоморфных аде
ном и в 94% случаях при рецидивах 
плеоморфных аденом. Он экспресиру- 
ется в эпителиальных клетках, но его 
частота более выражена в миоэпители- 
альных клетках. Играет определенную 
роль в эмбриогенезе, развитии плода и 
уменьшает свою экспрессию при раз
витии организма. Экспрессия Плаг1 
была также описана кроме плеоморф- 
ных аденом, при липобластомах, гепа- 
тобластомах, лейомиомах, леомиосар- 
комах, и в некоторых случаях острой 
миелоидной лейкемии. Плаг1 усили
вает экспрессию нескольких факторов 
роста генов, которые не только вносят 
значительный вклад в опухоленогенез, 
но также подавляет гены, которые ин
гибируют клеточную пролиферацию. 
Таким образом, Плаг1 может играть 
двойную роль в формировании опухо
ли, и это было подтверждено в иссле
дованиях на доброкачественных опухо
лях и низкодифференцированных кар
циномах [23].

Проведенные нами исследования 
показали, что у 20 (100 %) больных с 
морфологическим диагнозом «плео- 
морфная аденома слюнных желез» им- 
муногистохимический маркер Плаг1 
показал положительную реакцию. То 
есть, точность имуногистохимической 
верификации составила 100 %. При 
этом интенсивность окраски по этому 
показателю, была разная. В большин

стве случаев у 10 (50 %) больных - ин
тенсивность составляла «++». В 18 (90 
%) больных процесс был локализован в 
околоушной слюнной железе.

Таким образом, использование Плаг1 
в диагностике плеоморфных аденом 
слюнных желез позволяет дополни
тельно повысить окончательную вери
фикацию диагноза иммуногистохими- 
ческим методом на уровне 100 %.

Выводы:
1. Проведенные исследования эти

ологических и диагностических пока
зателей плеоморфных аденом слюнных 
желез имуногистохимическим методом 
показали наличие экспрессии 5 - ти 
маркеров -  ВПЧ 16 типа, ЭБВ, эстроге
на, прогестерона, Плаг 1.

2. Наибольшую имуногистохими- 
ческую экспрессию среди плеоморф- 
ных аденом слюнных желез показали 
маркеры Плаг 1 -  20 (100 %) и ВПЧ 16 
типа -  16 (80 %).
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