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УВОД

Предмет овог рада су истраживања функције и значаја квантификације сyclin D1,

FGF3, p16 и p21 код нормалне и диспластичне слузнице и код карцинома ларинкса.  У

уводу, а пре описивања добијених резултата и њихове дискусије, изнети су општи аспекти

онкогенезе,  ћелијског  циклуса,  испитиваних  онкогена  и  тумора  супресорских  гена,

ларинкса и патологије карцинома и дисплазија ларинкса.

1.1. КАРЦИНОГЕНЕЗА

Једна  од  првих теорија  у  настанку карциномa  је  теорија  „канцеризације  поља“,

према Slaughterи сар. (1). Ова теорија подразумева развој поља са генетски измењеним

ћелијама.У почетној фази стем ћелија доживљава генетску промену и формира „закрпу“,

односно, клоналну јединицу измењених ћерки ћелија. Ове закрпе се препознају на основу

мутација гена р53 и описане су код карцинома главе и врата. Следећи критичан и логичан

корак у епителној карциногензи је измена закрпе у растуће поље. За овај корак потребне

су  додатне  генске  алтерације  и  пролиферишуће  поље  постепено  потискује  нормалну

мукозу. У мукози главе и врата, као код езофагуса, таква поља су нађена са дијаметром

већим  од  7  cm.  Описана  поља  обично  нису  установљена  рутинском  дијагностиком.

Неизоставно  клонална  различитост  доводи  до  развоја  једног  или  више  тумора  унутар

целовитог поља пренеопластичних ћелија. Значајан клинички утицај  у том пољу остаје

након хирургије примарног тумора. Он може водити развоју нових канцера, које данашњи

клиничари  називају  „секундарни  примарни  тумор“  или  „локална  рекуренција“,  у

зависности од тачног места и временског интервала (2).

Према данашњем схватању процес канцерогенезе захтева неколико наследних или

стечених  генских  промена  у  једном  ћелијском  клону.  Ћелијском  клону  ове  промене

обезбеђују  предност  у  расту  и  развоју  (3).  Протоонкогени  као  нормални  учесници

сигналних  путева  регулишу  пролиферацију,  а  у  свом  мутираном  облику  постају
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доминантни  онкогени  доводећи  до  неопластичног  раста  (4).  Ген  чији  губитак  или

инактивација омогућава ћелији да покаже другачији фенотип је тумор супресорски ген.

Такав  другачији  фенотип  се  одликује  губитком  регулације  неопластичног  раста  (5).

Иницијалне  мутације  специфичних  онкогена  и  инактивације  тумор  супресорских  гена

обезбеђују  ћелијама  већу  пролиферативну  способност.  Свака  следећа  генска  промена

може да доведе до настанка генотипа са „напреднијим” фенотипом. Овакве ћелије постају

прекусори клоналне популације, која доминира туморском масом. Свака генска промена

„пролази” клонску селекцију. У оквиру туморске масе доминираће клонска популација са

наведеним фенотипским предностима у односу на друге клонове (6). Протоонкогени имају

кључну улогу у пролиферацији и диференцијацији ћелија. Високо су конзервирани код

различитих  организама  и  њихова  експресија  је  прецизно  регулисана.  Продукти

протоонкогена  су  сви  типови  молекула  који  су  укључени  у  процесе  сигналне

трансдукције.  Њиховом  активацијом  долази  до:  1)  повећања  количине  и  активности

фактора  раста,  2)  повећања  броја  рецептора  за  факторе  раста,  3)  повећања  броја

адаптивних  протеина  сигналних  путева  и  4)  повећаног  стварање  транскрипционих

фактора (7).  Мутације гена доводе до губитка протеинске функције,  што може водити

убрзању ћелијског циклуса и могућем развоју рака. 

Један  од  узрока  пролиферације  ћелија  је  хиперактивност  протоонкогена.

Поремећаје у њиховој експресији узрокују неки од следећих механизама: амплификација

DNK, тачкасте мутације, реципрочне транслокације (прекид два хромозома и реципрочна

размена  генетског  материјала),  делеције,  дупликације,  инверзије  и  инсерција  вирусне

DNK или RNK у геном ћелије. Неадекватна експресија ових протеина може довести до

развоја  малигнитета.  Разликују  се  од  нормалних  протеина  у  неадекватној  експресији

током ћелијског циклуса или у експресији у неадекватном ткиву (8,9).

Друга  врста  гена,  тумор  супресорски  гени,  доприноси  канцерогенези  губитком

своје функције. Тумор супресорски гени, ретинобластом ген (Rb) и ген p53, заустављају

ћелијску  пролиферацију  и  функционишу  преко  другачијег  пута.  Они  регулишу

пролиферацију ћелија својим инхибиторним деловањем на деобу. 

Функције тумор супресор гена су: а) репресија гена који су неопходни за наставак

ћелијског циклуса,  а ако нису експримирани долази до застоја у ћелијском циклусу,  б)

откривање и исправљање DNK оштећења (док год у ћелији постоје оштећења DNK, она се
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нормално неће делити,  а  тек  када  се  оштећења отклоне,  долази до наставка  ћелијског

циклуса),  в) Иницирање апоптозе тј.  програмиране ћелијске смрти, уколико не дође до

отклањања оштећења DNK и г) Одржање ћелијске адхезије, блокирање губитка контактне

инхибиције, тј. инхибиција настанка метастаза (10). 

Тумор  супресорски  гени  губе  функцију  након  мутације.  За  дисфункцију  гена

неопходна је мутација или промена у активности оба алела и ова појава је позната под

називом  „губитак  хетерозиготности“.  Трансформација  нормалног  ткива  у  ткиво

инвазивног карцинома је вишестепени процес који траје од 5 до 20 година и на који утичу

бројни наследни фактори и соматске генске промене (које се акумулирају).

Један  од  модела  у  онкогенези  је  постојање  мутације,  тј.  инактивација  тумор

супресор гена. То доводи до убрзаног раста и дељења ћелија. Кратак деобни циклус не

дозвољава адекватну репарацију евентуалних оштећења DNK, те настају мутације гена

одговорних за исправљање оштећења, као и мутације протоонкогена. Серија деоба ћелија,

у којима се мутације и друге хромозомске аберације сустижу у ћеркама ћелијама, доводе

до  формирања  генотипа  који  индукује  испољавање  малигног  фенотипа.  Основне

карактеристике малигног фенотипа су: 1) убрзан раст, 2) брза деоба ћелија, 3) аутономија

раста, 4) неосетљивост на инхибиторне сигнале, 5) „избегавање” апоптозе, 6) неограничен

репликативни  потенцијал,  7)  стална  ангиогенеза,  8)  способност  инвазивности  и  9)

способност метастазирања (11).

Описане молекуларне промeне се клинички испољавају у виду дисплазије ларинкса

и карцинома ларинкса.
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1.2.  КЛИНИЧКЕ  И  ХИСТОЛОШКЕ  КАРАКТЕРИСТИКЕ

ДИСПЛАЗИЈА И КАРЦИНОМА ЛАРИНКСА

1.2.1.  Клиничке  и  хистолошке  карактеристике  дисплазија  ларинкса  и

њихове поделе

Дисплазије се карактеришу:

1) Променама у грађи и

2)  Променама у ћелији.

1)  Промене  у  грађису:  а)  нерегуларна  епителна  стратификација,  б)  губитак

поларности базалних ћелија, в) „капљице“ у ћелијској мрежи, г) повећан број митоза, д)

митозе у површном ћелијском слоју, ђ) дискератоза и е) кератинске перле унутар ћелијске

мреже. 

2)  Промене  у  ћелији  су:  а)  анизонуклеоза,  б)  нуклеарни  плеоморфизам,  в)

анизоцитоза, г) ћелијски плеоморфизам, д) повећан однос једра и цитоплазме, ђ) атипичне

митотске фигуре, е) повећан број и величина нуклеолуса и ж) хиперхроматизам (12). 

Најчешћа је подела дисплазије на лаку, средње тешку и тешку (13). Лака дисплазија

је  поремећај  у  грађи  ограничен  на  доњу  трећину  епитела  (слој  ћелија  уз  базалну

мембрану) са минималном ћелијском атипијом. Средње тешка дисплазија је поремећај у

грађи који или захвата доњу и средњу трећину епитела до површног слоја ћелија и/или са

средње  тешком  атипијом  која  се  шири  до  средње  трећине  епитела.  Тешка  дисплазија

захвата више од две трећине епитела и/или показује поремећаје у грађи који су повезани

са цитолошком атипијом (14). 

Blackwell  KE  и  сар.  су  показали  да  ларингомикроскопски  узети  исечци  од

пацијената  са  променама  у  ларинксу  показују  следећу  дистрибуцију  патохистолошких

налаза: лака дисплазија у 12%, средње тешка дисплазија у 33%, тешка у 44%, док је у 11%

био присутан интраепилнителни карцином (15). 
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Малигна прогресија интраепителних ларингалних лезија дијагностикованих према

WHO  (Светска  Здравствена  Организација)  условила  је  следећу  класификацију:  лака

дисплазија  прелази  у  карцином  у  0-30%  случајева  (15–17),  средње  тешка  у  0-44%

случајева (16–20), а тешка дисплазија прелази у карцином у 20–57% случајева (16–21).

Фактори који повећавају ризик од малигне прогресије и који се разликују између

лаке, средње тешке и тешке дисплазије су: а) ниво матурације, б) полиморфизам ћелија, в)

једарна атипија и хиперхромазија, г) митотска активност, д) стромална инфламација и е)

абнормалне митотичке фигуре (19). Дисплазије ларингеалног епитела могу прогредирати

у карцином под дејством хроничних иритација, као што су пушење дувана и конзумирање

алкохола.  Ове  хроничне  иритације  на  почетку  свог  деловања  доводе  до  епителне

хиперплазије. Епителнa хиперплазијa се дефинишe као патолошко задебљање површине

ларингалног  епителаи  и  присутна  је  код  патолошких  стања  ларинкса,  као  што  су:

хронични ларингитис, полипи и нодулуси, Reinke-ови едеми, папиломатозе итд. (17,22).

Епителне  хиперплазије  ларинкса  се  ларингомикроскопски  виде  као  сивкастобеличаста

задебљања  слузнице  или  као  едематозна  црвенкастa  задебљања  слузнице.  Могу  бити

присутне  код  хроничног  ларингитиса  и  класификоване  су  према  Љубљанској

класификацији. 

Љубљанска класификација дели епителне хиперпластичне лезије ларинкса на: 1)

просту хиперплазију, 2) абнормалну хиперплазију, 3) атипичну хиперплазију („ризични“

епител) и 4) карцином in situ (23). Gale N. и сар. су известили да је атипична хиперплазија

највећим делом присутна  код хроничног ларингитиса и папиломатозе,  а  њена малигна

трансформација је нађена у 11,6% случајева (24). Према Helliwell TR. проста и абнормална

хиперплазија,  имају  ниску  вероватноћу  да  прогредирају  у  карцином  и  то  у  1%,  док

атипична хиперплазија има вероватноћу да се развије у карцином у 10% случајева (25).

Једна група аутора подржава поделу дисплазија на: дисплазију ниског и дисплазију

високог градуса, а друга група узима у обзир присуство орожавања или кератозе епитела

(26). У односу на присуство кератозе, дисплазија се дели на: кератозе без дисплазије, које

прогредирају  у  карцином  у  1–5%  случајева  и  на  кератозе  са  дисплазијом,  које

прогредирају у карцином у 11–18% случајева (27). Gallo и сар. све кератозе деле на четири

групе:  1)  кератозе  без  дисплазије,  2)  кератозе  са  дисплазијом  лаког  степена  (или

ларингална интраепителна лезија тип један –LIN1), 3) кератозе са дисплазијом средњег
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степена  (или  ларингална  интраепителна  лезија  тип  два  –LIN2)  и  4)  кератозе  са

дисплазијом тешког степена (или ларингална интраепителна лезија тип три –LIN3) (28). 

Кератозе  које  укључују  и  слику  дисплазије  представљају  појам преканцерозних

стања. Преканцерозна стања су генерализована клиничка стања са значајно повишеним

ризиком за сквамоцелуларни карцином. У разликовању преканцерозних стања од друге

патологије неопходно је присуство епителне атрофије, повећане митотске активности и

оштећених  механизама  репарације  епитела  (29).  Licitra  L.  и  сар.  су  класификовали

преканцерозна стања на основу присутне хиперплазије и присуства или одсуства кератозе

и дисплазије на: 1. хиперплазија сквамозних ћелија са кератозом или без кератозе - без

дисплазије  и  2.  хиперплазија  сквамозних  ћелија  са  кератозом  или  без  кератозе   -  са

дисплазијом (30). 

1.2.2. Клиничке и хистолошке карактеристике карцинома ларинкса

1.2.2.1. Епидемиологија карцинома ларинкса

Сквамоцелуларни  карциноми  чине  95%  свих  малигних  тумора  ларинкса.

Обухватају  2%  свих  малигнома  људског  организма  и  по  учесталости  су  одмах  иза

малигних тумора плућа (31). Сваке године, открије се приближно 11000 нових случајева

ларингеалног  карцинома  у  Сједињеним  Америчким  Држвама  (1%  од

новодијагностикованих  канцера)  а  око 1/3 дијагностикованих  пацијената  умире  од ове

болести (32). У Европи је инциденца око 52000 нових случајева годишње, од чега су  90%

мушкарци. Годишња стопа инциденце за мушкарце у јужној Европи је 18 на 100000, а за

оне у северној Европи је 6 на 100000. За жене стопа инциденце није већа од 1,5 на 100000

годишње (33). Постоје географске разлике и у топографској дистрибуцији, тако да су у

Француској,  Шпанији,  Италији,  Финској  и  Холандији  учесталији  супраглотисни,  за

разлику  од  Сједињених  Америчких  Држава,  Канаде,  Енглеске  и  Шведске,  где  је

учесталији  глотисни  карцином,  док  је  у  Јапану  учесталост  ове  две  локализације

подједнака (34).
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1.2.2.2. Етиопатогенеза карцинома ларинкса

Настанак карцинома ларинкса може бити изазван дејством различитих ендогених и

егзогених  етиолошких  фактора,  од  којих  се  егзогени  могу  поделити  на  физичке  и

хемијске.  До настанка тумора не долази деловањем једног етиолошког фактора,  већ је

потребно и деловање других механизама. Физички етиолошки фактори обично доводе до

инцијације  карактерисане  променама  у  генетском  материјалу  током  туморигенезе.

Познато је  да јонизујуће  и ултраљубичасто зрачење могу довести до настанка тумора.

Хемијски етиолошки фактори туморигенезе, најчешће испољавају генотоксичан ефекат и

то различитим механизмима, у чијој је основи везивање хемијске материје за пуринске

или пиримидинске базе DNK на строго специфичним местима, што као крајњи ефекат има

соматску мутацију гена. Неки од ових мутираних гена су регулатори ћелијског циклуса.

Друга група хемијских канцерогена испољава свој ефекат тек после дутотрајног деловања

и у високим концентрацијама. Најчешћи познати хемијски канцерогени су конзумирање

дувана  и  алкохола,  а  комбиновано  конзумирање  мултиплицира  појединачне  ефекте.

Постоји  разлика  у  дејству  канцерогена  с  обзиром  на  анатомске  регионе  ларинкса.

Супраглотис  са  локализацијом између респираторног  и  дигестивног  тракта  изложен је

дејству и алкохола и дуванског дима, док је ендоларинкс, као део респираторних путева,

изложен дејству само дуванског дима (22). 

1.2.2.3. Хистопатологија карцинома ларинкса

Макроскопски, сквамоцелуларни карциноми ларинкса се деле на: 

1) Пролиферативни–вегетантни (егзофитични) облик, који се одликује папиларним

брадавичастим или квргастим творевинама, величине од неколико mm, до величине која

испуњава цео ларинкс, сивобеличасте боје.

2) Инфилтративни–интерстицијални облик, који се обично шири ка месту где је

слузокожа  дебела,  па  слузница  изнад  тумора  може  бити  дуго  времена  без  промена  и

улцерација и 
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3) Улцерозни облик који  настаје  улцерисањем једног  од претходних облика,  па

може бити улцеро– пролиферативни или улцеро – инфилтративни. 

У односу на анатомски регион у супраглотису су заступљена сва три облика, али је

учесталији  инфилтративни  од  вегетантног  облика.  Глотис  је  захваћен  најчешће

вегетантним обликом, док је субглотис углавном захваћен инфилтративним обликом. 

Микроскопске  форме  карцинома  ларинкса  су:  1)  Верукозни  карцином,  2)

Базалоидни  сквамоцелуларни  карцином,  3)  Папиларни  сквамоцелуларни  карцином,  4)

Карцином  вретенастих  ћелија,  5)  Акантолитични  сквамоцелуларни  карцином  и  6)

Аденосквамозни карцином (34).

Градирање тумора заснива се на степену диференцијације туморских ћелија и броја

митоза унутар тумора, тако да се карциноми хистолошки класификују на градусе: I, II и

III.  Величина  примарне  лезије,  степен  инвазије  и  раширеност  у  регионалне  лимфне

чворове и постојање или одсуство хематогених метастаза, одређују стадијум карцинома.

Пораст градуса и стадијума карцинома означавају узнапредовалу малигну болест и лошију

прогнозу, а често и већи обим хируршке ресекције.

1.2.2.4. Клиничка TNM класификација карцинома ларинкса

За одређивање стадијума малигне болести се користи TNM систем класификације.

TNM  класификација  (Т–примарни  тумор,  N–регионалне  метастазе,  нодус,  М–удаљене

метастазе) за ларинкс изгледа овако (35): 

Т представља примарни тумор, без обзира на захваћеност једног или више региона

(супраглотис, глотис и субглотис) у ларинксу:

– ТX: примарни тумор не може бити процењен.

– Т0:нема доказа о примарном тумору.

– Тis: интраепителни карцином.

За примарни  тумор  супраглотиса са  захватањем  једног  или  више  његових

субрегиона:  ларингеалне површине епиглотиса,  ариепиглотисних набора,  аритеноидних

набора, вентрикуларних набора и Морганијевих рецесуса, Т класификација је следећа:
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– Т1:Тумор  ограничен  на  један  субрегион  супраглотиса,  са  нормалном

покретљивошћу гласница.

– Т2:Тумор  захвата  мукозу  два  или  више  припадајућа  субрегиона

супраглотиса  или  глотиса  или  региона  ван супраглотиса  (мукозу  базе

језика,  валекуле,  медијалног зида пириформног синуса)  без фиксације

ларинкса.

– Т3:Тумор ограничен на ларинкс са фиксацијом гласница и/или захвата

нешто  од следећих  структура:  посткрикоидни предео,  преепиглотисно

ткиво.

– Т4:Тумор се шири кроз тиреоидну хрскавицу и/или захвата мека ткива

врата, тиреоидну жлезду и/или једњак.

За примарни тумор глотиса са захватањем једног или више његових субрегиона:

гласница/ -е, предње и задње комисуре, Т класификација је следећа : 

– Т1:Тумор ограничен на гласницу/ -е (може захватати предњу или задњу

комисуру) са нормалном мобилношћу.

– Т1а: Тумор ограничен на једну гласницу.

– Т1б: Тумор захвата обе гласнице.

– Т2:Тумор  се  шири  на  супраглотис,  и/или  субглотис,  и/или  са

ослабљеном покретљивошћу гласнице.

– Т3:Тумор ограничен на ларинкс са фиксацијом гласнице.

– Т4:Тумор се шири кроз тиреоидну хрскавицу и/или друга ткива испод

ларинкса  (трахеју,  мека  ткива  врата,  укључујући  тиреоидну  жлезду  и

фаринкс).

За примарни тумор субглотиса (тумор који захвата слузницу која облаже предео

унутрашње стране крикоидне хрскавице), Т класификација је следећа:

– Т1:Тумор ограничен на субглотис.

– Т2:Тумор  се  шири  до  гласнице/  -а  са  нормалном  или  ослабљеном

покретљивошћу.

– Т3:Тумор ограничен на ларинкс са фиксацијом гласнице.
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– Т4:Тумор  се  шири  кроз  крикоидну  или  тиреоидну  хрскавицу  и/или

захвата  друга  ткива  испод  ларинкса  (трахеју,  мека  ткива  врата,

укључујући тиреоидну жљезду и једњак).

N представља захваћеност лимфних чворава са једне или са обе стране врата и

представља регионално ширење карцинома ларинкса:

– NX: Регионални лимфни чворови се не могу проценити.

– N0: Нема метастаза у регионалним лимфним чворовима.

– N1: Метастаза у једном истостраном лимфном чвору, 3cm или мање у

највећем промеру.

– N2: Метастаза у једном истостраном лимфном чвору, више од 3cm, али

мање  од  6cm  у  највећем  промеру  или  у  више  истостраних  лимфних

чворова, ниједан већи од 6cm у највећем промеру или у билатералним

или  контралатералним  лимфним  чворовима,  ниједан  већи  од  6cm  у

највећем промеру.

– N2а: Метастаза у једном истостраном лимфном чвору већем од 3cm, али

мањем од 6 cm у највећем промеру.

– N2b: Метастаза у више истостраних лимфних чворова, ниједан већи од

6cm у највећем дијаметру.

– N2с:  Метастазе  у  билатералним  или  контралатералним  лимфним

чворовима, ниједан већи од 6cm у највећем дијаметру.

– N3: Метастаза у лимфном чвору већем од 6cm у највећем дијаметру.

Иако се доста ретко јављају, удаљене метастазе представљају ширење карцинома

ларинкса у удаљене органе и то најчешће на: плућа, јетру, мозак, простату и бубреге (М):

– МX:Удаљене метастазе не могу бити процењене.

– М0:Нема удаљених метастаза.

– М1:Удаљена метастаза.

У клиничкој  процени се користи  и клинички стадијум малигне болести,  који  је

настао  комбинацијом  појединих  Т,  N и  М,  познат  под  називом AJCC (American  Joint

Cancer Commity):

– Стадијум 0: Тis, N0, M0

– Стадијум I: T1, N0, M0
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– Стадијум II: T2, N0, M0

– Стадијум III: T3, N0, M0 или

T1, N1, M0 или

T2, N1, M0 или

T3, N1, M0

– Стадијум IVA: T4, N0, M0 или

T4, N1, M0 или

сваки Т, N2, M0

– Стадијум IVB: сваки T, N3, M0

– Стадијум IVC: сваки T, сваки N, M1.

Ипак,  ова  класификација  има  недостатак,  пошто  пацијенти  са  истим  ТNМ

стадијумом немају исти клинички исход лечења, односно, постоје озбиљне прогностичке

варијације  између  сваког  ТNМ  стадијума  (36).  Виши  клинички  стадијум  регионалне

проширености  карцинома  ларинкса  повећава  ризик  од  удаљених  метастаза  истог  (37).

Истраживање молекуларних промена у развоју рака главе и врата предузето је на свим

нивоима молекуларне онкологије (38,39,44). Специфичне туморске карактеристике могу

помоћи у избору оптималног лечења за појединачни тумор (40). 

Прогноза  и  лечење  карцинома  ларинкса  се  данас  заснивају  на  морфолошкој

анализи туморског ширења, на разликовању градуса и типа микроскопске инвазије (41).

Неопходно  је  да  се  у  нови  клиничко  молекуларни  приступ  ларингеалном  канцеру

интегришу:  имунохистохемијско  одређивање  експресије  онкопротеина  и  тумор

супресорских  протеина,  изучавање  фактора  ризика,  одређивање  ТNМ  стадијума  и

хистопатолошко градирање (42,43). 
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1.3. МЕХАНИЗАМ РЕГУЛАЦИЈЕ ЋЕЛИЈСКОГ ЦИКЛУСА

1.3.1. Ћелијски циклус

Тачно  утврђени  редослед  догађаја  током  којих  долази  до  дуплирања  ћелијског

садржаја, након којих се ћелија подели на две ћерке ћелије, назива се ћелијски циклус и

временски  обухвата  период  између  две  ћелијске  деобе  (45).  Током ћелијског  циклуса,

ћерке  ћелије  добијају  подједнаку  количину  DNK  и  приближно  подједнаку  количину

цитоплазме  са  својим  органелама.  Howard  и  Pelc  су  поделили  ћелијски  циклус  на  4

стадијума: М, G1, S и G2.

M  стадијум  обухвата  два  главна  процеса:  једарну  деобу  или  митозу,  када  се

дуплирани  хромозоми  раздвајају  на  пар  ћерки  једара  и  цитоплазматску  деобу  или

цитокинезу, када се цитоплазма са органелама дели на две ћерке ћелије. Овај стадијум је

подељен на четири фазе: профазу,  метафазу,  анафазу и телофазу.  М стадијум је знатно

краћи од S стадијума и обично траје 1 до 2 часа (46).

Контрола  митозе  се  одиграва  преко  два  контролна  механизма:  1)  Механизмом

анеуплоидије и 2) Помоћу комплекса APC (anaphase promoting complex), који има улогу да

покреће синтезу циклина G1 за следећи ћелијски циклус и да разграђује протеин геминин,

који  не  дозвољава  поновну  репликацију  већ  репликоване  DNK,  све  док  се  не  заврши

митоза (47). 

Период између два М стадијума је интерфаза, током које се увећава ћелијска маса и

ћелија се припрема за деобу. Састоји се од три преостала стадијума: G1, G2 и S. Стадијум

G1 (G: енгл. gap– пукотина) се састоји од припреме ћелије за репликацију и одвија се од

краја М фазе до почетка нове репликације DNK. Током М стадијума ћелија је у стању

мировања, када одржава своје виталне функције на нижем нивоу. 

Веома  битну  улогу  у  регулацији  ћелијског  циклуса  имају  циклини  (сyclins).

Подељени су на неколико класа: А, B, D и E. Циклини се везују у комплексе са cdk (cyclin

dependent  kinases–циклин  зависне  киназе),  који  представљају  каталитичку  субјединицу
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циклина  (48,  49).  Комплекси:  сyclinD/cdk4,6  и  сyclinE/cdk2  имају регулаторну улогу  у

G1/S фази, а комплекси: сyclinA/cdk2, сyclinA/cdk1, сyclinB/cdk1 у регулацији G1/M фазе

ћелијског  циклуса  (50,  51).  Важан  биохемијски  процес,  који  се  дешава  у  R  тачки

(restriction  point  –  тачка  рестрикције)  G1  фазе,  јесте  хиперфосфорилација  гена  Rb

(Retinoblastoma – ретинобластома). Транскрипциони фактор E2F–1 (E2 Transcription Factor

1–Е2 фактор транскрипције 1)  један је од двадесет ћелијских протеина који интерагују са

геном Rb. Када се Е2F веже за Rb, блокира његову транскрипциону улогу у кодирању за

DNK синтезу (нпр. ензима дихидрофолат–редуктаза). Хиперфософорилација Rb коју врши

комплекс  сyclinD/cdk4,6  узрокује  раскидање  везе  E2F1–  Rb,  ослобађа  се  фактор

транскрипције и ћелија улази у G1 и S фазу. 

У сложеном систему регулације ћелијског циклуса поменута хиперфосфорилација

је само једна од улога сyclin/cdk. Активност комплекса сyclin/сdk може бити инхибирана

са cdki (cyclin dependent kinasa inhibitors –инхибитори циклин зависних киназа) (52–56).

Ови инхибитори су подељени на две групе: WAF1 (wild type activating fragment 1–дивљи

тип фрагмента  активације  1)  и  INK4 (inhibitor  of  cyclin-dependent  kinase  4  –  ихибитор

циклин зависне киназе 4). Онкогени као што је нпр. Мyc (myelocytomatosis viral oncogene

homolog – хомолог мијелоцитоматозног вирусног онкогена) блокирају cdki, што доводи до

неконтролисаног раста и пролиферације канцерских ћелија (Слика 1) (57–62). 
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Слика 1. Регулација ћелијског циклуса.

У току S стадијума настаје репликација DNK, што временски представља најдужу

фазу ћелијског  циклуса  у  трајању од  10 до  12 сати  од  24-часовног  трајања  ћелијског

циклуса (63). RNK има функцију као „окидач“ индукције неопходних гена за индукцију

DNK синтезе. RNK прајмер је део RNK, који се синтетише под дејством ензима RNK–

примазе (64,65). 

DNK не може бити поново репликована све док М стадијум није потпуно завршен.

G2 стадијумсе одвија између краја S и почетка М фазе (Слика 2). Током овог стадијума

ћелија  врши  припрему  за  митозу  која  је  инхибирана,  све  док  не  буду  завршене  све

неопходне  припреме  за  њено  несметано  одвијање.  Међутим,  вредности  концентрација

cyclin D1, p16 и p21 су зависне и од регулације ћелијског циклуса. 
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Слика 2. Ћелијски циклус и његове фазе.

1.3.2. Регулација ћелијског циклуса и тумор супресорски гени

1.3.2.1. Регулација ћелијског циклуса

У  ћелијама  сисара  контрола  ћелијског  циклуса  активира  прогресију  ћелијског

циклуса преко три главна регулаторна прелаза или контролне тачке. Прва контролна тачка

је Start (или рестрикциона тачка) у касној G1 фази, када ћелија даје упутства за улазак у

ћелијски циклус и за дупликацију хромозома (66). Друга је G2/М контролна тачка, на којој

контролни систем активира рани митотски догађај који доводи до поравнавања хромозома

на деобном вретену у метафази (67).  Трећи је прелазак из метафазе  у анафазу,  у којој

контролни  систем стимулише  одвајање сестринских  хроматида  доводећи до завршетка
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митозе  и  цитокинезе.  Контролни  систем  онемогућава  прогресију  кроз  сваку  од  ових

контролних тачакa, ако детектује проблеме унутар или ван ћелије. 

Најбоље је проучен ефекат комплекса G1–cdk на транскрипционим факторима E2F

породице  (E2  promoter  binding  factor).  У  склопу  регулације  ћелијског  циклуса  E2F

активирају експресију cyclin A, cyclin E и cdk2. Ови протеини су делови комплекса S-cdk,

неопходних  за  пролазак  кроз  S  фазу.  Активност  E2F  је  посебно  регулисана  преко

интеракције  са  pRb.  Када  се  pRb  веже  за  E2F  он  не  може  даље  функционисати  као

транскрипциони фактор и зато се разлаже у цитосолу. Интеракција pRb и E2F је повезана

са  стањем фосфорилације  pRb и  сличност  између ова  два  протеина  је  највећа  када  је

хипофосфорилисан pRb. Фосфорилација pRb је највећа на почетку S фазе, а најнижа после

митозе  и на уласку у G1 фазу (68).  Подстицање ћелија у стању мировања митогенима

индукује  фосфорилацију  pRb,  док  диференцијација,  супротно,  индукује

хипофосфорилацију  pRb.  Протеин  pRB  је  један  од  најзначајних  супстрата  за

фосфорилацију cyclin– cdk комплекса током G1 фазе. Када у G1 фази комплекси cyclin-cdk

фосфорилишу pRb, они ослобађају E2F омогућавајући  му да транскрипционо активира

своје циљне гене. Када E2F активира експресију комплекса протеина S-cdk, ови комплекси

такође фосфорилишу pRB, што одржава ћелију у стању мировања.

Протеин  р53  је  активан  као  фактор  хомотетрамерне  транскрипције.  Једна  од

главних  функција  протеина  р53  је  да  служи  као  компонента  тачке  провере,  која

контролише  да  ли  ће  или  не,  ћелије  ући  и  напредовати  кроз  S  фазу.  Као  одговор  на

оштећење DNK, индукује се дејство р53. Под нормалним околностима, нивои р53 остају

врло ниски.  У реакцији на DNK оштећење,  ћелије активирају неколико ензима киназа,

чији је један од супстрата и р53 (69–71). Један од супстрата р53 је ген инхибитор циклина

p21Cip1. Активација p21Cip1 доводи до повећања инхибиције комплекса cyclin D1–cdk4 и

cyclin E–cdk2 због чега се зауставља напредовање кроз ћелијски циклус или пре уласка у S

фазу или током S фазе. Као последица р21 експресије, индукује се синтеза р53 и постоји

сабирање  функција  р53 и  pRb  у  регулацији  комплекса  cyclin–cdk.  Контрола  ћелијског

циклуса се остварује на нивоу три велике групе гена: протоонкогени, тумор супресор гени

и систем гена DNK репарације.  Промена у структури и/или функцији ових гена,  може

довести до малигног процеса, тако да се малигнитет може дефинисати и као болест гена.
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1.3.2.2. Тумор супресорски гени и њихова улога у контроли ћелијског циклуса

Тумор  супресори  онемогућавају  способност  развитка  рака,  зато  је  једна  важна

функција тумор супресора контрола прогресије ћелије током ћелијског циклуса. Ако би

ћелије биле способне да синтетишу оштећену DNK, пре него што је она поправљена или

да се поделе када је DNK оштећена, онда би новонастале ћерке ћелије имале оштећења.

Резултат  би  могао  бити  катастрофалан  доводећи  до  туморогенезе,  због  тога  су  две

најважније контролне тачке код ћелијског циклуса прелазак из G1 у S фазу и улазак у

митозу.  Након  изолације  два  супресорска  гена  pRb  и  р53,  који  су  кодирани

ретинобластома геном, установљена је и њихова контролна функција за способност ћелија

да напредују кроз ове две контролне тачке. 

Функција pRb је да спречава ћелије да изађу из G1 фазе, а р53 спречава да ћелије

пређу  из  S  фазе  у  М фазу.  Другу  групу  супресорских  гена  представљају  инхибитори

циклин зависних киназа cdki, који су негативни регулатори ћелијског циклуса, за разлику

од циклина и циклин зависних киназа, који су позитивни регулатори ћелијског циклуса

(72-75). Сdki се састоје од две структурно различите фамилије и то: INK4 (инхибитори

cdk4)  и  Cip/Kip  (cdk  интерагујући  протеин/протеин  инхибитор  киназе)  протеина  (76).

INK4 фамилија  протеина  садржи  p14,  p15  (INK4B),  p16  (INK4A),  p18  (INK4C),  и  p19

(INK4D),  који  специфично  инхибирају  комплексе  cyclin  D/CDK4  и  cyclin  D/CDK6  и

учествују у контроли G1 фазе ћелијског циклуса. Cip/Kip фамилија садржи протеине p21

(Cip1/WAF1/SDI1), p27 (Kip1) и p57 (Kip2). То су региони који су одговорни за везивање

циклина  и  инхибиторну  функцију  киназе  (74-77).  Фамилија  Cip/Kip  показује  ширу

специфичност  него  INK4  фамилија,  зато  што  њени  чланови  инхибирајући  киназну

активност, реагују са cyclin E/Cdk2, cyclin D/Cdk4, cyclin D/Cdk6, cyclin A/Cdk2, и cyclin

B/CDC2 комплексима и такође делују током целог ћелијског циклуса (74). Чланови cdki

фамилије инхибирају активност cdk различитим механизмима. 

Чланови фамилије Cip/Kip везивањем за комплекс cyclin/cdk доводе до инхибиције

активности овог комплекса. Другачије од претходног, чланови фамилије INK4 блокирају

циклин  индиректним  везивањем  за  комплекс  cyclin/cdk,  доводећи  до  алостеричних

промена у cdk, што узрокује мењање места везивања циклина за cdk (78). Други начин
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деловања  фамилије  INK4  је  измена  АТР  везујућег  места,  што  доводи  до  смањења

афинитета за АТР (79). 

Што  се  р21  тиче,  овај  инхибитор  циклин  зависне  киназе  постоји  и  у  облику

активних  и  у  облику  инактивних  комплекса  са  cyclin/cdk.  Претпоставља  се  да

конформација  везивања  р21  за  cyclin/cdk  комплексом  контролише  активацију  или

инхибицију комплекса. Показано је да р21 постоји истовремено у каталитички активном и

каталитички неактивном комплексу cyclin/cdk и да, додавање ниских концентрација р21

комплексима cyclin A/cdk2, доводи до прогресивног повећања активности cdk2. Даље је

показано да ниске концентрације р21 могу деловати као фактор ограничења за cyclin/cdk,

док је потребно везивање више од једног молекула р21 за инхибицију активности cdk2

(80). 

Тумор супресорски протеин р53, такође, игра важну улогу у прекидању ћелијског

циклуса  у G1 и G2 тачкама провере,  што последично индукује  програмирану ћелијску

смрт (81-83). Као одговор на оштећење DNK р53 може покренути транскрипцију р21, који

инхибира  активацију  различитих  cyclin/cdk  комплекса  у  G1  фази  (77,82).

Антипролиферативни  сигнали,  као  што  су:  контактна  инхибиција,  старење,

екстрацелуларни  антимитогени  фактори,  контролне  тачке  ћелијског  циклуса  и

фосфорилација  р53  индукују  појединачно  експресију  p27,  p16,  p15,  и  p21  (84-86).

Функција  молекула  ћелијског  циклуса  у  регулацији  пролиферације  је  осветљена

чињеницом  да  су  код  карцинома  многи  од  тих  молекула  нађени  мутирани  или

дерегулисани. Највећи број хуманих тумора настаје због мутације или делеције једног или

више регулаторних гена ћелијског циклуса, посебно оних који контролишу напредовање

из  G1  у  S  фазу.  На  пример,  р16  је  мутиран  у  одприлике  1/3  карцинома,  а  најчешће

мутирани ген нађен код карцинома је р53 (8,78,87,88).

1.4. ПОВЕЗАНОСТ АЛТЕРАЦИЈА сyclin D1, FGF3, р16 и р21

СА ДИСПЛАЗИЈАМА И КАРЦИНОМИМА ЛАРИНКСА

Гени  на  ампликонима  11q13,  9p21  и  6p21.2  (CCND1,  INT2,  CDKN2А/MTS1  и

CDKN1A) учествују у развоју сквамоцелуларног карцинома главе и врата (89). Ови гени
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кодирају специфичне протеинске продукте  и то: CCND1 ген кодира синтезу сyclin  D1,

INT2 ген синтезу FGF3, CDKN2А/MTS1 ген синтезу p16 и CDKN1A ген синтезу p21.

1.4.1. Функције протеина cyclin D1, FGF3, р16 и р21

1.4.1.1. Функција сyclin D1

Функција сyclin D1је у позитивној регулацији преласка из G1 у S фазу ћелијског

циклуса  преко активације cdk4/6.Ово последично доводи до инактивације  Rb протеина

његовом фосфорилацијом. Инактивација Rb протеина подстиче ослобађање везаног E2F

омогућавајући напредовање ћелијског циклуса. Протеин сyclin D1се експримира у једрима

ћелија (90–92).

1.4.1.2. Функција FGF3

FGF3 припада фамилији фибробластних фактора раста (FGFs), коју чине протеини

атомске масе од 16 до 18 кDа. Повезани су са функцијом контроле нормаланог раста и

диференцијације  мезенхималног,  епителијарног  и  неуроектодермалног  ткива.  Чланови

фамилије деле 30% до 55% секвенцијалног индентитета и сличне су генетске структуре.

Они  су  способни  за  индукцију  трансформације  преко  аутокриног  механизма,  када  су

презентовани  одговарајућем  FGF  рецептору  при  ћелијској  експресији.  Познате  су  две

велике  групе  FGF.  Једна  група  FGF  је  експримирана  у  можданом  ткиву  и

индентификована  је  појачавањем  активности  пролиферације  мишјих  фибробласта.  За

време његове основне pH фактор је назван FGF–2 (базни FGF, bFGF). Други тип, такође

иницијално изолован из можданог ткива је FGF–1 (кисели FGF, aFGF). FGF-1 делује на

фибробласте, тако што повећава њихову пролиферацију. Неколико фактора удружених са

FGF су описани као фактори слични фибробластном фактору раста и названи су FHF' s

(fibroblast growth factor homologous factors). Oви фактори обухватају FGF-3 и FGF–23, а од

када су FGF фактори показали висок афинитет за хепарин,  названи су такође хепарин
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везујућим  факторима  раста  или  HBFGFs  (heparin  binding  FGF´s).  Протеин  FGF3  се

ескпримира у једру и у цитоплазми ћелија (93).

1.4.1.3. Функција р16

Протеин p16 је главни фактор у контроли напредовања преласка из G1 у S фазу

ћелијског циклуса. Овај протеин се везује за cdk4, што доводи до инхибирања интеракције

cdk4 са cyclin  D1.  Cyclin  D1,  повезан  са cdk4,  фосфорилише Rb протеин ослобађајући

ћелију од Rb-посредованог прекида ћелијског циклуса. Протеин р16 се експримира у једру

и у цитоплазми (94–96).

1.4.1.4. Функција р21

Протеин  p21  (WAF1)  припада  породици  регулатора  ћелијског  циклуса,  који  су

названи  циклин  зависни  инхибитори  киназе  (cdk's).  Ови  циклин  зависни  инхибитори

киназе се везују за комплекс cyclin-cdk и узрокују прекид ћелијског циклуса у G1 фази.

Протеин p21 (WAF1) је нисходни регулатор тумор супресорског гена p53, инхибира cdк2

и 4 и инактивира cyclin E–cdk2 и комплексе cyclin D1, D2, D3– cdk4, а експримира се у

нуклеусу ћелија (97,86).

1.4.2. Повезаност алтерација сyclin D1, FGF3, р16 и р21 са дисплазијама и

карциномима ларинкса

Дисплазије  епитела  су  утврђене  различитим  методама  и  на  различитим

локализацијама  главе  и  врата.  Код  дисплазија  епитела  оралне  шупљине  методом

компаративне  генске  хибридизације  је  у  22,45%  узорака  ткива  установљена

амплификација хромозомског региона 11q13, а на коме се налази ген који кодира cyclin D1

(98).  Примећен  је  и  различит  степен  губитка  хетерозиготности  код  преканцерозних,

диспластичних лезија (9p у 28%, 9q у 10% и 11q у 17%) и карцинома сквамозног епитела и
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показано је да постоји разлика у степену експресије у корист сквамозних карцинома (9p у

72%,9q  у  35%  и  11q  у  33%),  (99).  Преканцерозне  лезије  ларинкса  се  детектују

аутофлуоресцентном  ендоскопијом  ларинкса  у  94,6%,  а  метода  је  прецизнија  од

клиничког  обсервирања  са  сензитивношћу  од  97,3% и  специфичношћу од  83,8%(100).

Савремене методе у детекцији ових лезија су и компактна ендоскопија и топичка примена

5-аминолевулонске киселине (101). Степен дисплазије ларингеалног епитела значајно је

повезан  са  ризиком  за  појаву  карицинома,  али  експресија  р21  није  повезана  са

прогресијом канцера (102).

Генске  промене  доводе  до  инактивације  многих  тумор  супресорских  гена  и

активације протоонкогена, укључујући: p16INK4a, p53, cyclinD1, p14, FHIT, RSSF1, EGFR,

Rb и FGF3 (103–106). Статистичке анализе засноване на старосно специфичној инциденци

рака главе и врата показале су да се већина ових канцера развија након акумулације 6 до

10 независних генских догађаја (107). Обично се региструје губитак хетерозиготности за

3p, 5q, 8p, 9p, 18q и 21q. 

1.4.2.1. Алтерација сyclin D1

Највише јеиспитиван сyclin D1, при чему су установљене: транслокације, делеције,

инверзије  и  дупликације  (108–118).  Повећана  генска  експресија  сyclin  D1  је  нађена

различитим генским методама у 44–50% узорака  сквамоцелуларног  карцинома  главе и

врата (СКГВ) (119–126).  Делеција дугог крака хромозома 11 установљена је у 41–47%

испитиваних узорака карцинома главе и врата, а кратког крака истог хромозома у 45–53%

узорака  и  повезана  је  са  метастазама  тумора  (127–138).  Kод  ових  тумора  je  приказан

повећан број генских копија за сyclin D1 и то у 16–83% и FGF3 у 48–52% узорака (139–

152).  Утврђено је да су пролиферативна активност СКГВ и амплификација у значајној

повезаности,  али  постоји  разлика  према  локализацији,  тако  да  хипофарингеални

сквамоцелуларни карциноми показују већу учесталост амплификација за FGF3 и сyclin D1

за разлику од ларингеалног карцинома, што потврђује теорију да тумори који потичу из

различитих региона главе и врата могу имати различиту биологију (148,152,153). Слично

претходном,  амплификација  је  обсервирана  код  22–82%  пацијената  са  СКГВ,  али
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карциноми  хипофаринкса,  ларинкса  и  орофаринкса  имају  већи  степен  амплификације,

него карциноми усне шупљине и епифаринкса (154–163). Leonard JH. и сар. доказали су

коамплификацију сyclin D1/FGF3 код сквамоцелуларног карцинома главе и врата (164).

Амплификација  сyclin  D1  је  значајно  повезана  са  високим  цитолошким  градусом,

дифузним  инфилтративним  начином  раста  и  хипофаринксном  локализацијом,

рекуренцијом, метахроним туморима и повећаном ћелијском пролиферацијом (162,166 и

167). Амплификација сyclin D1 и делеција p16 коегзистирају у 62% карцинома главе и

врата  (168).  У  канцерогенези  епитела  ларинкса  постоји  кооперативни  eфекат

амплификације/повећања  ћелијске  експресије  сyclin  D1  и  мутације  р16  (169,170).

Компаративном  геномском  хибридизацијом  сyclin  D1  експримиран  је  у  47%  узорака

карцинома главе и врата, а p16 у 44% узорака карцинома ларинкса и у вези је са ниским

хистолошким градусом и лошом прогнозом (171,172). Сyclin D1 је незаобилазан учесник

онкогенезе, што је показано на фибробластним ћелијама пацова, али и хуманим ћелијама

паратиреоидног аденома и Б ћелијског лимфома,  када дерегулација  доводи до малигне

трансформације (173–176). Повећана ћелијска имунохистохемијска експресија сyclin D1

установљена је и код хуманог оралног сквамоцелуларног карцинома у 41% испитиваних

узорака  и  карцинома  плућа  у  60%  испитиваних  узорака  (177,153).  Губитак

хетерозиготности за ларингеални сквамоцелуларни карцином потврђен  је у 31% узорака

примарног тумора (178).

1.4.2.2. Алтерација FGF3

Амплификација FGF3 гена претходи развоју СКГВ (171). Установљен је губитак

хетерозиготности на 9p и 11q и хромозомски додаци на 9q и 11q, док је група аутора

установила губитак алела на 11q13 региону у 25–52% (160–173). 

1.4.2.3. Алтерација р16

Mутација p16 учествује у настанку широког спектра малигних тумора и то је прво

било откривено на ћелијским линијама (144,8,180,181,119,182–196). Ген p16 (CDKN2A) je
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oзначен као један од циљних гена, код кога настају хромозомске аберације у прогресији

сквамоцелуларног  карцинома  главе  и  врата  (194,117).  Најчешћи  тип  мутације  p16 код

ткивних узорака СКГВ је хомозиготна делеција у 20–81%, тачкаста мутација и метилација

промоторског  региона у 9–63%, која код ћелијских линија и  примарних СКГВ тумора

износи 33% (198–202,157,203–220,196). У канцеризацији епитела главе и врата губитак

хетерозиготности  9p  је  уобичајен,  рани  догађај  и  описан  је  у  56–82%.  Он се  јавља  у

иницијалној  фази  развоја  карцинома  и  са  истом  учесталошћу  од  72%  као  и  код

диспластичних преинвазивних лезија (139,128,215–228). Mao L. и сар. су приметили да је

губитак  хетерозиготности  код  карцинома  главе  и  врата  за  р16  присутан  у  81% (229).

Губитак  хетерозиготности  за  р16  код  карцинома  ларинкса  је  потврђену  45–78%,  а  у

ћелијама са знацима ларингеалне интраепителне лезије тип 3 у 60%, код типа 2 у 50%, код

типа 1 и код кератозе без дисплазије у 25%, тако да дисплазија корелира са губитком

хетерозиготности  на  9р21 у  раној  ларингеаланој  канцерогенези  (230–235).  Иста  генска

алтерација р16 оралног сквамоцелуларног карцинома примећенаје у 53%, за разлику од

оралних преканцерозних лезија, где се јавља у 38% (236–238). Развој метастаза је повезан

са губитком хетерозиготности, a делеција хромозома 9p13–24 различита је код нодалних

метастаза и одговарајућег примарног тумора (239,240,186). Т3 и Т4 карциноми главе и

врата су чешћи код губитка хетерозиготности за 9р (241). Код карцинома главе и врата у

36–55% карцинома је установљена повећана експресија p16, a у Т1 и Т2 планоцелуларним

карциномима  ларингофаринкса  у  42–62,5%  (120,242–246).  Вестерн  блот  методом  је

установљен недостатак експресије р16 у 65% узорака СКГВ и она је у обрнутој вези са

присуством cyclin D1 и Rb протеина (247,248). Постоји и саопштење да имунохистохемија

р16 није од помоћи у разликовању диспластичних од нормалних узорака оралне мукозе

(249). У 95% узорака СКГВ позитивних на р16 постоји повезаност са присутним хуманим

папилома  вирусом  (250–253).  Инактивација  индукована  хиперметилацијом  представља

рани  догађај  у  еволуцији  прекусорских  лезија  у  инвазивни  карцином,  док  је  рани

удружени  биомаркер  за  ларингеалну  интраепителну  неоплазију  cyclin  D1  и  р16

(100,254,255). GalloO и сар. су подвукли значај имунохистохемијског одређивања р16 код

премалигних ларингеалних лезија, у којима је овај тумор супресор ген позитиван у 60%

(256).    
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1.4.2.4. Алтерација р21

Ген p21 је потврђен за тумор супресорски ген, најпре на ћелијским линијама, као

што су имортализовани фибробласти (173,79,97,193,257–261). Генотипизирањем се дошло

до  закључка  да  је  полиморфизам  на  р21  гену  повезан  са  ризиком  за  планоцелуларни

карцином  главе  и  врата  (262).  Код  оралне  канцерогенезе  р21  је  имунохистохемијски

експримиран  у  40–82,4%  узорака  канцерског  ткива  и  са  вишом  експресијом  у

супрабазалном и вишим слојевима мукозе (263,264). Према другим ауторима, премалигне

оралне  дисплазије  (у  53–100%)  и  орални  карциноми  (у  63–92%)  показују  сличну

експресију р21 (265,148). Постоји значајна повезаност између појаве карцинома ларинкса

и  активно  пролиферишућих  тумора  са  старијим  узрастом  и  женским  полом  (264).

Експресија р21 код оралног карцинома са метастазама је нађена у 38,5% и већа је него код

истог без метастаза, када је р21 експримиран у 21,2% (266). Сквамоцелуларни карцином

језика показује јако имунохистохемијско бојење на р21 и то у 56% случајева, а показано је

и да удружена негативна експресија р16 и позитивна експресија cyclin  D1, предсказује

краће  преживљавање  (267,268).  За  ларингеални  сквамоцелуларни  карцином  је  такође

показано да је у тесној вези са измењеним нивоом р21 експресије (269).

1.4.3. Значај измењене експресије испитиваних протеина за дисплазије и

карциноме ларинкса

У досадашњим истраживањима није  било  свеобухватних  испитивања  cyclin  D1,

FGF3,  p16  и  p21  у  односу  на:  старост  оболелих,  њихов  пол,  тип  епитела  (нормалан,

дисплазија, карцином), начин раста карцинома, TNM градус, стадијум малигне болести,

хистолошки  градус,  нуклеарни  градус,  анатомски  регион  ларинкса,  инвазивност,

интраепителни  карцином,  лимфну,  васкуларну  и  перинеуралну  инвазију,  некрозу,

митотски  индекс,  стромалну  мононуклеарну  инвазију  и  дезмоплазију.  Актуелна  је  и

повезаност експресије ових маркера са степеном ларингеалне дисплазије, која је један од

хистопатолошких синонима за клинички манифестан хронични ларингитис.

24



ЦИЉ РАДА

Основни циљ овог истраживања је испитивање могуће повезаности клиничких и

хистолошких параметара ларингеалних лезија са експресијом и интензитетом експресије

тумор маркера: 

1) cyclinD1, 

2) FGF3, 

3) p16 и 

4) p21. 

У складу са основним циљем рада постављени су следећи задаци:

1. Испитивање  зависности  експресије  cyclin  D1,  FGF3,  p16  и  p21  код  нормалне,

диспластичне слузнице и код карцинома ларинкса.

2. Истраживање интензитета  експресије  cyclin  D1,  FGF3,  p16 и  p21 код нормалне,

диспластичне слузнице и код карцинома ларинкса.

3. Одређивање могуће  повезаности  експресије  cyclin  D1,  FGF3,  p16 и  p21 у циљу

диференијације нормалне слузнице ларинкса од ларингеалних лезија.  

4. Анализа  повезаности  експресије  cyclin  D1,  FGF3,  p16  и  p21  са  клиничким  и

хистолошким параметрима ларингеалних лезија.

5. Истраживање повезаности интензитета експресије cyclin  D1, FGF3, p16 и p21 са

клиничким и хистолошким параметрима ларингеалних лезија.

6. Анализа повезаности експресије cyclin D1, FGF3, p16 и p21 са степеном дисплазије

у исечцима ларингеалне слузнице. 

7. Анализа  повезаности  интензитета  експресије  cyclin  D1,  FGF3,  p16  и  p21  са

степеном дисплазије у исечцима ларингеалне слузнице.

8. Испитивање  сензитивности  и  специфичности  појединачних  маркера,  као  и

комбинација маркера у разликовању карцинома ларинкса од дисплазија ларинкса и

нормалне слузнице ларинкса. 
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МАТЕРИЈАЛ И МЕТОДЕ

3.1. ИСПИТИВАНА ПОПУЛАЦИЈА

У овој ретроспективној, клиничко–експерименталној студији коришћени су узорци

ларингеалне  слузнице  узети  од 108 пацијената  леченихна  Клиници за  ОРЛ Клиничког

центра  у  Крагујевцу  од  2000.  до  2005.  године.  Код  свих  пацијената  су  урађени

ларингомикроскопски  статус  и  биопсија,  а  на  добијеним  исечцима  је  вршена

патохистолошка и имунохистохемијска анализа биоптичког материјала.

На основу микроскопске дијагнозе узорци су подељени на следеће три групе:

1. Контролну групу су чинили узорци нормалне ларингеалне слузнице (n=29), 

2. Прву експерименталну групу сачињавали су узорци ларингеалне дисплазије (n=31)

3. Друга експериметнална група се састојала од узорака карцинома ларинкса (n=48). 

Испитивани су односи клиничко –хистолошких параметара и имунохистохемијске

експресије маркера. Студија је одобрена од стране Етичког комитета Клиничког центра у

Крагујевцу.  Сви пацијенти су на пријему од симптома имали промуклост.  Дијагноза је

заснована на клиничким и патохистолошким критеријумима. 

Од клиничких података испитивани су: старост (до 50 година и преко 50 година),

пол,  малигнитет  у  породичној  и  личној  анаменези  (присутан  или  није  присутан),

конзумирање  алкохола  и  дувана  (присутно  или  није  присутно),  анатомски  субрегион

ларинкса (супраглотис, глотис и субглотис), начин раста (инфилтративан или вегетантан),

клинички ТNМ стадијум (Т1-Т4, Н0-Н3, М0-М1) и клинички стадијум малигне болести (I-

IV). 

Испитивани  патохистолошки  подаци  су:  хистолошки  и  нуклеарни  градус  (1–3),

интраепителни  карцином  (присутан  или  не),  инвазивност,  васкуларна,  лимфна  и

перинеурална  инвазија  (присутни  или  не),  некроза  (0–3),  митотски  индекс  (1–3),

мононуклеарна стромална реакција (0–3), дезмоплазија (0–2) и степен дисплазије (лака,

средња и тешка). Узорци диспластичне слузнице су даље подељени на: лаку (n=9), средње
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тешку  (n=12)  и  тешку  (n=10)  дисплазију  према  критеријуму  Светске  Здравствене

Организације (281).

3.2. МЕТОД УЗИМАЊА ТКИВНИХ ИСЕЧАКА ЛАРИНКСА

Индиректна  ларингоскопија  је  метод  индиректног  прегледа  структура

хипофаринкса и ларинкса  ларингеалним огледалом и осветљењем по Clar-у (282).  Ова

метода  има  за  циљ  инспекцију  патолошких  промена  и  грубу  оријентацију  о  врсти

патолошких  промена.  Њена  предност  над  ларингомикроскопским  прегледом је  што  се

може  утврдити  покретљивост  половина  ларинкса  као  и  покретљивост  гласница,  а

недостаци  су:  немогућност  приказивања  субмукозног  ширења  тумора,  Морганијевих

рецесуса, предње комисуре гласница и петиолуса епиглотиса (283).

Ларингомикроскопски преглед је индикован код постојања патолошких промена у

хипофаринксу и ларинксу. Нарочито је погодан за процену локализације, проширености и

изгледа  патолошких  промена  слузницом  прекривених  структура  ларинкса  под

микроскопом  и  са  увеличањем  300  пута.  При  прегледу  се  користи  ларингоскопска

шпатула,  хваталице  различитог  облика  и  ригидни  аспиратор.  Предуслови  су:  лежећи

положај  пацијента  са  дорзалном  флексијом  врата  и  општа  или  локална  анестезија.

Увођење ларингоскопске шпатуле се састоји из три акта. У првом акту, а након увођења

шпатуле у усну шупљину по медијалној линији задњег зида ждрела, приказују се: 1) база

језика и 2) обе епиглотичне јамице, ограничене латерално, латералним глосоепиглотисним

наборима, а медијално, медијалним глосопиглотисним набором. У другом акту, а након

подизања базе језика нагоре и увођења ларингоскопа наниже, могу се видети: 1) језична

површина  епиглотиса,  2)  пириформни  синуси,  3)  задњи  зид  хипофаринкса  и  ниже  4)

ретрокрикоидни  предео.  У  трећем  акту,  врх  ларингоскопа  се  повлачи  уназад,  испод

епиглотиса, а потом навише и нагоре и на тај начин се подизањем епиглотиса приказују:

1) ларингеална површина епиглотиса, 2) оба ариепиглотисна набора, 3) оба аритеноидна

набора, 4) оба вентрикуларна набора са њиховом предњом комисуром, 5) оба Моранијева

вентрикулуса, 6) обе гласнице са њиховом предњом и задњом комисуром, 7) субглотисни

предео и 8) почетни део трахеје. По довођењу ларингоскопа у описани положај, на његов
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горњи  крај  се  монтира  држач  за  фиксирање  који  омогућава  лекару  слободне  руке  за

узимање исечака. Из добро визуелизованих структура се под микроскопом узимају исечци

одговарајућим  хваталицама  и  то  код  хроничног  ларингитиса  из  самих  диспластичних

промена, а код постојања тумора из самог тумора и са његових граничних регија, како би

се са сигурношћу одредиле његове границе или Т стадијум и како би се могло планирати

даље лечење.

3.3. МЕТОДЕ БОЈЕЊА ЛАРИНГЕАЛНИХ УЗОРАКА

За постављање дијагнозе и одређивање патохистолошких критеријума коришћена

је стандардна, хематоксилин–еозин метода бојења, а у експерименталном делу, експресија

испитиваних  маркера  је  одређивана  имунохистохемијским  методом,  применом

моноклоналних  антитела (284,285). 

Добијени  ларингеални биоптички  узорци  ткива су  фиксирани у  4% неутралном

пуферисаном раствору формалина у току 24 часа на собној температури. По завршеној

фиксацији,  узорци  су  дехидратисани  провођењем  кроз  серију  алкохола  растуће

концентрације (70%, 96% и 100%), просветљавани у ксилолу и калупљени у парапласт.

Попречни серијски пресеци, дебљине 4μm, сечени су на микротомумодела Leica RM 2135,

Аустрија. После депарафинисања у ксилолу и хидратације у опадајућем реду алкохола,

исечци  су  бојени  хематоксилином  по  Mayer-у,  просветљавани  у  2%  раствору  еозина,

затим дехидратисани, просветљивани и монтирани на плочице са Канада балзамом (285).

Ова  класична  Хематоксилин–Еозин  метода  омогућила  је  микроскопским  прегледом

постављање коначне дијагнозе,  као и патохистолошку анализу ткивних узорака,  која је

укључивала  одређивање  стандардних  и  нестандардних  параметара,  тј.  особина  тумора

(286,284).

Степен дисплазије и проширеност тумора су класификовани ТNМ системом према

АЈCC (287). Градус туморске диференцијације одређен је према критеријумима Светске

Здравствене Организације. 
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3.4.  ИМУНОХИСТОХЕМИЈСКО  ИСПИТИВАЊЕ

ЕКСПРЕСИЈЕ CYCLIN D1, FGF3, P16 И P21

Имунохистохемијски  метод  се  базира  на  реакцији  антиген–антитело.  Применом

одговарајућих моноклонских антитела, специфичних за одређене врсте протеина у једру,

цитоплазми  или  на  мембрани,  нормалне  или  малигне  ћелије,  могућа  је  визуелизација

комплекса  антиген–антитело,  а  самим  тим  и  интензитет  те  експресије.  Ова  метода

омогућава  приказ  ћелија  са  експримираним  протеиноми  одређивање  нивоа  његове

експресије (288). Испитивани су узорци нормалне и диспластичне слузнице ларинкса, као

и  узорци  карцинома  ларинкса.  Употребљена  су  следећа  примарна  мишја  антихумана

моноклонска антитела: 1) Mouse antiсyclin D1 Monoclonal Antibody (Кат. бр. МCA1756,

разблажење 1:1000;  Клон CD1.1; AbDSerotec,  Оксфорд, Велика Британија),  Monoclonal

Anti-human  FGF-3  Antibody (Кат.  бр.  МAB1206,  разблажење  1:500;  Клон  254625;

R&DSystems, Inc., Минеаполис, Сједињене Америчке Државе), Mouse antip16 Monoclonal

Antibody  (Кат.бр.  554362,  разблажење  1:100;  Клон  D25;  BDBiosciences,  Erembodegem,

Белгија) и Monoclonal  Anti-human p21 Аntibody (Кат.  бр.  МAB1047,  разблажење 1:200;

Клон 195720;  R&DSystems,  Inc,  Сједињене Америчке Државе).  Секундарна антитела су

добијена у сетовима са примарним.

Извршена је депарафинизација и рехидратација ткивних исечака у више фаза. Прва

фаза подразумева депарафинизацију и то тако што су предметна стакла потопљена 2х5

минута у ксилол. У другој фази је урађена рехидратација са растућим концентрацијама

алкохола  и  то  прво  5  минута  у  апсолутном  алкохолу.  Овај  поступак  је  још  једном

поновљен.  Затим  су  исечци  држани  5  минута  у  96%  алкохолу,  а  потом  су  исечци

пребачени у кивете са 70% алкохолом. По истеку 5 минута пребачени су у кивете са 50%

алкохолом, где су држани наредних 5 минута. У последњој фази рехидратације исечци су

потапани 5 минута у дестилованој води. Предметна стакла су oбрисана, тако да су само

исечци остали влажни. Демаскирање антигена је урађено тако што је у кивете са ткивним

исечцима  сипан  цитратни  пуфер  (pH=6,0),  који  је  претходно  загрејан  на  собној

температури. Кивете су стављене у посуду и у њој је додатно наливен цитратни пуфер,

тако  да  ниво  течности  буде  мало  изнад  врха  кивета.  Пластична  посуда  је  заједно  са
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препаратима загревана у микроталасној пећници на 800W у трајању од 21 минута. Након

овог поступка кивете са препаратима су одмах извађене из пластичне посуде и хлађене на

собној  температури  10–20 минута.  Следило је  испирање ткивних  исечака  екстензивно,

најпре  два  пута  у  дестилованој  води,  а  затим  3  пута  по  10  минута  у  PBS-у  (РВЅ  –

Phosphate–buffered saline) чији је  pH износио 7,2. Након процеса демаскирања урађено је

блокирање  ендогене  пероксидазе,  тако  што  су  препарати  потопљени  8  минута  у  3%-

раствору хидрогена у PBS-у. Препарати су опрани 3 пута по 5 минута у PBS-у. Предметна

стакла су обрисана, тако да су само исечци остали влажни. На исечке је нането примарно

антитело и инкубирани су 1 сат у влажној комори. Одливен је вишак антитела, а исечци

опрани 3 пута по 5 минута у PBS-у. Предметна стакла су обрисана, тако да су само исечци

остали влажни. На исечке је нането  секундарно биотинисано антитело и инкубирано 30

минута у влажној комори. Одливен је вишак антитела и препаратису поново опрани 3 пута

по  5  минута  у  PBS-у.  Предметна  стакла  су  обрисана,  тако  да  су  само  исечци  остали

влажни. На исечке јенанесен Strepatavidin-Horseradish Peroxidase (претходно припремљен

у одговарајућој  концентрацији у PBS-у).  Плочице су инкубиране у влажној комори 30

минута  на  собној  температури.  Следи  прање  препарата  3  пута  по  5минута  у  PBS-у.

Околина  исечка  је  обрисана  папирном  ватом.  Припремљен  DAB  (diaminobenzidine

tetrachloride/chromogen substrate) раствор је нанесен на исечке. Плочице су инкубиране 5

минута  у влажној комори на собној  температури или колико је  потребно да се добије

жељени интензитет боје. У овој фази, ако је реакција успешна, боја се запажа већ после

десетак секунди. Препарати су опрани 3 пута по 5 минута у дестилованој води. На исечке

је нанесен раствор хематоксилина (контрасно или помоћно бојење). Препарати су испрани

водом са чесме, да се одстрани вишак хематоксилина, а затим су исечци дехидрирани у

киветама  са  растућим  концентрацијама  алкохола  и  то  5  минута  у  75%-алкохолу  и  10

минутау 95%-алкохолу.  Предметна стакла су обрисана,  тако да су само исечци остали

влажни. Препарати су опрани у ксилолу и околина исечака је брзо обрисана папирном

ватом,  јер  исечак  не  сме  да  се  осуши,  а  на  исечке  је  нанета  кап  канада-балзама

(Canadabalsam, Centrohem, Србија) и прекривена покровном љуспицом. Препарати су се,

пре одлагања у холдере за препарате, сушили положени хоризонтално 24 сата на собној

температури.
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3.5. МИКРОСКОПИЈА

Експресија  имунохистохемијског  бојења  и  интензитети експресије  су

оцењиванипри увеличању 200 пута, на микроскопу Carl Zeiss, типа Axioscop 40, од стране

три  независна  истраживача,  који  нису  имали  увид  у  клиничке  податке  пацијената,  а

препарати са репрезентативном експресијом су сликани коришћењем три микроскопска

увеличања (х10, х20 и х40) помоћу камере Canon PC 1089.

Примењено је семиквантитативно  очитавање процента позитивних ћелија код сва

три  типа  ларингеалне  слузнице и  то  тако  што  је  посматран  само  проценат  нуклеарне

позитивности, док цитоплазматска позитивност није очитавана (289):

Интензитет 0: 0% обојених једара;

Интензитет 1: 1–10% обојених једара;

Интензитет 2: 10–50% обојених једара;

Интензитет 3: више од 50%обојених једара.

3.6. СТАТИСТИЧКА АНАЛИЗА

За  статистичкуанализу  је  коришћен  SPSS  за  Windows  (верзија  20.0,ЅРЅЅ  Inc.

Чикаго,  Сједињене  Америчке  Државе).  Статистичка  анализа  је  примењена  на  читаву

популацију  узорака,  као  и  на  различите  субпопулације.  Повезаност  категоријалних

варијабли  тестирана  је  Пирсоновим  Хи  квадрат  тестом  и  Фишеровим  тестом  тачне

вероватноће. За утицај појединачних или групе маркера на појаву дисплазије и карцинома,

коришћена  је  бинарна  логистичка  регресија.  Испитивана  је  и  сензитивност  и

специфичност  појединачних  и  групе  маркера.  Сензитивност  је  дефинисана  као  удео

ткивних исечака оболелих пацијената код којих је имунохистохемијско бојење позитивно.

Сензитивност  је  мера  колико  добро  имунохистохемија  открива  болест  када  стварно

постоји.  Специфичност  је  удео  необолелих  код  којих  је  бојење  негативно.  Добијене

вредности статистичких тестова су сматране за значајне када је р вредност била мања од

0,05, a за високо значајне када је р вредност била мања од 0,001. Резултати су приказани

тебеларно и графички. 
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РЕЗУЛТАТИ

Истраживањем  је  обухваћено  108  пацијената  (18  жена  и  90  мушкараца).

Критеријум за укључивање у истраживање је била промуклост (са трајањем од 30 дана и

више).  Просечна  старост  испитаника  је  износила  58,05  година,  при  чему  је  најмлађи

испитаник имао 10, а најстарији 87 година.  Свим пацијентима је узет  исечак слузнице

ларинкса и упућен на патохистолошку анализу. 

На основу прегледа патолога, исечци су подељени на три групе и то на: нормалну

слузницу ларинкса, ларингеалну дисплазију и сквамоцелуларни карцином ларинкса.  Прву

експeримeнталну групу су чинили пацијенти са дисплазијом слузнице ларинкса (n=31;

30%), другу пацијенти са сквамоцелуларним карциномом ларинкса (n=48; 44%), док су

контролну групу сачињавали пацијенти са нормалном слузницом ларинкса (n=29; 26%),

(Графикон 1). 

Графикон  1.  Заступљеност  узорака  слузнице  ларинкса  на  нормалну  слузницу  ларинкса  (НЛС),

ларингеалну дисплазију (ЛД) и ларингеални сквамоцелуларни карцином (ЛСЦК).

На основу раширености  карцинома  на  поједине  регионе  ларинкса,  пацијенти  су

разврстани  према  локализацији  на  следеће  четири  групе:  супраглотисна  локализација

(17%), глотисна (19%), истовремено супраглотисна и глотисна (56%) и субглотисна (8%),
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(Графикон 2). Пацијенти са дисплазијама слузнице су на основу локализације разврстани

у следеће експерименталне групе: глотисна (87%) и супраглотисна (13%) (Графикон 3).

Графикон 2. Заступљеност карцинома према субрегиону ларинкса (у %).

Графикон 3. Заступљеност дисплазија према субрегиону ларинкса  (у %).
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4.1.  ИСПИТИВАЊЕ  ЗАВИСНОСТИ  ЕКСПРЕСИЈЕ  CYCLIN

D1, FGF3, p16 и p21 КОД НОРМАЛНЕ, ДИСПЛАСТИЧНЕ

СЛУЗНИЦЕ И КОД КАРЦИНОМА ЛАРИНКСА

Пацијенти  су  подељени  на  групе  на  основу  степена  експресије  онкогена  и

антионкогена у ткивним исечцима. Интензитети експресије сyclin D1, FGF3, p16 и p21 су

одређени семиквантитивно на основу процента обојених ћелија у односу на укупан број

посматраних  ћелија.  Експресија  је  означавана  као  негативна  (-)  уколико  није  било

обојених једара -  интензитет 0, означава 0% обојених једара, а као позитивна (+), ако је

проценат обојених једара био од 1–100%. Интензитет 1 означава 1–10% обојених једара,

интензитет  2 означава  11–50%  обојених  једара  и  интензитет  3  означава  51–100%

обојених  једара.  Затим  смо  код  испитиваних  протеиина  упоредили  негативан  са

позитивним  интензитетом  експресије  код  нормалне  слузнице  ларинкса,  ларингелне

дисплазије и сквамоцелуларног карцинома ларинкса.

4.1.1. Експресија сyclin D1 код нормалне и диспластичне слузнице и код

карцинома ларинкса

Експресија сyclin D1је присутна код 17 од 29 пацијената са нормалном слузницом

(28%), код 5 од 31 пацијента са диспластичном слузницом (8%) и код 39 од 48 пацијената

(64%) са карциномом ларинкса, што је јасно приказано на Графикону 4. Експресија сyclin

D1 је  учесталија  у  карциномима ларинкса,  него  у  дисплазијама  и  нормалној  слузници

ларинкса (χ²=32,570; df=2; p<0,001). Микрофотографије негативне и позитивне експресије

cyclin D1 у ткиву карцинома ларинкса су приказане на Слици 3.
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Графикон 4. Експресија cyclin D1 код НЛС, ЛД и ЛСКЦ.  НЛС-нормална ларингеална слузница,  ЛД-

ларингеална дисплазија, ЛСЦК-ларингеални сквамоцелуларни карцином.

А
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Б

Слика  3  (А,Б).  Негативна  експресија  (микрофотографија  А)  и  позитивна  експресија  cyclin  D1

(микрофотографија Б) карцинома ларинкса са увеличањем x40.

4.1.2.  Експресија  FGF3 код  нормалне  и  диспластичне  слузнице  и  код

карцинома ларинкса

Експресија  FGF3  је  код  нормалне  слузнице  присутна  код  23  од  29  (79,3%)

пацијената, код ларингеалне дисплазије у 29 од 31 (93,5%), а код карцинома у 46 од 48

(95,8%)  пацијената.  Експресија  FGF3  није  статистички  значајно  већа  код  нормалне,

диспластичне  слузнице  и  код  сквамоцелуларног  карцинома  (Fisher-ов  тест=5,380,

р=0,0552). Негативна и позитивна експресија FGF3 је приказана на Графикону 5.
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Графикон  5.  Експресија  FGF3  код  НЛС,  ЛД  и  ЛСКЦ.  НЛС-нормална  ларингеална  слузница,  ЛД-

ларингеална дисплазија, ЛСЦК-ларингеални сквамоцелуларни карцином.

А
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Б

Слика 4 (А,Б). Негативна (микрофотографија А) и позитивна (микрофотографија Б) експресија FGF3

карцинома ларинкса са увеличањем x 40.

4.1.3.  Експресија  p16  код  нормалне  и  диспластичне  слузнице  и  код

карцинома ларинкса

Експресија p16 је код нормалне слузнице присутна код 25 од 29 (86,2%) пацијената,

код ларингеалне дисплазије код 22 од 31 (70,9%), а код карцинома код 45 од 48 (93,75%)

пацијената. Експресија р16 је статистички значајно већа код сквамоцелуларног карцинома

у односу на нормалну слузницу и ларингеалну дисплазију (Fisher-ов тест=7,316, р=0,0232),

што  се  може  видети  на  Графикону  6.  На  Слици  5  су  приказане  микрофотографије

негативне и позитивне експресије р16.
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Графикон  6.  Експресија  р16  код  НЛС,  ЛД  и  ЛСЦК.  НЛС-  нормална  ларингеална  слузница,  ЛД-

ларингеална дисплазија, ЛСЦК-ларингеални сквамоцелуларни карцином.

А
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Б

Слика 5 (А,Б). Негативна (микрофотографија А) и позитивна (микрофотографија Б) експресија р16

карцинома ларинкса са увеличањем x 40.

4.1.4.  Експресија  p21  код  нормалне  и  диспластичне  слузнице  и  код

карцинома ларинкса

Експресија р21 је код нормалне слузнице присутна код 27 од 29 (93,1%) пацијената,

код ларингеалне дисплазије код 29 од 31 (93,5%), а код карцинома код 47 од 48 (98%)

пацијената. На Графикону 7 се може видети да експресија р21 није статистички зависна од

типа ларингеалне слузнице (Fisher-ов тест=1,593, р=0,597). Микрофотографије негативне

и позитивне експресије р21 су приказане на Слици 6.
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Графикон  7.  Експресија  р21  код  НЛС,  ЛД  и  ЛСЦК.  НЛС-  нормална  ларингеална  слузница,  ЛД-

ларингеална дисплазија, ЛСЦК-ларингеални сквамоцелуларни карцином

А
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Б

Слика 6 (А,Б). Негативна (микрофотографија А) и позитивна експресија р21 (микрофотографија Б)

карцинома ларинкса са увеличањем x 40.

4.2.  ИСТРАЖИВАЊЕ  ВЕЗЕ  ИНТЕНЗИТЕТА  ЕКСПРЕСИЈЕ

CYCLIN  D1,  FGF3,  p16  И  p21  КОД  НОРМАЛНЕ,

ДИСПЛАСТИЧНЕ  СЛУЗНИЦЕ  И  КОД  КАРЦИНОМА

ЛАРИНКСА

4.2.1.  Интензитети  експресије  cyclin  D1  код  нормалне  и  измењене

слузнице ларинкса

Експресија сyclinа D1 са интензитетом 0 је процентуално заступљена код нормалне

слузнице ларинкса у 41,4% (12/29), код диспластичне слузнице у 83,9% (26/31), док је код
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карцинома  ларинкса  присутна  код  18,8%  (9/48)  пацијената.  Експресија  сyclinа  D1  са

интензитетом 1  је  процентуално  заступљена  код нормалне слузнице  ларинкса  у 27,6%

(8/29), код диспластичне слузнице у 12,9% (4/31), док је код карцинома ларинкса присутна

код 39,6% (19/48) пацијената. Експресија сyclinа D1 са интензитетом 2 је процентуално

заступљена код нормалне слузнице ларинкса у 31% (9/29), код диспластичне слузнице у

3,2%  (1/31),  док  је  код  карцинома  ларинкса  присутна  код  29,2%  (14/48)  пацијената.

Експресија  сyclinа  D1  са  интензитетом  3  је  процентуално  заступљена  код  нормалне

слузнице ларинкса у 0% (0/29), код диспластичне слузнице, такође,  у 0% (0/31), док је код

карцинома  ларинкса  присутна  код  12,5%  (6/48)  пацијената,  што  се  јасно  види  на

Графикону 8. Наши резултати указују да су интензитети експресије сyclin D1 зависни од

типа ларингеалне слузнице (Fisher-ов тест=36,740, р=0,001).

Графикон 8.  Интензитети експресије  cyclin D1 код НЛС, ЛД и ЛСЦК.  НЛС- нормална ларингеална

слузница, ЛД-ларингеална дисплазија, ЛСЦК-ларингеални сквамоцелуларни карцином
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4.2.2. Интензитети експресије FGF3 код нормалне и алтерисане слузнице

ларинкса

Експресија  FGF3  са  интензитетом  0  је  процентуално  заступљена  код  нормалне

слузнице ларинкса у 20,7% (6/29), код диспластичне слузнице у 6,5% (2/31), док је код

карцинома  ларинкса  присутна  код  4,2%  (2/48)  пацијената.  Експресија  FGF3  са

интензитетом  1  је  процентуално  заступљена  код  нормалне  слузнице  ларинкса  у  31%

(9/29), код диспластичне слузнице у 9,7% (3/31), док је код карцинома ларинкса присутна

код  12,5%  (6/48)  пацијената.  Експресија  FGF3  са  интензитетом  2  је  процентуално

заступљена код нормалне слузнице ларинкса у 37,9% (11/29), код диспластичне слузнице

у 41,9% (13/31), док је код карцинома ларинкса присутна код 35,4% (17/48) пацијената.

Експресија FGF3 са интензитетом 3 је процентуално заступљена код нормалне слузнице

ларинкса у 10,3% (3/29), код диспластичне слузнице у 41,9% (13/31), док је код карцинома

ларинкса присутна код 47,9% (23/48) пацијената (Графикон 9). Наши резултати указују да

са повећањем интензитета експресије FGF3 опада његова процентуална заступљеност код

нормалне  слузнице  ларинкса,  а  повећава  се  код   дисплазија  и  карцинома  (Fisher-ов

тест=18,099, р=0,004). 

Графикон  9.  Интензитети  експресије  FGF3  код  НЛС,  ЛД  и  ЛСЦК.  НЛС-  нормална  ларингеална

слузница, ЛД-ларингеална дисплазија, ЛСЦК-ларингеални сквамоцелуларни карцином
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4.2.3. Интензитети експресије р16 код нормалне и алтерисане слузнице

ларинкса

Експресија  р16  са  интензитетом  0  је  процентуално  заступљена  код  нормалне

слузнице ларинкса у 13,8% (4/29),  код диспластичне слузнице у 29% (9/31),  док је код

карцинома  ларинкса  присутна  код  27,6%  (8/48)  пацијената.  Експресија  р16  са

интензитетом  1  је  процентуално  заступљена  код  нормалне  слузнице  ларинкса  у  31%

(9/29), код диспластичне слузнице у 19,4% (6/31), док је код карцинома ларинкса присутна

код  10,4%  (5/48)  пацијената.  Експресија  р16  са  интензитетом  2  је  процентуално

заступљена код нормалне слузнице ларинкса у 27,6% (8/29), код диспластичне слузнице у

41,9% (13/31),  док је  код карцинома  ларинкса  присутна  код 41,7% (20/48)  пацијената.

Експресија р16 са интензитетом 3 је процентуално заступљена  код нормалне слузнице

ларинкса у 27,6% (8/29), код диспластичне слузнице у 9,7% (3/31), док је код карцинома

ларинкса  присутна  код  41,7%  (20/48)  пацијената  (Графикон  10).  Са  повећањем

интензитета  експресије  р16  повећава  се  његова  процентуална  заступљеност  код

дисплазија  и  карцинома,  док  опада  код   нормалне  слузници  (Fisher-ов  тест=18,504,

р=0,004). 

Графикон 10. Интензитети експресије р16 код НЛС, ЛД и ЛСЦК. НЛС- нормална ларингеална слузница,

ЛД-ларингеална дисплазија, ЛСЦК-ларингеални сквамоцелуларни карцином
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4.2.4. Интензитети експресије р21 код нормалне и алтерисане слузнице

ларинкса

Експресија  р21  са  интензитетом  0  је  процентуално  заступљена  код  нормалне

слузнице ларинкса у 6,9% (2/29),  код диспластичне слузнице у 6,5% (2/31),  док је код

карцинома ларинкса присутна код 2,1% (1/48) пацијената. Експресија р21 са интензитетом

1  је  процентуално  заступљена  код  нормалне  слузнице  ларинкса  у  27,6%  (8/29),  код

диспластичне слузнице у 16,1% (5/31), док је код карцинома ларинкса присутна код 6,2%

(3/48)  пацијената.  Експресија  р21  са  интензитетом  2  је  процентуално  заступљена  код

нормалне слузнице ларинкса у 41,4% (12/29), код диспластичне слузнице у 48,4% (15/31),

док је код карцинома ларинкса присутна код 39,6% (19/48) пацијената. Експресија р21 са

интензитетом 3  је  процентуално  заступљена  код нормалне слузнице  ларинкса  у 24,1%

(7/29), код диспластичне слузнице у 29% (9/31), док је код карцинома ларинкса присутна

код 52,1% (25/48) пацијената (Графикон 11). Са повећањем интензитета експресије р21

повећава се његова процентуална заступљеност код дисплазија и карцинома, док опада

код  нормалне слузници (Fisher-ов тест=11,788, р=0,049).

Графикон 11. Интензитети експресије р21 код НЛС, ЛД и ЛСЦК. ЛС- нормална ларингеална слузница,

ЛД-ларингеална дисплазија, ЛСЦК-ларингеални сквамоцелуларни карцином
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4.3.  ОДРЕЂИВАЊЕ  МОГУЋЕ  ПОВЕЗАНОСТИ

ЕКСПРЕСИЈЕCYCLIND1,  FGF3,  p16  И  p21  У  ЦИЉУ

ДИФЕРЕНИЈАЦИЈЕ  НОРМАЛНЕ  СЛУЗНИЦЕ

ЛАРИНКСА ОД ЛАРИНГЕАЛНИХ ЛЕЗИЈА

4.3.1. Експресија маркера cyclin D1 код нормалне слузнице ларинкса са

његовом експресијом код заједно диспластичне слузнице ларинкса

и карцинома ларинкса

Експресија cyclin D1 код нормалне слузнице ларинкса је била интензитета 0 код 38

(63,3%)  пацијената,  а  интензитета  1+2+3  код  22  (36,7%)  пацијента.  Код  заједно

диспластичне  слузнице  ларинкса  и  карцинома  ларинкса  њихова  експресија  је  била

интензитета 0 код 9 (18,8%) пацијената, а интензитета 1+2+3 код 39 (81,3%) пацијената.

Ова разлика је статистички значајна (χ2=21,562; df=1; p=0,0001), што се јасно уочава на

графикону 12.

Графикон 12. Експресија cyclin D1 код НЛС и ЛД+ЛСЦК.  НЛС- нормална ларингеална слузница, ЛД-

ларингеална дисплазија, ЛСЦК-ларингеални сквамоцелуларни карцином
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4.3.2.  Експресија  FGF3  код  нормалне  слузнице  ларинкса  према

експресији FGF3 код заједно диспластичне слузнице и карцинома

ларинкса

Експресија  FGF3 код нормалне  слузнице  ларинкса  је  била интензитета  0  код 8

(13,3%)  пацијената,  а  интензитета  1+2+3  код  52  (86,7%)  пацијента.  Код  заједно

диспластичне  слузнице  ларинкса  и  карцинома  ларинкса  експресија  FGF3  је  била

интензитета 0 код 2 (4,2%) пацијента, а интензитета 1+2+3 код 46 (95,8%) пацијената. Ова

разлика  није  статистички  значајна  (p=0,179;Fisher-ов  тест),  што  се  може  видети  на

Графикону 13.

Графикон13.  Експресија  FGF3  код  НЛС  и  ЛД+ЛСЦК.  НЛС-  нормална  ларингеална  слузница,  ЛД-

ларингеална дисплазија, ЛСЦК-ларингеални сквамоцелуларни карцином

4.3.3.  Експресија  р16  код  нормалне  слузнице  ларинкса  у  односу  на

његову експресију код заједно диспластичне слузнице и карцинома

ларинкса

Експресија  р16  код  нормалне  слузнице  ларинкса  је  била  интензитета  0  код  13

(21,7%)  пацијената,  а  интензитета  1+2+3  код  47  (78,3%)  пацијената.  Код  заједно
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диспластичне  слузнице  ларинкса  и  карцинома  ларинкса  њихова  експресија  је  била

интензитета  0 код 3 (6,3%) пацијента,  а интензитета  1+2+3 код 45 (93,8%) пацијената.

Разлика  је  статистички  значајна  (p=0,030;  Fisher-ов  тест),  што  се  јасно  уочава  из

Графикона 14.

Графикон  14.  Експресија  р16  код  НЛС  и  ЛД+ЛСЦК.  НЛС-  нормална  ларингеална  слузница,  ЛД-

ларингеална дисплазија, ЛСЦК-ларингеални сквамоцелуларни карцином

4.3.4.  Експресија  р21  код  нормалне  слузнице  ларинкса  у  односу  на

његову експресију код заједно диспластичне слузнице и карцинома

ларинкса

Експресија р21 код нормалне слузнице ларинкса је била интензитета 0 код 4 (6,7%)

пацијента,  а  интензитета  1+2+3 код 56 (93,3%) пацијената.  Код заједно  диспластичне

слузнице ларинкса и карцинома ларинкса њихова експресија је била интензитета 0 код 1

(2,1%)  пацијента,  а  интензитета  1+2+3  код  47  (97,9%)  пацијената.  Разлика  није

статистички значајна (p=0,379; Fisher-ов тест), што је приказано на Графикону 15.
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Графикон 15. Експресија р21 код код НЛС и ЛД+ЛСЦК.  НЛС- нормална ларингеална слузница, ЛД-

ларингеална дисплазија, ЛСЦК-ларингеални сквамоцелуларни карцином

4.4.  АНАЛИЗА  ПОВЕЗАНОСТИ  ЕКСПРЕСИЈЕ  CYCLIN  D1,

FGF3, p16 И p21 СА КЛИНИЧКИМ И ХИСТОЛОШКИМ

ПАРАМЕТРИМА ЛАРИНГЕАЛНИХ ЛЕЗИЈА

4.4.1.  Зависност  експресије  cyclin  D1,  FGF3,  p16  и  p21  од  клиничких

карактеристика лезија ларинкса

Испитана је веза експресије сyclin D1, FGF3, р16 и р21 са старошћу на малигнитет

позитивном  породичном  и  личном  анамнезом,  са  конзумирањем  дувана  и  алкохола,

ледираним  анатомским  субрегионом  ларинкса,  начином  раста  карцинома,  клиничким

ТNM стадијумом карцинома и клиничким стадијумом малигне болести. Експресија ових

маркера није могла да се повеже са старошћу, породичном и личном анамнезом, као ни са

конзумирањем дувана и алкохола.  Код мушкараца је регистрована значајно израженија
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експресија р16 него код жена (χ²=5,870; df=1; р=0,015), што се јасно уочава на Табели 1.

Мушки и женски пол подједнако експримирају cyclin D1, FGF3 и р21 (Табелe1и 2).

Табела  1.  Повезаност  експресије  сyclin-а  D1,  FGF3,  р16  и  р21  са  старошћу,  полом,  позитивном

породичном и личном анамнезом, конзумирањем дувана и алкохола

 Cyclin D1+ FGF3+ p16+ p21+

Старост (године)
<50 33,3%(1/3) 66,7%(2/3) 100%(3/3) 100%(3/3)

>50 57,1%(60/105) 91,4%(96/105) 84,8%(89/105) 95,2%(100/105)

p вредност p=0,579 p=0,255 p=1.000 p=1.000

Пол

мушки 58,9%(53/90) 92,2%(83/90) 88,9%(80/90) 96,7%(87/90)

женски 44,4%(8/18) 83,3%(15/18) 66,7%(12/18) 88,9%(16/18)

p вредност p=0,259 p=0,365 *p=0,015 p=0,193

Претходна малигна болест у породици
Позитивна 59,3%(51/86) 89,5%(77/86) 86%(74/86) 94,2%(81/86)

Негативна 45,5%(10/22) 95,5%(21/22) 81,8%(18/22) 100%(22/22)

p вредност p=0,242 p=0,683 p=0,737 p=0,581

Претходна малигна болест 
Позитивна 55,1%(54/98) 89,8%(88/98) 85,7%(84/98) 94,9%(93/98)

Негативна 70%(7/10) 100%(10/10) 80%(8/10) 100(10/10)

p вредност p=0,509 p=0,594 p=0,641 p=1,000

Конзумирање дувана и алкохола
Присутно 66,7%(2/3) 66,7%(2/3) 100%(3/3) 100%(3/3)

Није 
присутно

56,2%(59/105) 91,4%(96/105) 84,8%(89/105) 95,2%(100/105)

p вредност p=1,000 p=0,255 p=1.000 p=1.000

Оболели су на основу анатомскoг региона ларинкса, начин раста карцинома, TNM

стадијума  и  клиничког  стадијума  подељени  у  групе  и  испитана  је  повезаност  ових

карактеристика  са  експресијом сyclin  D1,  FGF3,  р16 и р21 (Табела 2).  Није уочено да

постоји  статистички  значајна  разлика  наведених  клиничких  карактеристика  са

експресијом испитиваних тумор маркера.
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тестом  тачне  вероватноће,  а  р вредности  су

статистички значајнe када је р<0,05.



Табела 2. Зависност експресије cyclin D1, FGF3, p16 и p21 са анатомским регионом ларинкса, начином

раста карцинома, TNM стадијумом и клиничким стадијумимакарцинома ларинкса

 Cyclin D1+ FGF3+ p16+ p21+

Анатомски регион
Глотис 88,9%(8/9) 88,9%(8/9) 100%(9/9) 100%(9/9)

Супраглотис 87,5%(7/8) 100%(8/8) 75%(6/8) 100%(8/8)

Глотис+Супраглотис 77,4%(24/31) 96,8%(30/31) 96,8%(30/31) 96,8%(30/31)

p вредност р=0,874 р=0,588 p=0,525 р=1,000

Начин раста карцинома
Вегетантан 62,5%(5/8) 87,5%(7/8) 100%(8/8) 87,5%(7/8)

Инфилтративан 85%(34/40) 97,5%(39/40) 92,5%(37/40) 100%(40/40)

p вредност р=0,159 р=0,309 р=1,000 р=0,167

Т стадијум
Т1 88,9%(8/9) 100%(9/9) 100%(9/9) 100%(9/9)

Т2 80%(8/10) 90%(9/10) 80%(8/10) 100%(10/10)

Т3 77,3%(17/22) 95,5%(21/22) 95,5%(21/22) 95,5%(21/22)

Т4 85,7%(6/7) 100(7/7) 100(7/7) 100(7/7)

p вредност р=0,951 р=0,795 р=0,280 р=1,000

N стадијум
N0 80%(32/40) 95%(38/40) 92,5%(37/40) 97,5%(39/40)

N1 100%(1/1) 100%(1/1) 100%(1/1) 100%(1/1)

N2 100%(6/6) 100%(6/6) 100%(6/6) 100%(6/6)

N3 0%(0/1) 100%(1/1) 100%(1/1) 100%(1/1)

p вредност р=0,262 р=1,000 р=1,000 р=1,000

М стадијум
М0 80,4%(37/46) 95,7%(44/46) 93,5%(43/46) 97,8%(45/46)

М1 100%(2/2) 100%(2/2) 100%(2/2) 100%(2/2)

p вредност р=1,000 р=1,000 р=1,000 р=1,000

Клинички стадијум
KС1 91,7%(11/12) 100%(12/12) 100%(12/12) 100%(12/12)

KС2 80%(8/10) 90%(9/10) 80%(8/10) 100%(10/10)

KС3 70,6%(12/17) 94,1%(16/17) 94,1%(16/17) 94,1%(16/17)

KС4 88,9%(8/9) 100%(9/9) 100%(9/9) 100%(9/9)

p вредност р=0,520 р=0,819 р=0,316 р=1,000
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Т- примарни тумор, N- регионална проширеност у

лимфне чворове на врату,  М- удаљене  метастазе;

КС-  клинички  стадијум  малигне  болести.  р



4.4.2.  Зависност  експресије  cyclin  D1,  FGF3,  p16,  p21  од  хистолошких

карактеристика лезија ларинкса

Испитали  смо  зависност  експресије  протеина  сyclin  D1,  FGF3,  p16  и  p21  са

хистолошким  градусом,  нуклеарним  градусом,  присуством  интраепителног  карцинома

(односно карцинома који није пробио базалну мембрану или carcinoma in situ), присуством

или  одсутвом  инвазивности,  присуством  васкуларне  инвазије,  инвазијом  карцинома  у

лимфне судове околног ткива и перинеуралном инвазијом тумора у околна ткива.  Ове

особине  одређују  степен  агресивности  карцинома  ларинкса.  Експресија  тумор  маркера

није статистички значајно повезана са наведеним особинама карцинома ларинкса (Табела

3).
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Табела 3.  Хистолошке карактеристике карцинома ларинкса у  зависности од  експресије  cyclin  D1,

FGF3, p16 и p21.

 Cyclin 
D1+

FGF3+ p16+ p21+

Хистолошки градус
ХГ1 82,6%(19/23) 91,3%(21/23) 91,3%(21/23) 95,7%(22/23)

ХГ2 81%(17/21) 100%(21/21) 95,2%(20/21) 100%(21/21)

ХГ3 75%(3/4) 100%(4/4) 100%(4/4) 100%(4/4)

p вредност р=1,000 р=0,572 р=1,000 р=1,000

Нуклеарни градус
НГ1 100%(8/8) 100%(8/8) 100%(8/8) 100%(8/8)

НГ2 77,1%(27/35) 94,3%(33/35) 91,4%(32/35) 97,1%(34/35)

НГ3 80%(4/5) 100%(5/5) 100%(5/5) 100%(5/5)

p вредност р =0,402 р =1,000 р=1,000 р=1,000

Интраепителни карцином
Присутан 81%(17/21) 95,2%(20/21) 95,2%(20/21) 100%(21/21)

Није присутан 81,5%(22/27) 96,3%(26/27) 92,6%(25/27) 96,3%(26/27)

p вредност р=1,000 р=1,000 р=1,000 р=0,373

Инвазивност
Присутна 80,4%(37/46) 95,7%(44/46) 93,5%(43/46) 97,8%(45/46)

Није присутна 100%(2/2) 100%(2/2) 100%(2/2) 100%(2/2)

p вредност р =1,000 р =1,000 р=1,000 р=1,000

Васкуларна инвазија
Присутна 66,7%(2/3) 100%(3/3) 100%(3/3) 100%(3/3)

Није присутна 82,2%(37/45) 95,6%(43/45) 93,3%(42/45) 97,8%(44/45)

p вредност р =0,472 р =1,000 р=1,000 р=1,000

Инвазија карцинома у лимфне судове околонг ткива
Присутна 50%(3/6) 100%(6/6) 100%(6/6) 100%(6/6)

Није присутна 85,7%(36/42) 95,2%(40/42) 92,9%(39/42) 97,6%(41/42)

p вредност р =0,071 р =1,000 р=1,000 р=1,000

Перинеурална инвазија
Присутна 75%(3/4) 100%(4/4) 100%(4/4) 100%(4/4)

Није присутна 81,8%(36/44) 95,5%(42/44) 93,2%(41/44) 97,7%(43/44)

p вредност р =1,000 р =1,000 р=1,000 р=1,000
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ХГ-хистолошки  градус,  НГ-нуклеарни  градус,

р вредности су добијене χ² тестом и Fisher-овим



Испитали смо и зависност експресије сyclin D1, FGF3, p16 и p21 од степена некрозе

карцинома,  вредности  митотског  индекса,  стромалне  мононуклеарне  реакције  и

дезмоплазија. Ово су показатељи агресивности карцинома ларинкса, али и антитуморског

имунског  одговора  организма  (Табела  4).  Наша  истраживања  нису  показала  битну

повезаност  експресије  протеина  сyclin  D1,  FGF3,  p16  и  p21  са  поменутим  особинама

карцинома ларинкса. 

Табела4.  Повезаност  експресије  cyclin  D1,  FGF3,  p16  и  p21  са  некрозом,  митотским  индексом,

стромалном мононуклеарном реакциојом и дезмоплазијом карцинома ларинкса.

 Cyclin D1+ FGF3+ p16+ p21+

Некроза
0 80%(8/10) 90%(9/10) 100%(10/10) 100%(10/10)

1 66,7%(14/21) 95,2%(20/21) 90,5%(19/21) 95,2%(20/21)

2 100%(11/11) 100%(11/11) 90,9%(10/11) 100%(11/11)

3 100%(6/6) 100%(6/6) 100%(6/6) 100%(6/6)

p вредност р=0,076 р=0,795 р=1,000 р=1,000

Митотски индекс
1 88,2%(15/17) 94,1%(16/17) 94,1%(16/17) 94,1%(16/17)

2 81,5%(22/27) 96,3%(26/27) 92,6%(25/27) 100%(27/27)

3 50%(2/4) 100%(4/4) 100%(4/4) 100%(4/4)

p вредност р=0,216 р=1,000 р=1,000 р=0,437

Стромална мононуклeарна 
реакција
0 100%(2/2) 100%(2/2) 50%(1/2) 100%(2/2)

1 80%(12/15) 100%(15/15) 93,3%(14/15) 100%(15/15)

2 72,2%(13/18) 94,4%(17/18) 94,4%(17/18) 100%(18/18)

3 92,3%(12/13) 92,3%(12/13) 100%(13/13) 92,3%(12/13)

p вредност р=0,584 р=0,761 р=0,165 р=0,312

Дезмоплазија
0 100%(3/3) 100%(3/3) 100%(3/3) 100%(3/3)

1 76,5%(26/34) 94,1%(32/34) 94,1%(32/34) 97,1%(33/34)

2 90,9%(10/11) 100%(11/11) 90,9%(10/11) 100%(11/11)

p вредност р=0,559 р=1,000 р=1,000 р=1,000
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4.5.  ИСТРАЖИВАЊЕ  ПОВЕЗАНОСТИ  ИНТЕНЗИТЕТА

ЕКСПРЕСИЈЕ  CYCLIN  D1,  FGF3,  p16  И  p21  СА

КЛИНИЧКИМ  И  ХИСТОЛОШКИМ  ПАРАМЕТРИМА

ЛАРИНГЕАЛНОГ КАРЦИНОМА

Интензитети  експресије  сyclin  D1,  FGF3,  p16  и  p21  су  подељени  на  основу

процента обојених ћелија у односу на укупан број посматраних ћелија на: интензитет 1

којиозначава  1–10% обојених једара,  интензитет 2-  означава  11–50% обојених једара и

интензитет  3  који  означава  50–100%  обојених  једара.  Испитали  смо  повезаност

појединачних  интензитета  експресије  сyclin  D1,  FGF3,  p16,  p21  са  клиничким

хистолошким каректеристикама лезија ларинкса.

4.5.1.  Зависност интензитета  експресије  cyclin  D1,  FGF3,  p16 и  p21  од

клиничких карактеристика карцинома ларинкса

Испитали смо повезаност интензитета експресије сyclin-а D1, FGF3, р16 и р21 са: 1.

старошћу, 2. полом, 3. на малигнитет позитивном породичном и 4. личном анамнезом, 5.

конзумирањем  дувана  и  алкохола,  6.  ледираним анатомским субрегионом  ларинкса,  7.

начином раста карцинома,  8.  клиничким ТNM стадијумом карицинома и 9.  клиничким

стадијумом малигне болести код карцинома ларинкса. Експресија ових маркера није могла

да  се  повеже  са  старошћу,  породичном и  личном анамнезом,  конзумирањем  дувана  и

алкохола,  ледираним  анатомским  субрегионом  ларинкса,  клиничким  ТNM  стадијумом

карицинома и клиничким стадијумом малигне болести.

Код мушкараца је регистрована значајно израженија експресија виших интензитета

FGF3 него код жена (Fisher exact test=9,630; p=0,009), што је јасно приказано у Табели 6.

Инфилтративни  начин  раста  је  доминантан  у  односу  на  вегетантан,  у  погледу

експримирања виших интензитета експресије р21 (2 и 3), што је приказано у Табели 12
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(Fisher-ов  тест  =8,553;  р=0,026).  Код  осталих  испитаних  клиничких  карактеристика

подједнако су експримирани сви интензитети cyclin D1, FGF3 и р21 (Табела 5 –12).

Табела  5.  Повезаност  интензитета  експресије  cylin  D1  са  старошћу,  полом,  претходном  малигном

болести  у  фамилији,  позитивном  личном  анамнезом  на  малигнитет  и  конзумирањем  дувана  и

алкохола.

Cyclin D1 0 1 2 3

Старост (године)
<50 20%(1/5) 40%(2/5) 40%(3/5) 0%(0/5)

>50 18,61%(8/43) 39,5%(17/43) 27,9%(12/43) 14%(6/43)

p вредност p=1,000

Пол

мушки 18,6%(8/43) 39,5%(17/43) 30,2%(13/43) 11,6%(5/43)

женски 20%(1/5) 40%(2/5) 20%(1/5) 20%(1/5)

p вредност р=0,918

Претходна малигна болест у породици
Позитивна 16,2%(6/37) 40,5%(15/37) 29,7%(11/37) 13,5%(5/37)

Негативна 27,3%(3/11) 36,4%(4/11) 27,3%(3/11) 9,1%(1/11)

p вредност р=0,889

Претходна малигна болест 
Позитивна 21,4%(9/42) 40,5%(17/42) 23,8%(10/42) 14,3%(6/42)

Негативна 0%(0/10) 33,3%(2/10) 66,7%(4/10) 0(0/10)

p вредност р=0,224

Конзумирање дувана и алкохола
Присутно 19,1%(9/47) 40,4%(19/47) 27,7%(13/47) 12,8%(6/47)

Није 
присутно

0%(0/1) 0%(0/1) 100%(1/1) 0%(0/1)

p вредност р=0,604

Табела 6. Повезаност интензитета експресије FGF3 са старошћу, полом, претходном малигном болести

у фамилији, позитивном личном анамнезом на малигнитет и конзумирањем дувана и алкохола.
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FGF3 0 1 2 3

Старост (године)
<50 0%(0/5) 0%(0/5) 20%(1/5) 80%(4/5)

>50 4,7%(2/43) 14%(6/43) 37,2%(16/43) 44,2%(19/43)

p вредност p=0,533

Пол

мушки 0%(0/43) 14%(6/43) 34,9%(15/43) 51,2%(22/43)

женски 40%(2/5) 0%(0/5) 40%(2/5) 20%(1/5)

p вредност Fisher exact test=9,630; *р=0,009

Претходна малигна болест у породици
Позитивна 0%(0/11) 18,2%(2/11) 27,3%(3/11) 54,5%(6/37)

Негативна 5,4%(2/37) 10,8%(4/37) 37,8%(14/37) 45,9%(17/37)

p вредност р=0,828

Претходна малигна болест 
Позитивна 0%(0/6) 16,7%(1/6) 66,7%(4/6) 16,7%(1/6)

Негативна 4,8%(2/42) 11,9%(5/42) 31%(13/42) 52,4(22/42)

p вредност р=0,223

Конзумирање дувана и алкохола
Присутно 4,3%(2/47) 12,8%(6/47) 36,2%(17/47) 46,8%(22/47)

Није 
присутно

0%(0/1) 0%(0/1) 0%(0/1) 100%(1/1)

p вредност р=1,000

Табела 7. Повезаност интензитета експресије p16 са старошћу, полом, претходном малигном болести у

фамилији, позитивном личном анамнезом на малигнитет и конзумирањем дувана и алкохола.

58

р вредности су добијене  χ²  тестом и  Fisher-овим

тестом  тачне  вероватноће,  а  *р вредности  су



p16 0 1 2 3

Старост (године)
<50 0%(0/5) 0%(0/5) 40%(2/5) 60%(3/5)

>50 7%(3/43) 11,6%(5/43) 41,9%(18/43) 39,5%(17/43)

p вредност p=1,000

Пол

мушки 7%(3/43) 11,6%(5/43) 37,2%(16/43) 44,2%(19/43)

женски 0%(0/5) 0%(0/5) 80%(4/5) 20%(1/5)

p вредност р=0,445

Претходна малигна болест у породици
Позитивна 9,1%(1/11) 9,1%(1/11) 36,4%(4/11) 45,5%(5/37)

Негативна 5,4%(2/37) 10,8%(4/37) 43,2%(16/37) 40,5%(15/37)

p вредност р=0,947

Претходна малигна болест 
Позитивна 16,7%(1/6) 0%(0/6) 66,7%(4/6) 16,7%(1/6)

Негативна 4,8%(2/42) 11,9%(5/42) 38,1%(16/42) 45,2(19/42)

p вредност р=0,203

Конзумирање дувана и алкохола
Присутно 6,4%(3/47) 10,6%(5/47) 40,4%(19/47) 42,6%(20/47)

Није 
присутно

0%(0/1) 0%(0/1) 100%(1/1) 0%(0/1)

p вредност р=1,000

Табела 8. Повезаност интензитета експресије p21 са старошћу, полом, претходном малигном болести у

фамилији, позитивном личном анамнезом на малигнитет и конзумирањем дувана и алкохола.

p21 0 1 2 3
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Старост (године)
<50 0%(0/5) 0%(0/5) 20%(1/5) 80%(4/5)

>50 2,3%(1/43) 7%(3/43) 41,9%(18/43) 48,8%(21/43)

p вредност p=0,601

Пол

мушки 0%(0/43) 7%(3/43) 37,2%(16/43) 55,8%(24/43)

женски 20%(1/5) 0%(0/5) 60%(3/5) 20%(1/5)

p вредност р=0,086

Претходна малигна болест у породици
Позитивна 0%(0/11) 18,2%(2/11) 27,3%(3/11) 54,5%(6/11)

Негативна 2,7%(1/37) 2,7%(1/37) 43,2%(16/37) 51,4%(19/37)

p вредност р=0,270

Претходна малигна болест 
Позитивна 0%(0/6) 16,7%(1/6) 16,7%(1/6) 66,7%(4/6)

Негативна 2,4%(1/42) 4,8%(2/42) 42,9%(18/42) 50%(21/42)

p вредност р=0,270

Конзумирање дувана и алкохола
Присутно 2,1%(1/47) 6,4%(3/47) 40,4%(19/47) 51,1%(24/47)

Није 
присутно

0%(0/1) 0%(0/1) 0%(0/1) 100%(1/1)

p вредност р=1,000

Табела  9.  Зависностинтензитета  експресије  cyclin  D1  од  захваћеног  анатомског  региона ларинкса,

начина раста карцинома, TNM стадијума и клиничког стадијума малигне болести.

Cyclin D1 0 1 2 3

Анатомски регион
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Глотис 11,1%(1/9) 55,6%(5/9) 22,2%(2/9) 11,1%(1/9)

Супраглотис 12,5%(1/8) 37,5%(3/8) 37,5%(3/8) 12,5%(1/8)

Глотис+Супраглотис 22,6%(7/31) 35,5%(11/31) 29,2%(9/31) 12,5%(4/31)

p вредност p=0,971

Начин раста карцинома
Вегетантан 37,5%(3/8) 25%(2/8) 37,5%(3/8) 0%(0/8)

Инфилтративан 15%(6/40) 42,5%(17/40) 27,5%(11/40) 15%(6/40)

p вредност p=0,297

Т стадијум
Т1 11,1%(1/9) 55,6%(5/9) 22,2%(2/9) 11,1%(1/9)

Т2 20%(2/10) 30%(3/10) 40%(4/10) 10%(1/10)

Т3 22,7%(5/22) 40,9%(9/22) 27,3%(6/22) 9,1%(2/22)

Т4 14,3%(1/7) 28,6%(2/7) 28,6%(2/7) 28,6% (2/7)

p вредност p=0,950

N стадијум
N0 20%(8/40) 40%(16/40) 27,5%(11/40) 12,5%(5/40)

N1 0%(0/1) 0%(0/1) 100%(1/1) 0%(0/1)

N2 0%(0/6) 50%(3/6) 33,3%(2/6) 16,7%(1/6)

N3 100%(1/1) 0%(0/1) 0%(0/1) 0%(0/1)

p вредност p=0,604

М стадијум
М0 19,6%(9/46) 41,3%(19/46) 28,3%(13/46) 10,9%(5/46)

М1 0%(0/2) 0%(0/2) 50%(1/2) 50%(1/2)

p вредност p=0,168

Клинички стадијум
KС1 8,3%(1/12) 58,3%(7/12) 25%(3/12) 8,3%(1/12)

KС2 20%(2/10) 30%(3/10) 40%(4/10) 10%(1/10)

KС3 29,4%(5/17) 35,3%(6/17) 23,5%(4/17) 11,8%(2/17)

KС4 11,1%(1/9) 33,3%(3/9) 33,3%(3/9) 22,2%(2/9)

p вредност p=0,877

Табела 10. Зависностинтензитета експресије FGF3 од захваћеног анатомског региона ларинка, начина

раста карцинома, TNM стадијума и клиничког стадијума малигне болести.

 FGF3 0 1 2 3

Анатомски регион
Глотис 11,1%(1/9) 0%(0/9) 33,3%(3/9) 55,6%(5/9)

Супраглотис 0%(0/8) 0%(0/8) 37,5%(3/8) 62,5%(5/8)
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Т- примарни тумор, N- регионална проширеност у

лимфне чворове  на  врату,  М- удаљене  метастазе.

КС-  клинички  стадијум  малигне  болести.  р



Глотис+Супраглотис 3,2%(1/31) 19,4%(6/31) 35,5%(11/31) 41,9%(13/31)

p вредност p=0,569

Начин раста карцинома
Вегетантан 12,5%(1/8) 12,5%(1/8) 62,5%(5/8) 12,5%(1/8)

Инфилтративан 2,5%(1/40) 12,5%(5/40) 30%(12/40) 55%(22/40)

p вредност p=0,078

Т стадијум
Т1 0%(0/9) 0%(0/9) 44,4%(4/9) 55,6%(5/9)

Т2 10%(1/10) 10%(1/10) 40%(4/10) 40%(4/10)

Т3 4,5%(1/22) 18,2%(4/22) 36,4%(8/22) 40,9%(9/22)

Т4 0%(0/7) 14,3%(1/7) 14,3%(1/7) 71,4% (5/7)

p вредност p=0,818

N стадијум
N0 5%(2/40) 10%(4/40) 37,5%(15/40) 47,5%(19/40)

N1 0%(0/1) 0%(0/1) 0%(0/1) 100%(1/1)

N2 0%(0/6) 16,7%(1/6) 33,3%(2/6) 50%(3/6)

N3 0%(0/1) 100%(1/1) 0%(0/1) 0%(0/1)

p вредност p=0,573

М стадијум
М0 4,3%(2/46) 13%(6/46) 37%(17/46) 45,7%(21/46)

М1 0%(0/2) 0%(0/2) 0%(0/2) 100%(2/2)

p вредност p=0,653

Клинички стадијум
KС1 0%(0/12) 0%(0/12) 41,7%(5/12) 58,3%(7/12)

KС2 10%(1/10) 10%(1/10) 40%(4/10) 40%(4/10)

KС3 5,9%(1/17) 17,6%(3/17) 35,3%(6/17) 41,2%(7/17)

KС4 0%(0/9) 22,2%(2/9) 22,2%(2/9) 55,6%(5/9)

p вредност p=0,801

Табела 11. Зависност интензитета експресије p16 од захваћеног анатомског региона ларинкса, начина

раста карцинома, TNM стадијума и клиничког стадијума малигне болести.

 p16 0 1 2 3

Анатомски регион
Глотис 0%(0/9) 0%(0/9) 55,6%(5/9) 44,4%(4/9)

Супраглотис 25%(2/8) 12,5%(1/8) 12,5%(1/8) 50%(4/8)

Глотис+Супраглотис 3,2%(1/31) 12,9%(4/31) 45,2%(14/31) 38,7%(12/31)

p вредност p=0,218
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Т- примарни тумор, N- регионална проширеност у

лимфне чворове на врату,  М- удаљене метастазе;

КС-  клинички  стадијум  малигне  болести.  р



Начин раста карцинома
Вегетантан 0%(0/8) 0%(0/8) 75%(6/8) 25%(2/8)

Инфилтративан 7,5%(3/40) 12,5%(5/40) 35%(14/40) 45%(18/40)

p вредност p=0,078

Т стадијум
Т1 0%(0/9) 11,1%(1/9) 44,4%(4/9) 44,4%(4/9)

Т2 20%(2/10) 0%(0/10) 30%(3/10) 50%(5/10)

Т3 4,5%(1/22) 18,2%(4/22) 40,9%(9/22) 36,4%(8/22)

Т4 0%(0/7) 0%(0/7) 57,1%(4/7) 42,9% (3/7)

p вредност p=0,731

N стадијум
N0 7,5%(3/40) 10%(4/40) 40%(16/40) 42,5%(17/40)

N1 0%(0/1) 0%(0/1) 100%(1/1) 0%(0/1)

N2 0%(0/6) 16,7%(1/6) 33,3%(2/6) 50%(3/6)

N3 0%(0/1) 0%(0/1) 100%(1/1) 0%(0/1)

p вредност p=0,931

М стадијум
М0 6,5%(3/46) 10,9%(5/46) 41,3%(19/46) 41,3%(19/46)

М1 0%(0/2) 0%(0/2) 50%(1/2) 50%(1/2)

p вредност p=1,000

Клинички стадијум
KС1 0%(0/12) 8,3%(1/12) 41,7%(5/12) 50%(6/12)

KС2 20%(2/10) 0%(0/10) 30%(3/10) 50%(5/10)

KС3 5,9%(1/17) 17,6%(3/17) 47,1%(8/17) 29,4%(5/17)

KС4 0%(0/9) 11,1%(1/9) 44,4%(4/9) 44,4%(4/9)

p вредност p=0,741

Табела 12. Зависност интензитета експресије p21 од захваћеног анатомског региона ларинкса, начина

раста карцинома, TNM стадијума и клиничког стадијума малигне болести.

 p21 0 1 2 3

Анатомски регион
Глотис 0%(0/9) 0%(0/9) 44,4%(4/9) 55,6%(5/9)

Супраглотис 0%(0/8) 0%(0/8) 37,5%(3/8) 62,5%(5/8)

Глотис+Супраглотис 3,2%(1/31) 9,7%(3/31) 38,7%(12/31) 48,4%(15/31)

p вредност p=1,000

Начин раста карцинома
Вегетантан 12,5%(1/8) 25%(2/8) 25%(2/8) 37,5%(3/8)
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лимфне чворове  на  врату,  М- удаљене  метастазе,

КС-  клинички  стадијум  малигне  болести.  р



Инфилтративан 0%(0/40) 2,5%(1/40) 42,5%(17/40) 55%(22/40)

p вредност Fisher exact test=8,553; *p=0,026

Т стадијум
Т1 0%(0/9) 0%(0/9) 44,4%(4/9) 55,6%(5/9)

Т2 0%(0/10) 0%(0/10) 50%(5/10) 50%(5/10)

Т3 4,5%(1/22) 9,1%(2/22) 40,9%(9/22) 45,5%(10/22)

Т4 0%(0/7) 14,3%(1/7) 14,3%(1/7) 71,4% (5/7)

p вредност p=0,822

N стадијум
N0 2,5%(1/40) 2,5%(1/40) 42,5%(17/40) 52,5%(21/40)

N1 0%(0/1) 0%(0/1) 0%(0/1) 100%(1/1)

N2 0%(0/6) 16,7%(1/6) 33,3%(2/6) 50%(3/6)

N3 0%(0/1) 100%(1/1) 0%(0/1) 0%(0/1)

p вредност p=0,143

М стадијум
М0 2,2%(1/46) 6,5%(3/46) 39,1%(18/46) 52,2%(24/46)

М1 0%(0/2) 0%(0/2) 50%(1/2) 50%(1/2)

p вредност p=1,000

Клинички стадијум
KС1 0%(0/12) 0%(0/12) 33,3%(4/12) 66.7%(8/12)

KС2 0%(0/10) 0%(0/10) 50%(5/10) 50%(5/10)

KС3 5,9%(1/17) 5,9%(1/17) 47,1%(8/17) 41,2%(7/17)

KС4 0%(0/9) 22,2%(2/9) 22,2%(2/9) 55,6%(5/9)

p вредност p=0,533

4.5.2. Одређивање повезаности интензитета експресије cyclin D1, FGF3,

p16 и p21 са хистолошким карактеристикама карцинома ларинкса

Анализирали  смо  везу  интензитета  експресије  cyclin  D1,  FGF3,  p16  и  p21  са

следећим хистолошким карактеристикама карцинома ларинкса: 1. хистолошким градусом,

2. нуклеарним градусом, 3. присуством интраептителног карцинома, 4. присуством или

одсутвом  инвазивности,  5.  присуством  васкуларне  инвазије,  6.  инвазијом карцинома  у

лимфне  судове  околног  ткива,  7.  перинеуралном  инвазијом тумора  у  околна  ткива,  8.

некрозом,  9.  митотским  индексом,  10.стромалном  мононуклеарном  реакцијом  и  11.

дезмоплазијом код карцинома ларинкса (Табеле 13–20).
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Т- примарни тумор, N- регионална проширеност у

лимфне чворове на врату,  М- удаљене метастазе;

КС-  клинички  стадијум  малигне  болести.  р



Табела  13.  Хистолошки  и  нуклеарни  градус,  интраепителни  карцином,  инвазивност,  васкуларна

инвазија, инвазија карцинома у лимфне судове околног ткива и перинеурална инвазија карцинома

ларикса у зависности одинтензитета експресије cyclin D1.

Cyclin D1 0 1 2 3

Хистолошки градус
ХГ1 17,4%(4/23) 43,5%(10/23) 21,7%(5/23) 17,4%(4/23)

ХГ2 19%(4/21) 38,1%(8/21) 38,1%(8/21) 4,8%(1/21)

ХГ3 25%(1/4) 25%(1/4) 25%(1/4) 25%(1/4)

p вредност p=0,674

Нуклеарни градус
НГ1 0%(0/8) 62,5%(5/8) 12,5%(1/8) 25%(2/8)
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НГ2 22,9%(8/35) 37,1%(13/35) 28,6%(10/35) 11,4%(4/35)

НГ3 20%(1/5) 20%(1/5) 60%(3/5) 0%(0/5)

p вредност p=0,311

Интраепителни карцином
Присутан 18,5%(5/21) 40,7%(11/21) 25,9%(7/21) 14,8%(4/21)

Није присутан 18,8%(4/27) 39,6%(8/27) 29,2%(7/27) 12,5%(2/27)

p вредност p=0,951

Инвазивност
Присутна 19,6%(9/46) 39,1%(18/46) 30,4%(14/46) 10,9%(5/46)

Није присутна 0%(0/2) 50%(1/2) 0%(0/2) 50%(1/2)

p вредност p=0,349

Васкуларна инвазија
Присутна 33,3%(1/3) 33,3%(1/3) 0%(0/3) 33,3%(1/3)

Није присутна 17,8%(8/45) 40%(18/45) 31,1%(14/45) 11,1%(5/45)

p вредност p=0,442

Инвазија карцинома у лимфне судове околног ткива
Присутна 50%(3/6) 16,7%(1/6) 0%(0/6) 33,3%(2/6)

Није присутна 14,3%(6/42) 42,9%(18/42) 33,3%(14/42) 9,5%(4/42)

p вредност Fisher exact test=7,903; p=0,019

Перинеурална инвазија
Присутна 25%(1/4) 50%(2/4) 25%(1/4) 0%(0/4)

Није присутна 18,2%(8/44) 38,6%(17/44) 29,5%(13/44) 13,6%(6/44)

p вредност p=1,000

Табела  14.  Хистолошки  и  нуклеарни  градус,  интраепителни  карцином,  инвазивност,  васкуларна

инвазија, инвазија карцинома у лимфне судове околног ткива и перинеурална инвазија карцинома

ларинкса у зависности одинтензитета експресије FGF3.

FGF3 0 1 2 3

Хистолошки градус
ХГ1 8,7%(2/23) 13%(3/23) 34,8%(8/23) 43,5%(10/23)

ХГ2 0%(0/21) 9,5%(2/21) 42,9%(9/21) 47,6%(10/21)

ХГ3 0%(0/4) 25%(1/4) 0%(0/4) 75%(3/4)

p вредност p=0,503

Нуклеарни градус
НГ1 0%(0/8) 25%(2/8) 12,5%(1/8) 62,5%(5/8)

НГ2 5,7%(2/35) 8,6%(3/35) 42,9%(15/35) 42,9%(15/35)
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ХГ- хистолошки градус, НГ- нуклеарни градус,

р вредности су добијене χ² тестом и Fisher-овим



НГ3 0%(0/5) 20%(1/5) 20%(1/5) 60%(3/5)

p вредност p=0,420

Интраепителни карцином
Присутан 4,8%(1/21) 9,5%(2/21) 42,9%(9/21) 42,9%(9/21)

Није присутан 3,7%(1/27) 14,8%(4/27) 29,6%(8/27) 51,9%(14/27)

p вредност p=0,822

Инвазивност
Присутна 4,3%(2/46) 13%(6/46) 37%(17/46) 45,7%(21/46)

Није присутна 0%(0/2) 0%(0/2) 0%(0/2) 100%(2/2)

p вредност p=0,653

Васкуларна инвазија
Присутна 0%(0/3) 33,3%(1/3) 33,3%(1/3) 33,3%(1/3)

Није присутна 4,4%(2/45) 11,1%(5/45) 35,6%(16/45) 48,9%(22/45)

p вредност p=0,570

Инвазија карцинома у лимфне судове околног ткива
Присутна 0%(0/6) 16,7%(1/6) 50%(3/6) 33,3%(2/6)

Није присутна 4,8%(2/42) 11,9%(5/42) 33,3%(14/42) 50%(21/42)

p вредност p=0,686

Перинеурална инвазија
Присутна 0%(0/4) 50%(2/4) 25%(1/4) 25%(1/4)

Није присутна 4,5%(2/44) 9,1%(4/44) 36,4%(16/44) 50%(22/44)

p вредност p=0,183

Табела  15.  Хистолошки  и  нуклеарни  градус,  интраепителни  карцином,  инвазивност,  васкуларна

инвазија, инвазија карцинома у лимфне судове околног ткива и перинеурална инвазија карцинома

ларинкса у зависности одинтензитета експресије p16.

p16 0 1 2 3

Хистолошки градус
ХГ1 8,7%(2/23) 8,7%(2/23) 43,5%(10/23) 39,1%(9/23)

ХГ2 4,8%(1/21) 14,3%(3/21) 42,9%(9/21) 38,1%(8/21)

ХГ3 0%(0/4) 0%(0/4) 25%(1/4) 75%(3/4)

p вредност p=0,945

Нуклеарни градус
НГ1 0%(0/8) 12,5%(1/8) 50%(4/8) 37,5%(3/8)

НГ2 8,6%(3/35) 11,4%(4/35) 40%(14/35) 40%(14/35)

НГ3 80%(0/5) 100%(0/5) 40%(2/5) 60%(3/5)
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ХГ- хистолошки градус, НГ-нуклеарни градус,

р вредности су добијене χ² тестом и Fisher-овим



p вредност p=1,000

Интраепителни карцином
Присутан 4,8%(1/21) 9,5%(2/21) 42,9%(9/21) 42,9%(9/21)

Није присутан 7,4%(2/27) 11,1%(3/27) 40,7%(11/27) 40,7%(11/27)

p вредност p=1,000

Инвазивност
Присутна 6,5%(3/46) 10,9%(5/46) 41,3%(19/46) 41,3%(19/46)

Није присутна 0%(0/2) 0%(0/2) 50%(1/2) 50%(1/2)

p вредност p=1,000

Васкуларна инвазија
Присутна 0%(0/3) 0%(0/3) 33,3%(1/3) 66,7%(2/3)

Није присутна 82,2%(3/45) 95,6%(5/45) 93,3%(19/45) 97,8%(18/45)

p вредност p=1,000

Инвазија карцинома у лимфне судове околног ткива
Присутна 0%(0/6) 16,7%(1/6) 16,7%(1/6) 66,7%(4/6)

Није присутна 7,1%(3/42) 9,5%(4/42) 45,2%(19/42) 38,1%(16/42)

p вредност p=0,418

Перинеурална инвазија
Присутна 0%(0/4) 25%(1/4) 50%(2/4) 25%(1/4)

Није присутна 6,8%(3/44) 9,1%(4/44) 40,9%(18/44) 43,2%(19/44)

p вредност p=0,580

Табела  16.  Хистолошки  и  нуклеарни  градус,  интраепителни  карцином,  инвазивност,  васкуларна

инвазија, инвазија карцинома у лимфне судове околног ткива и перинеурална инвазија карцинома

ларикса у зависности одинтензитета експресије p21.

p21 0 1 2 3

Хистолошки градус
ХГ1 4,3%(1/23) 4,3%(1/23) 47,8%(11/23) 43,5%(10/23)

ХГ2 0%(0/21) 4,8%(1/21) 38,1%(8/21) 57,1%(12/21)

ХГ3 0%(0/4) 25%(1/4) 0%(0/4) 75%(3/4)

p вредност p=0,289

Нуклеарни градус
НГ1 0%(0/8) 0%(0/8) 37,5%(3/8) 62,5%(5/8)

НГ2 2,9%(1/35) 5,7%(2/35) 42,9%(15/35) 48,6%(17/35)

НГ3 0%(0/5) 20%(1/5) 20%(1/5) 60%(3/5)

p вредност p=0,669
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Интраепителни карцином
Присутан 0%(0/21) 0%(0/21) 47,6%(10/21) 52,4%(11/21)

Није присутан 3,7%(1/27) 11,1%(3/27) 33,3%(9/27) 51,9%(14/27)

p вредност p=0,335

Инвазивност
Присутна 2,2%(1/46) 6,5%(3/46) 41,3%(19/46) 50%(23/46)

Није присутна 0%(0/2) 0%(0/2) 0%(0/2) 100%(2/2)

p вредност p=0,579

Васкуларна инвазија
Присутна 0%(0/3) 33,3%(1/3) 0%(0/3) 66,7%(2/3)

Није присутна 2,2%(1/45) 4,4%(2/45) 42,2%(19/45) 51,1%(23/45)

p вредност p=0,152

Инвазија карцинома у лимфне судове околног ткива
Присутна 0%(0/6) 16,7%(1/6) 33,3%(2/6) 50%(3/6)

Није присутна 2,4%(1/42) 4,8%(2/42) 40,5%(17/42) 52,4%(22/42)

p вредност p=0,642

Перинеурална инвазија
Присутна 0%(0/4) 75%(3/4) 25%(1/4) 0%(0/4)

Није присутна 2,3%(1/44) 0%(0/44) 40,9%(18/44) 56,8%(25/44)

p вредност Fisher exact test=17,280; p=0,001

Табела 17. Некроза, митотски индекс, стромална мононуклеарна реакција и дезмоплазија и њихова

веза са интензитетима сyclin D1 код карцинома ларинкса.

Cyclin D1 0 1 2 3

Некроза
0 20%(2/10) 30%(3/10) 10%(1/10) 40%(4/10)

1 33,3%(7/21) 38,1%(8/21) 28,6%(6/21) 0%(0/21)

2 0%(0/11) 45,5%(5/11) 36,4%(4/11) 18,2%(2/11)

3 0%(0/6) 50%(3/6) 50%(3/6) 0%(0/6)

p вредност Fisher exact test=15,819; *р=0,033

Митотски индекс
1 11,8%(2/17) 58,8%(10/17) 11,8%(2/17) 17,6%(3/17)

2 18,5%(5/27) 29,6%(8/27) 40,7%(11/27) 11,1%(3/27)

3 50%(2/4) 25%(1/4) 25%(1/4) 0%(0/4)

p вредност р=0,162

Стромална мононуклeарна 
реакција
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0 0%(0/2) 0%(0/2) 100%(2/2) 0%(0/2)

1 20%(3/15) 53,3%(8/15) 26,7%(4/15) 0%(0/15)

2 27,8%(5/18) 33,3%(6/18) 16,7%(3/18) 22,2%(4/18)

3 7,7%(1/13) 38,5%(5/13) 38,5%(5/13) 15,4%(2/13)

p вредност р=0,256

Дезмоплазија
0 0%(0/3) 33,3%(1/3) 33,3%(1/3) 33,3%(1/3)

1 23,5%(8/34) 38,2%(13/34) 26,5%(9/34) 11,8%(4/34)

2 9,1%(1/11) 45,5%(5/11) 36,4%(4/11) 9,1%(1/11)

p вредност р=0,827

Табела 18. Некроза, митотски индекс, стромална мононуклеарна реакција и дезмоплазија и њихова

веза са интензитетима FGF3 код карцинома ларинкса.

FGF3 0 1 2 3

Некроза
0 10%(1/10) 10%(1/10) 30%(3/10) 50%(5/10)

1 4,8%(1/21) 23,8%(5/21) 38,1%(8/21) 33,3%(7/21)

2 0%(0/11) 0%(0/11) 27,3%(3/11) 72,7%(8/11)

3 0%(0/6) 0%(0/6) 50%(3/6) 50%(3/6)

p вредност р=0,509

Митотски индекс
1 5,9%(1/17) 23,5%(4/17) 17,6%(3/17) 52,9%(9/17)

2 3,7%(1/27) 3,7%(1/27) 44,4%(12/27) 48,1%(13/27)

3 0%(0/4) 25%(1/4) 50%(2/4) 25%(1/4)

p вредност р=0,166

Стромална мононуклeарна 
реакција
0 0%(0/2) 0%(0/2) 100%(2/2) 0%(0/2)
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1 0%(0/15) 20%(3/15) 40%(6/15) 40%(6/15)

2 5,6%(1/18) 5,6%(1/18) 33,3%(6/18) 55,6%(10/18)

3 7,7%(1/13) 15,4%(2/13) 23,1%(3/13) 53,8%(7/13)

p вредност р=0,601

Дезмоплазија
0 0%(0/3) 0%(0/3) 33,3%(1/3) 66,7%(2/3)

1 5,9%(2/34) 8,8%(3/34) 35,3%(12/34) 50%(17/34)

2 0%(0/11) 27,3%(3/11) 36,4%(4/11) 36,4%(4/11)

p вредност р=0,717

Табела 19. Некроза, митотски индекс, стромална мононуклеарна реакција и дезмоплазија и њихова

веза са интензитетима p16 код карцинома ларинкса.

p16 0 1 2 3

Некроза
0 0%(0/10) 20%(2/10) 60%(6/10) 20%(2/10)

1 9,5%(2/21) 9,5%(2/21) 42,9%(9/21) 38,1%(8/21)

2 9,1%(1/11) 0%(0/11) 9,1%(1/11) 81,8%(9/11)

3 0%(0/6) 16,7%(1/6) 66,7%(4/6) 16,7%(1/6)

p вредност Fisher exact test=14,009; *р=0,050

Митотски индекс
1 5,9%(1/17) 11,8%(2/17) 41,2%(7/17) 41,2%(7/17)

2 7,4%(2/27) 11,1%(3/27) 37,0%(10/27) 44,4%(12/27)

3 0%(0/4) 0%(0/4) 75%(3/4) 25%(1/4)

p вредност р=0,967

Стромална мононуклeарна 
реакција
0 50%(1/2) 0%(0/2) 50%(1/2) 0%(0/2)

1 6,7%(1/15) 20%(3/15) 33,3%(5/15) 40%(6/15)
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2 5,6%(1/18) 0%(0/18) 38,9%(7/18) 55,6%(10/18)

3 0%(0/13) 15,4%(2/13) 53,8%(7/13) 30,8%(4/13)

p вредност р=0,201

Дезмоплазија
0 0%(0/3) 0%(0/3) 33,3%(1/3) 66,7%(2/3)

1 5,9%(2/34) 8,8%(3/34) 35,3%(12/34) 50%(17/34)

2 0%(0/11) 27,3%(3/11) 36,4%(4/11) 36,4%(4/11)

p вредност р=0,717

Табела 20. Некроза, митотски индекс, стромална мононуклеарна реакција и дезмоплазија и њихова

веза са интензитетима p21 код карцинома ларинкса.

p21 0 1 2 3

Некроза
0 0%(0/10) 0%(0/10) 70%(7/10) 30%(3/10)

1 4,8%(1/21) 14,3%(3/21) 38,1%(8/21) 42,9%(9/21)

2 0%(0/11) 0%(0/11) 9,1%(1/11) 90,9%(10/11)

3 0%(0/6) 0%(0/6) 50%(3/6) 50%(3/6)

p вредност р=0,061

Митотски индекс
1 5,9%(1/17) 5,9%(1/17) 29,4%(5/17) 58,8%(10/17)

2 0%(0/27) 3,7%(1/27) 44,4%(12/27) 51,9%(14/27)

3 0%(0/4) 25%(1/4) 50%(2/4) 25%(1/4)

p вредност р=0,350

Стромална мононуклeарна реакција
0 0%(0/2) 0%(0/2) 50%(1/2) 50%(1/2)

1 0%(0/15) 6,7%(1/15) 33,3%(5/15) 60%(9/15)

2 0%(0/18) 5,6%(1/18) 33,3%(6/18) 61,1%(11/18)

3 7,7%(1/13) 7,7%(1/13) 53,8%(7/13) 30,8%(4/13)
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p вредност р=0,700

Дезмоплазија
0 0%(0/3) 0%(0/3) 66,6%(2/3) 33,3%(1/3)

1 2,9%(1/34) 0%(0/34) 38,2%(13/34) 58,8%(20/34)

2 2,1%(0/11) 27,3%(3/11) 36,4%(4/11) 36,4%(4/11)

p вредност р=0,061

Интензитети  експресије  су  за  cyclin  D1  статистички  значајно  повезани  са

одсуством инвазије карцинома ларинкса у лимфне судове околног ткива, што је приказано

у Табели 13 (Fisher–ов тест=7,903, р=0,019). Интензитети експресије овог тумор маркера

се  значајно  разликују  код  појединих  степена  некрозе,што  се  јасно  види  у  Табели  17

(Fisher-ов тест=15,819; р=0,033). Интензитети експресије р21 су у статистички значајној

вези  са  одсуством  перинеуралне  инвазије  карцинома  ларинкса,  Табела  16  (Fisher-ов

тест=17,280;  р=0,001).  Слично  претходном маркеру и  интензитети  експресије  р16 су у

значајној статистичкој везиса различитим степенима некрозе карцинома ларинкса (Fisher-

ов тест=14,009; р=0,050)–Табела 19.

4.6.  ОДРЕЂИВАЊЕ ПОВЕЗАНОСТИ ЕКСПРЕСИЈЕ CYCLIN

D1,  FGF3,  р16  И  р21  СА  СТЕПЕНОМ  ДИСПЛАЗИЈЕ

ХРОНИЧНОГ ЛАРИНГИТИСА

Испитали  смо  зависност  експресије  сyclin  D1, FGF3, p16  и  p21  од  степена

дисплазије  код  хроничног  ларингитиса  и  установили  да  нема  статистички  значајне

повезаности (Табела 21).

Табела  21.   Повезаност  експресије  сyclin  D1,  FGF3,  p16,  p21  са  степеном  дисплазије  ларингеалне

слузнице.
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 Cyclin D1+ FGF3+ p16+ p21+
Степен дисплазије
лака 22,2%(2/9) 88,9%(8/9) 66,7%(6/9) 88,9%(8/9)

умерена 16,7%(2/12) 100%(12/12) 75%(9/12) 91,7%(11/12)

тешка 10%(1/10) 90%(9/10) 70%(7/10) 100%(10/10)

p вредност р=0,843 р=0,510 р=1,000 р=0,742 

4.7.  ОДРЕЂИВАЊЕ  ПОВЕЗАНОСТИ  ИНТЕНЗИТЕТА

ЕКСПРЕСИЈЕ  CYCLIN  D1,  FGF3,  р16  И  р21  СА

СТЕПЕНОМ  ДИСПЛАЗИЈЕ  ХРОНИЧНОГ

ЛАРИНГИТИСА

Анализирали смо зависност интензитета експресије сyclin D1, FGF3, p16 и p21 од

степена  дисплазије.  Наши  резултати  показују  да  постоји  повезаност  интензитета

експресије  р16  са  степеном  дисплазије,  а  при  томе  је  р16  интензитет  експресије  2

присутан  са  највишим  процентом  код  дисплазије  средњег  степена  (р<0,05).  Нисмо

установили  значајну  повезаност  интензитета  експресије  сyclin  D1,  FGF3,  и  p21  са

степеном дисплазије (р>0,05), што се јасно уочава на Графикону 16.  
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Графикон 16. Зависност интензитета експресије сyclin D1,

FGF3, p16 и p21 од степена дисплазије слузнице ларинкса.

0-одсуство  експресије,  1-интензитет  експресије  1,  2-

интензитет  експресије  2,  3-интензитет  експресије  3.  Не

постоји  статистички  значајна  разлика  између  интензитета

експресије сyclin D1 и степена дисплазије слузнице ларинкса

(Fisher-ов  тест=4,016;  р=0,453).  Не  постоји  статистички

значајна  разлика  између  интензитета  експресије  FGF3  и

степена дисплазије слузнице ларинкса (Fisher-ов тест=5,059;



4.8.  ИСПИТИВАЊЕ  СЕНЗИТИВНОСТИ  И

СПЕЦИФИЧНОСТИ  ПОЈЕДИНИХ  МАРКЕРА  И

ЊИХОВИХ КОМБИНАЦИЈА У ЦИЉУ РАЗЛИКОВАЊА

КАРЦИНОМА  ОД  ЗАЈЕДНО  ДИСПЛАЗИЈЕ  И

НОРМАЛНЕ СЛУЗНИЦЕ ЛАРИНКСА

4.8.1.  Анализа  интензитета  експресија  сyclin  D1,  FGF3,  p16  и  p21  код

заједно  дисплазија  и  нормалне  слузнице  у  односу  на  карциноме

ларинкса

Анализирали смо повезаности присуства експресија (1+2+3) за сyclin D1, FGF3, p16

и p21 код заједно нормалне и диспластичне слузнице у односу на карцином ларинкса.

Наши резултати показују да, као што се види на Графикону 17. и 18, постоји повезаност

присутне експресије за сyclin D1 и р16 код карицнома ларинкса у односу на експресије

код заједно нормалне и диспластичне слузнице (χ2=21,564, df=1, р=0,0001 за cyclin  D1;

Fisher-ов тест, р=0,0301, за р16). 
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Графикон  17.  Експресија  cyclin  D1  код  заједно  нормалне  и  диспластичне  слузнице  у  односу  на

експресије  овог  маркера  код  карцинома  ларинкса.  НЛС-  нормална  ларингеална  слузница,  ЛД-

ларингеална дисплазија, ЛСЦК-ларингеални сквамоцелуларни карцином.

Графикон 18. Експресија р16 код заједно нормалне и диспластичне слузнице у односу на експресије

овог  маркера  код  карцинома  ларинкса.  НЛС-  нормална  ларингеална  слузница,  ЛД-ларингеална

дисплазија, ЛСЦК-ларингеални сквамоцелуларни карцином.

Описану повезаност нисмо установили за FGF3 и p21 (р=0,1799, Fisher-ов тест, за FGF3;

р=0,3791, Fisher-ов тест, за р21), што је приказано на Графикону 19 и 20.
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Графикон 19. Експресија FGF3 код заједно нормалне и диспластичне слузнице у односу на експресије

овог  маркера  код  карцинома  ларинкса.  НЛС-нормална  ларингеална  слузница,  ЛД-ларингеална

дисплазија, ЛСЦК-ларингеални сквамоцелуларни карцином.

Графикон 20. Експресија р21 код заједно нормалне и диспластичне слузнице у односу на експресије

овог  маркера  код  карцинома  ларинкса.  НЛС-  нормална  ларингеална  слузница,  ЛД-ларингеална

дисплазија, ЛСЦК-ларингеални сквамоцелуларни карцином.

78



4.8.2. Испитивање бинарне логистичке регресије интензитета експресије

за сycllin D1, FGF3, p16 и p21 и ризика од карцинома ларинкса

Анализирали  смо интензитете  експресије  за  сycllin  D1,  FGF3,  p16 и  p21.  Наши

резултати показују да, када интензитет експресије порасте за један, „шанса“ за карцином

се  повећава  код  сyclin  D1  7,704  пута,  а  код  FGF3  5,682  пута  (за  сyclin  D1,  p=0,001,

oddsratio=7,704,  CI=2,953–20,102;  за  FGF3,  p=0,046,  oddsratio=5,682,  CI=1,035–31,197,

Бинарна логистичка регресија).  Сличне резултате  нисмо нашли код p16 и p21 (за  p16,

p=0,446,  oddsratio=1,774,  CI=0,406–7,762;  за  p21,  p=0,853,  oddsratio=1,280,  CI=0,085–

19,235).

4.8.3.  Анализа  специфичности  и  сензитивности  експресије  сycllin  D1,

FGF3, p16 и p21 код карцинома ларинкса у односу на збирну групу

дисплазија и нормалне слузница ларинкса

Сензитивност је  дефинисана као удео  ткивних исечака оболелих пацијената  код

којих је имунохистохемијско бојење позитивно, односно осетљивост је мера колико добро

имунохистохемија открива болест када стварно постоји. Сензитивно бојење има неколико

лажно  негативних  резултата.  Специфичност  је  удео  необолелих,  код  којих  је  бојење

негативно.  Она мери колико добро имунохистохемија искључује  болест кад је стварно

одсутна, а специфичан тест има неколико лажно позитивних резултата. Корелирали смо

сензитивност  и  специфичност  експресије  сycllin  D1,  FGF3,  p16  и  p21  код  карцинома

ларинкса  и  заједно  нормалне  и  диспластичне  слузнице.  Сyclin  D1  има  високу

сензитивност и специфичност за карциноме, у поређењу са нормалном и диспластичном

слузницом ларинкса, док остала три тумор маркера имају само високусензитивност, али не

и специфичност (Табела 22). 
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Табела 22.  Сензитивност и специфичност експресије  сycllin  D1,  FGF3,  p16 и p21 код карцинома у

односу на заједно нормалну и диспластичну слузницу ларинкса.

4.8.4.  Анализа  сензитивности  и  специфичности  комбинације  cyclin

D1+FGF3+p16+p21>0 за карциноме ларинкса

При  постојању  позитивне  експресија  бар  једног,  од  испитивана  четири  тумор

маркера,  вероватноћа  за  карцином  је  велика,  а  разликовање  карцинома  од  заједно

дисплазија  и  нормалне  слузнице  је  са  сензитивношћу  од  77,1% и  специфичношћу  од

76,7%  (Графикон 21). 
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 cyclin D1 cyclin D1 FGF3 FGF3 p16 p16 p21 p21
% специфичност сензитивност специфичност сензитивност специфичност сензитивност специфичност сензитивност

НЛС+ЛД 37 19 87 4 78 6 93 2
СЦКЛ 63 81 13 96 22 94 7 98

НЛС-нормална  ларингеална  слузница,  ЛД-ларингеална  дисплазија,  СЦКЛ-

сквамоцелуларни  карцином  ларингса.  А.  Сензитивност  експресије  сycllin  D1  за

карциноме ларингса износи 81%, а за заједно нормалну и диспластичну слузницу 19%,

а његова специфичност експресије у ткиву карцинома је 63%, док је код нормалне и

диспластичне  слузнице  37%.  Само  за  сycllin  D1  су  вредности  исензитивности  и

специфичности високе. Б. Сензитивност експресије FGF3 код карцинома је 96%, а код

нормалне  и  диспластичне  слузнице  је  4%.  Вредности  за  специфичност  су  ниске  за

карциноме и  то 13%,  а  за  нормалну  и  диспластичну  слузницувисоке  и  то  87%.  В.

Сензитивност експресије р16 код карцинома је 94%, а код нормалне и диспластичне



Графикон 21. Специфичност и сензитивност комбинације тумор маркера cyclin D1+FGF3+p16+p21>0.

К*- комбинација негативна, К* + комбинација позитивна

4.8.5. Анализа сензитивности и специфичности комбинације сyclin D1>0,

FGF3+p16+p21>5 за дисплазију у односу на нормалну слузницу ларинкса 

У  циљу  диференцирања  дисплазије  од  здраве  слузнице  ларинкса,  испитали  смо

сензитивност  и  специфичност  комбинације  експресије  сyclin  D1  и  збира  интензитета

експресија FGF3+p16+p21, када је он већи од 5. Наш резултат показује да ова комбинација

разликује узорке дисплазије од узорака нормалне слузнице ларинкса са сензитивношћу од

79,5% и специфичношћу од 75,4% (Табела 23).

Табела 23. Специфичност и сензитеивност комбинације сyclin D1>0, FGF3+P16+P21>5 (у %).
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сyclin D1>0, FGF3+P16+P21>5  НЛС ЛД

специфичност 75,4 24,6

сензитивност 20,5 79,5



ДИСКУСИЈА

5.1. Значај  квантификације  експресије  и  интензитета

експресије сyclin D1, FGF3, р16 и р21

На почетку истраживања смо показали да су експресије сyclin D1 и експресија  p16

учесталије код карцинома ларинкса, него код дисплазија и нормалне слузнице ларинкса

(Графикони 4 и 6), али ову зависност нисмо установили за FGF3 и р21 (Графикони 5 и 7).

Затим смо,  такође,  показали,  да су интензитети експресије сyclin  D1, FGF3, р16 и р21

(Графикони 8 –11) зависни од типа ларингеалне слузнице. 

У  даљем  раду  приказали  смо  да  се  збир  позитивних  интензитета  експресије

(1+2+3+) код заједно диспластичне слузнице ларинкса и карцинома ларинкса, у односу на

нормалну слузницу, значајно разликује код cyclin D1 и р16 (Графикони 12 и 14), али не и

код FGF3 и р21 (Графикони 13 и 15).

Установили  смо  и  да  су  експресија  р16,  као  и  интензитети  експресије  FGF3

учесталији  код  мушкараца  (Табела  1  и  Табела  6).  Ову зависност  нисмо  потврдили  за

експресију cyclin D1, FGF3 и р21 (Табела 1) и интензитете експресије сyclin D1, р16 и р21

(Табеле 5, 7 и 8).

Инвазију карцинома ларинксау лимфне судове околног ткива не прати експресија

сyclin D1, али зато ову инвазију прате интензитети његове експресије (Табела 3 и Табела

13). Виши степен некрозе заступљенији је код вишег интензитета експресије сyclin D1 и

р16, што није случај  са њиховом експресијом (Табеле 17 и 19; Табела 4). Интензитети

експресије  р21  су  карактеристични  за  инфилтративни  начин  раста  карцинома,  што  не

важи и за његову експресију (Табела 12 и Табела 2). Експресија сyclin D1, FGF3, р16 и р21

није повезана са степеном дисплазије (Табела 21). Екпресија р16 интензитета 2 је у уској

вези са  дисплазијом средњег степена  слузнице  ларинкса  (Графикон 16).  Перинеурална
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инвазија је значајно већа код вишег интензитета експресије р21, али није зависна од саме

експресије овог антионкогена (Табела 16 и Табела 3).

Показали смо значајно више експресије за сyclin D1 и р16, али не и за FGF3 и р21,

код карцинома, за разлику од збира експресија дисплазије и здраве слузнице (Графикони

17–20). Доказали смо и да онкоген сyclin D1 има сензитивност од 81% и специфичност од

63% за карциноме ларинкса,  у односу на заједно дисплазије и нормалну слузницу,  док

остали онкогени и антионкогени немају значајну сензитивност и специфичност (Табела

22). Показали смо да сyclin D1 и FGF3 имају повећану шансу за присуство карцинома у

ларингеалном исечку, у односу на остала два типа ткива, и то: код сyclin D1 за 7,704 пута,

а  код  FGF3  за  5,682  пута  у  случају  повећања  њиховогинтензитета  експресије  за  1.

Показали  смо  да,  ако  и  један  од  четири  маркера  има  најмање  експресију  1,  тада  је

присутна сензитивност од 77,1% и специфичност од 76,7% за разликовање карцинома од

остала два типа слузнице (Графикон 20). По први пут смо установили, уз сензитивност

80%  и  специфичност  75%,  важност  комбинације  сyclin  D1>0,  FGF3+р16+р21>5  за

разликовање диспластичне и нормалне слузнице (Табела 23). 

5.2. Повезаност експресије и интензитета експресије сyclin D1,

FGF3, р16 и р21 са различитим типовима лезије слузнице

ларинкса

Експресија  и  интензитети  експресије  сyclin  D1  су  већи  код  карицинома

ларинкса,  него  код  нормалне  и  код  диспластичне  слузнице.  Установљена  је  висока

зависност  експресија  сyclin  D1  у  исечцима  са  карциномом  ларинкса,  у  односу  на

експресију сyclin D1 у исечцима пацијената са нормалном и са диспластичном слузницом.

Онкоген сyclin D1 је експримиран у исечцима код 39/48 пацијената (64%) са карциномом

ларинкса, код 17/29 пацијената (28%) са нормалном слузницом и код 5/31 пацијената са

диспластичном  слузницом  (8%)  (χ²=32,570;  df=2;  p<0,001).  Са  повећањем  интензитета

експресије  повећава  се  и  процентуална  заступљеност  исечака  карцинома,  а  опада

заступљеност  исечака  дисплазија.  Одсуство  експресије сyclinа  D1,  односно,  његова
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експресија  са  интензитетом  0  је  процентуално  заступљена  код  нормалне  слузнице

ларинкса у 26% (12/29), код диспластичне слузнице у 55% (26/31), док је код карцинома

ларинкса присутна код 19% (9/48) пацијената. Експресија сyclinа D1 са интензитетом 1 је

процентуално  заступљена  код  нормалне  слузнице  ларинкса  у  26%  (8/29),  код

диспластичне слузнице у 13% (4/31), док је код карцинома ларинкса присутна код 61%

(19/48) пацијената. Експресијасyclinа D1 са интензитетом 2 је процентуално заступљена

код нормалне слузнице ларинкса у 38% (9/29), код диспластичне слузнице у 4% (1/31), док

је код карцинома ларинкса присутна код 58% (14/48) пацијената. Експресија сyclinа D1 са

интензитетом 3 је процентуално заступљена код нормалне слузнице ларинкса у 0% (0/29),

код диспластичне слузнице у 0% (0/31), док је код карцинома ларинкса присутна код 100%

(6/48) пацијената. Наши резултати указују да су интензитети експресије сyclin D1 зависни

од типа ларингеалне слузнице (Fisher-ов тест=36,740, р=0,001). Сyclin D1 је регулаторна

подјединица  холоензима,  који  фосфорилише  и  заједно  са  претходно  фосфорилисаним

комплексом  cyclin  E/cdk2,  инактивише  ретинобластома  протеин  (pRb),  који  има

инхибирајућу функцију на ћелијски циклус. 

Ретинобластома  протеин  служи  као  чувар  капије  G1  фазе  ћелијског  циклуса  и

пролазак кроз рестрикциону тачку узрокује синтезу DNK. Изражена експресија сyclin D1

корелира са раном појавом карцинома и ризиком за туморску прогресију и метастазирање

(277,278,279,116). Повећана експресија cyclin D1 и/или амплификација је нађена у 35–64%

карцинома  главе  и  врата  (280–283).  Позитивна  експресија  cyclin  D1је  код  карцинома

ларинкса присутна у 19–89% и приближна је експресији за све карциноме (261,284–287).

Cyclin D1 показује ниску или одсутну експресија у97,7% узорака диспластичних лезија

(281).  Можемо  потврдити  да  чешћа  експресија  cyclin  D1  као  и  виши  интензитети

експресије  корелирају  са  исечцима  карцинома,  зато  што  у  овим  ћелијама  долази  до

повећане експресије овог онкогена.

Интензитети  експресије  FGF3  су  већи  код  карцинома  ларинкса  него  код

нормалне  и  код  диспластичне  слузнице.  Није  нађена  зависност  експресије  FGF3  у

исечцима пацијената са карциномом ларинкса у односу на експресију FGF3 у исечцима

пацијената са нормалном и са диспластичном слузницом (Fisher-ов тест=5,380,  р=0,0552).

Експресија FGF3 је код нормалне слузнице присутна код 23 од 29 (79,3%) пацијената, код

ларингеалне  дисплазије  код  29  од  31  (93,5%),  а  код  карцинома  код  46  од  48  (95,8%)
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пацијената.  Са  повећањем  интензитета  експресије  FGF3  опада  његова  процентуална

заступљеност код нормалне слузнице ларинкса, а повећава се код  дисплазија и карцинома

(Fisher-ов  тест=18,099,  р=0,004).  Експресија  FGF3  са  интензитетом  1  је  процентуално

заступљена код нормалне слузнице ларинкса у 31% (9/29), код диспластичне слузнице у

9,7%  (3/31),  док  је  код  карцинома  ларинкса  присутна  код  12,5%  (6/48)  пацијената.

Експресија FGF3 са интензитетом 2 је процентуално заступљена код нормалне слузнице

ларинкса  у  37,9%  (11/29),  код  диспластичне  слузнице  у  41,9%  (13/31),  док  је  код

карцинома  ларинкса  присутна  код  35,4%  (17/48)  пацијената.  Експресија  FGF3  са

интензитетом 3  је  процентуално  заступљена  код нормалне слузнице  ларинкса  у 10,3%

(3/29),  код  диспластичне  слузнице  код  41,9% (13/31),  док  је  код  карцинома  ларинкса

присутна код 47,9% (23/48) пацијената. 

FGF  су  фамилија  повезаних  протеина  који  регулишу  ћелијску  пролиферацију,

диференцијацију и бројне ћелијске процесе, укључујући нормални развој, карциногенезу и

метастазирање (288–291). Функција FGF фамилије и њених рецептора укључује њихову

способност да утичу на митозу и инхибирају апоптозу (288). Проказано је од 17 до 19

различитих  FGF  (289,290).  Сви  FGF  показују  степен  структурне  сличности  и  везују

ниским интензитетом хепарин сулфат и то обично у форми хепарин сулфат протеогликана

(291,292).  FGF  испољавају  своја  дејства  кроз  високо  специфичне  трансмембранске

рецепторе (FGFRs),  који имају активност цитосолне тирозин киназе  на свом карбокси-

терминалном  домену  и  на  три  екстрацелуларна  имуноглобулину  слична  региона,  на

њиховом амино  терминалном домену.  FGF-1 везује  све  изотипе  FGFR2 и  FGFR3,  док

FGF2 показује превасходно везивање за FGFR2b и FGFR2c (293). Мало је тога познато о

улози  FGF  фамилије  у  патолошком  ткиву,  мада  су  индентификовани  код  различитих

неоплазми укључујући феохромоцитом, карцином бубрега, астроцитом, карцином бешике,

хепатоцелуларни  карцином  и  карцином  плућа  (288).  Амплификација  гена  INT2,  који

кодира FGF3 протеин, доказана је код карцинома главе и врата (294). Оралне дисплазије и

карциноми  у  односу на  нормалну слузницу  показују  интензивнију  експресију  FGF3, а

постоји и повећање интензитета експресије код узорака диспластичне слузнице и оралних

карцинома (295). Како је експресија чешћа, а интензитети експресије већи од нормалне,

преко диспластичне слузнице, а највиши код исечака карцинома, можемо рећи да FGF3
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функционише  у  крајњој  диференцијацији  сквамозног  епитела  и  да  та  функција  није

измењена код планоцелуларног карцинома. 

Експресија  и  интензитети експресије  р16  су  чешћи и  виши код  карцинома

ларинкса  него  код  нормалне  и  код  диспластичне  слузнице. Постоји  корелација

експресије p16 у исечцима пацијената са карциномом ларинкса у односу на експресију p16

у исечцима пацијената са нормалном и са диспластичном слузницом (Fisher-ов тест=7,316,

р=0,0232).  Експресија  p16  је  код  нормалне  слузнице  присутна  у  25  од  29  (86,2%)

пацијената, код ларингеалне дисплазије у 22 од 31 (70,9%), а код карцинома у 45 од 48

(93,75%)  пацијената.  Са  повећањем  интензитета  експресије  р16  повећава  се  његова

процентуална  заступљеност  код  дисплазија  и  карцинома,  док  опада  код   нормалне

слузници  (Fisher-ов  тест=18,504,  р=0,004).  Експресије  р16  са  интензитетом  0  је

процентуално  заступљена  код  нормалне  слузнице  ларинкса  у  13,8%  (4/29),  код

диспластичне слузнице у 29% (9/31), док је код карцинома ларинкса присутна код 16,67%

(8/48)  пацијената.  Експресија  р16  са  интензитетом  1  је  процентуално  заступљена  код

нормалне слузнице ларинкса у 31% (9/29), код диспластичне слузнице у 19,4% (6/31), док

је  код  карцинома  ларинкса  присутна  код  10,4%  (5/48)  пацијената.  Експресија  р16  са

интензитетом 2  је  процентуално  заступљена  код нормалне слузнице  ларинкса  у 27,6%

(8/29),  код  диспластичне  слузнице  у  41,9%  (13/31),  док  је  код  карцинома  ларинкса

присутна код 41,7% (20/48) пацијената. Експресија р16 са интензитетом 3 је процентуално

заступљена код нормалне слузнице ларинкса у 27,6% (8/29), код диспластичне слузнице у

9,7% (3/31), док је код карцинома ларинкса присутна код 41,7% (20/48) пацијената. Ген

p16INK4A  припада  9p21  хромозомском  региону  који  садржи  три  ексона  и  кодира

нуклеарни фосфопротеин са молекуларном тежином од 16 kDa. Према својој молекуларној

тежини  је  овај  протеин  и  добио  назив  р16.  Функција  p16  протеина  је  изражена  у

негативној регулацији ћелијског циклуса преко инхибиције циклин зависних киназа 4 и 6

и  интеракција  са  cyclin  D1  (296).  У  одсуству  p16,  cdk-s  се  везују  за  cyclin  D1, а

ретинобластома протеин (pRb) се фосфорилише. Фосфорилација pRb доводи до губитка

регулације преласка ћелије из G1 у S фазу и започиње ћелијска пролиферација. У мноштву

малигних тумора и ћелијских линија, ген p16INK4A је инактивиран различитим генетским

механизмима,  укључујући  тачкасте  мутације,  хомозиготне  делеције  и  хиперметилацију

промотерског  регионаp16INK4A. Дакле,  cdk  инхибиторни  протеини,  укључујући  р16,
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имају  кључне  улоге  у  преласку  ћелијског  циклуса  из  G1  у  S  фазу,  инхибицијом

фосфорилације pRb која је  посредована комплексима cyclin  D-cdk4/6(87,95).  Оштећење

било  ког  дела  овог  сигналног  пута,  као  што  су  делеција/мутација  гена  р16,

амплификација/прекомерна  експресија  cdk  или  cyclin  D  и  мутације  cdk  које  утичу  на

везивање  р16.  Ове  промене  доводе  до  фосфорилације  pRb  и  последичне  прогресије

ћелијског циклуса из G1 у S фазу (83,248,296–300). 

Према Yuen PW и сар. експресија р16 је смањена и креће се у опсегу 10–52% за

карциноме главе и врата, а према Lingbao A. и сар. експресија овог протеина је нађена у

55% код карцинома ларинкса (301,302). Laco J, и сар. су анализирали 46 узорака нормалне

слузнице,  18  узорка  диспластичне  слузнице  и  24  узорка  карцинома  ларинкса  и

регистровали су експресију р16 у 9%, 50% и 58%, појединачно, тако да експресија расте са

канцеризацијом слузнице ларинкса (303). Генетска инактивација р16 настаје у раној фази

развоја карцинома (176,218,304). Мишљења смо да се високе вредности експресије, као и

виши интензитети експресије р16 у нашим узорцима нормалне и диспластичне мукозе, а

посебно  у  узорцима  карцинома,  могу  објаснити  одсуством  било  ког  типа  генетских

аберација p16INK4A.

Експресија  р21  није  повезана  са  лезијама  слузнице  ларинкса,  за  разлику  од

његових интензитета експресије. Прецизније, није нађена повезаност експресије p21 са

различитим  лезијама  слузнице  ларинкса  у  ткивним  исечцима  испитиваних  пацијената

(Fisher-ов  тест=1,593,  р=0,597).  Експресија  р21  је  изостала  код  нормалне  слузнице

ларинкса у 6,9% (2/29), код диспластичне слузнице у 6,5% (2/31), док је код карцинома

ларинкса била одсутна код 2,1% (1/48) пацијената. Експресија р21 са интензитетом 1 је

процентуално  заступљена  код  нормалне  слузнице  ларинкса  у  27,6%  (8/29),  код

диспластичне слузнице у 16,1% (5/31), док је код карцинома ларинкса присутна код 6,2%

(3/48)  пацијената.  Експресија  р21  са  интензитетом  2  је  процентуално  заступљена  код

нормалне слузнице ларинкса у 41,4% (12/29), код диспластичне слузнице у 48,4% (15/31),

док је код карцинома ларинкса присутна код 39,6% (19/48) пацијената. Експресија р21 са

интензитетом 3  је  процентуално  заступљена  код нормалне слузнице  ларинкса  у 24,1%

(7/29), код диспластичне слузнице у 29% (9/31), док је код карцинома ларинкса присутна

код 52,1% (25/48) пацијената. р21 заједно са р27 и р53 припада фамилији Cip/Kip. Може

служити  као  моћан  и  универзалан  инхибитор  активности  циклин  зависних  киназа.
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Инхибира  циклин  зависне  киназе  2,  4  и  6  и  способан  је  да  при  повећаној  експресији

индукује прекид ћелијског циклуса у G1 фази (147,258,305,306). У ћелији са нормалним

ћелијским циклусом  у  комплексу  је  са  cyclin/cdk.  p21/cyclin/cdk  комплекси  задржавају

киназну активност неактивирану додавањем још протеина р21 (80,147). Измена активних

у неактивне комплексе постиже се мењањем односа р21 комплекса са cyclin/cdk, тако да

активни  комплекси  садрже  молекул  р21,  док  неактивни  комплекси  садрже  различите

неактивне  подјединице.  У  нормалним  фибробластима  je  cyclin  D1  удружен  са

кватернарним  комплексима  који  садрже  cyclin/cdk/p21  и  пролиферативни  нуклеарни

антиген (PCNA), подјединицу DNK полимеразе која функционише и у DNK репликацији и

DNK  поправци  (173).  р21  има  два  карактеристична  региона:  N-терминалну  половину

протеина,  одговорну  за  инхибиторну  активност  циклин  зависних  киназа,  док  се  С-

терминални домен везује за PCNA. Експресија р21 код карцинома главе и врата износи

54–67%, а код карцинома ларинкса 31–86% (280,301,307311). Maiorano E, и сар. су код 44

узорка ларингеалне слузнице утврдили екпресију р21 за НЛС, ЛД и ЛСЦК у 50%, 82,6% и

72,72%, појединачно, а пораст експресије од НЛС до ЛСЦК је објашњен могућом улогом

стероидних  хормона  у  канцерогенези  ларинкса  (312).  У  истом  раду  у  84%  ткивних

узорака, са позитивном експресијом р21, нађено је присуство стероидних рецептора (312).

Wang J, и сар. су показали да тренд експресије р21 опада од нормалне слузнице, преко

дисплазије до карцинома ларинкса (95%, 75% и 63,3%) што је у супротности са нашим

резултатима (313). Ипак, већина аутора се слаже да експресија показује негативан тренд

од нормалне слузнице,  преко  дисплазије  до  карцинома  (25,39,99,195).  Приказано  је  да

постоји неколико мутација р21 код појаве карцинома,  од којих је за  неке утврђено да

поништавају  активност  р21  као  cdk  инхибитора  (76,315–319).  Заједнички  закључак

различитих  студија,  које  су  истраживале  мутације  р21,  јесте  да  су  његове  мутације

изузетно  ретке  (320).  Слажемо  се  са  тврдњом  да  високи  интензитети  експресије  р21

настају  због  прекомерне  експресије  р21  која  може  имати  улогу  у  биологији  ћелија

ларингеалног карцинома, која се карактерише много већом агресивношћу. 
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5.3.  Повезаност експресије cyclin D1, FGF3, p16 и p21 у циљу

диференцијације  нормалне  слузнице  ларинкса  од

ларингеалних лезија

Утврдили смо да се збир позитивних интензитета експресије (1+2+3+) код заједно

диспластичне слузнице ларинкса и карцинома ларинкса, у односу на нормалну слузницу,

значајно разликује код cyclin D1 и р16 (χ2=21,562; df=1; p=0,0001; p=0,030,Fisher-ов тест),

али  не  и  код FGF3 и р21 (p=0,179,  Fisher-ов  тест;  p=0,379;  Fisher-ов  тест).  У до сада

познатој литератури нисмо нашли слична запажања.

5.4. Анализа повезаности експресије  и интензитета  експресије

испитиваних онкогена и антионкогена са старошћу, полом,

позитивном  породичном  и  личном  анамнезом,

конзумирањем дувана и алкохола

Експресија р16 је већа код мушкараца. Показали смо да при експресији р16 код

мушког (88,9%) у односу на женски пол (66,7%) постоји значајна разлика (χ²=5,870; df=1;

р=0,015).  р16  тумор  супресорски  ген  је  локализован  на  хромозому  9р21  и  кодира

инхибитор циклин зависне киназе тежине 16 kDa. Садржи анкирински сегмент који везује

Cdk4 и Cdk6 (290,87). Ово везивање блокира прелазак ћелије из Gl у Ѕ фазу инхибицијом

сyclin  D  зависне  фосфорилације  Rb  протеина  и  омогућава  његово  везивање  за

транскрипциони фактор E2F (321). Peng J, и сар. су код 47 узорака карцинома ларинкса и 6

узорака нормалног ткива утврдили да експресија р16 није значајно виша код мушкараца

или код жена (322). El-Naggar AK, и сар. су показали да узорци карцинома код 92,3% жена

и  54,5% мушкараца  имају  алтерисану  експресију  протеина  р16  (р=0,02),  а  узрок  овог

налаза  је  нејасан,  мада  може  имати  улогу  повезаност  са  усходним  регулаторoм  на  X

хромозому  (323).  Експресија  p16  инхибира  прелазак  ћелије  из  G1  у  Sфазу  ћелијског
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циклуса. Foster JS, и сар. су доказали да је ова инхибиција индукована MCF-7 ћелијама

посредством 17-b-естрадиола и удружена са заједничком инхибицијом од стране сdk4 и

сdk2 киназне активности (329).  Дејство естрадиола,  дакле,  смањује  експресију p16 код

жена (329).У нашем раду се већа експресија код мушког (n=90) у односу на женски пол

(n=18)  објашњава  већим  бројем  припадника  мушког  пола,  који  је  био  укључен  у

испитивање.        

Експресија  сyclin  D1,  FGF3,  р16  и  р21  није  повезана  са  старошћу,  полом,

претходном  малигном  болести  у  породичној  и  личној  анамнези,ни  са  факторима

ризика.  Експресија  сyclin  D1 није виша ни код млађих/старијих од 50 година,  ни код

испитиваних  мушкараца/жена,  ни  код  присуства/одсуства  претходног  тумора  код

испитаника  или  у  његовој  породици,  нити  је  повезана  са  пушењем  и  конзумирањем

алкохола (р=0,579, р=0,259, р=0,242, р=0,509, р=1,000, појединачно).  Исти резултати су

добијени  за  FGF3  (р=0,255,  р=0,365,  р=0,683,  р=0,594,  р=0,255,  појединачно),   за

повезаност експресије р16 и старости, код претходног тумора испитаника или у његовој

породици, за факторе ризика (р=1,000, р=0,581, р=1,000, р=1,000, појединачно), као и код

р21 и испитаних анамнестичких параметара (р=1,000, р=0,193, р=0,581, р=1,000, р=1,000,

појединачно). Segas JV,  и сар. су повезаност експресије сyclin D1 са старошћу и полом

оболелих објаснили хетерогеношћу испитиване групе ларингеалних карцинома,  који су

различите  величине,  локалне  и  удаљене  проширености,  различитог  нуклеарног  и

хистолошког градуса, као и клиничког стадијума малигне болести (287). Ова хетерогеност

може настати због нових мутација у генетски нестабилним ћелијама карцинома или због

променљиве експресије  круцијалних  гена различитих  поткласа  туморских  ћелија (325).

Резултати  других  аутора  показује  да  је  експресија  сyclin  D1  значајно  учесталија  код

пушача  и  конзумената  алкохола  (р=0,001),  (286).  Наиме,  позитивна  је  корелација

амплификације  гена  за  сyclin  D1  и  високе  експресије  mRNA  са  пушењем  дувана  и

конзумирањем алкохола код оболелих од карцинома главе и врата (150,326). Испитивање

хуманог папилома вируса  и преживљавања пацијената  са карциномом главе и врата је

показало да конзумирање алкохола и пушења не мења експресију р16 и р21 (328,329).

Повезаност  експресија  сyclin D1,  FGF3,  р16 и  р21 са  присутном/одсутном претходном

малигном  болешћу испитаника  или  код  њихових  породица  није  забележена  у  до  сада

познатој литератури.

90



Интензитети  експресије  FGF3  су  виши  код  мушкараца. Уочили  смо  већу

процентуалну заступљеност  експресије  FGF3 код мушког  пола (Fisher  exact  test=9,630;

p=0,009). Можемо претпоставити да су интензитети експресије нисходно регулисани од

стране X хромозома, а да на FGF3 додатни утицај врши и естрадиол. Ову зависност нисмо

установили за интензитете експресије cyclin D1, р16 и p21 (р>0,05).

5.5. Повезаност експресије и интензитета експресије сyclin D1,

FGF3,  р16  и  р21  са  клиничким  и  хистолошким

параметарима истраживања

Експресија сyclin D1, FGF3, р16 и р21 је независна од локализације. Прецизније,

нисмо  установили  значајну  повезаност  експресије  сyclin  D1,  FGF3,  р16  и  р21  са

локализацијом  патолошког  процеса  у  ларинксу  (р=0,874,  р=0,588,  р=0,525,  р=1,000,

појединачно).  Однос  глотисних  према  супраглотисним  туморима  је  65%:35%  за

експресију  сyclin  D1  (285).  Различити  анатомски  региони  се  карактеришу  различитим

типовима генетских аберација и због тога могу представљати различите подтипове истог

типа тумора.  Показано је  у  недавним истраживањима да различите  генетске  аберације

зависе од анатомског региона карцинома главе и врата (328,330).  Различита експресија

испитиваних  протеина  проузрокована  је  различитим  правцима  ембриолошке

диференцијације ларинкса (331). Тако су захваћени региони који имају сличне антигене

детерминанте, али различит развојни пут (332).

Интензитети  експресије  сyclin  D1,  FGF3,  р16  и  р21  нису  повезани  са

локализацијом  патолошких  лезија  у  ларинксу.  За  интензитете  експресије  сyclin  D1,

FGF3, р16 и p21 нисмо детектовали повезаност са локализацијом патолошких промена.

Интензитети експресије  сyclin  D1 код карцинома су  повезани са  одсуством

њихове инвазије у лимфне судове околног ткива, али сама експресија овог онкогена

није. Са  порастом  интензитета  експресије  сyclin  D1  смањује  се  учесталост  лимфне

инвазије (Fisher exact test=7,903; p=0,019). Експресија онкопротеина сyclin D1 не зависи од

инвазије  карцинома  у  лимфне  судове  околног  ткива  (р=0,071).  Има  доста  опречних
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мишљења  о  повезаности  лимфне  инвазије  и  експресије  сyclin  D1  у  до  сада  познатој

литератури. Сyclin D1 генска амплификација и висока експресија његове mRNA, а који су

нађени  код  карцинома  ларинкса,  значајно  су  повезани  са  узнапредовалом  лимфном

инвазијом  (333–335).  Ипак,  сматрамо  да  лимфна  инвазија  зависи  од  биолошке

агресивности карцинома.

Интензитети експресије р21 су учесталија код инфилтративног у односу на

вегетантни  начин  раста  карцинома,  што  није  случај  код  саме  експресије  овог

антионкогена.  Експресија  протеина  р21  је  независнаод  начина  раста  карцинома

(р=0,167). Интензитети експресије р21 су виши код инфилтративног начина раста, сем код

интензитета 1, који је учесталији код вегетантног начина раста, (Fisher exact test=8,553;

p=0,026). У нашем истраживању инфилтративни начин раста и интензитети експресије р21

се  могу  приписати  супраглотисним  карциномима  који  иначе  имају  много  чешћи

инфилтративни начин раста. Експресија сyclin D1, FGF3 и р16, као и њихови интензитети

експресије, нису повезани са одређеним обликом раста карцинома ларинкса (336).

Експресија и интензитети експресије сyclin D1, FGF3, р16 и р21 не условљавају

измене  већине  хистолошких  параметара  испитивања. Није  утврђена  повезаност

експресије  и  интензитета  експресије  сyclin  D1,  FGF3,  р16  и  р21  са  ТNM,  стадијумом

малигне  болести,  хистолошким  и  нуклеарним  градусом,  присуством  интраепителног

карцинома,  инвазивношћу,  са  васкуларном  и  перинеуралном  инвазијом,  некрозом,

митотским  индексом,  стромалном  мононуклеарном  реакцијом  и  дезмоплакијом  у

испитиваним исечцима.  Овде можемо издвојити зависност интезитета експресије р21 и

перинеуралне  инвазије  (Fisher  exact  test=17,280;  p=0,001)  и  зависност  интензитета

експресије сyclin D1 и р16 од степена некрозе (Fisher exact test=15,819,р=0,033; Fisher exact

test=14,009,  р=0,050,  појединачно).  Опречни  су  резултати  добијени  за  патолошке

параметре истраживања у до сада познатој литератури (268,285–287,337–342). Већи број

истраживања је показао да немаповезаности експресије сyclin D1, р53 и  Ki67  са TNM и

хистолошким  градусом  карцинома  ларинкса  (266–331).  У  нашем  истраживању  нису

значајно повезани М стадијум карцинома ларинкса са експресијом испитиваних протеина,

а ова повезаност није испитивана у до сада доступној литератури. Разлике у добијеним

зависностима  се  могу  објаснити  присуством  велике  интратуморске  хетерогености

карцинома ларинкса.
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Клинички  стадијум  карцинома  ларинкса  и  експресија  испитиваних  онкогена  и

антионкогена  испитивна  је  од  стране  више  аутора,  али  су  и  овде  добијени  различити

резултати (285,286,342–344).

Интензитети експресије  сyclin  D1,  FGF3,  р16 и  р21  су  зависни  од  степена

дисплазије ларингеалних лезија.  Експресија сyclin D1, FGF3, р16 и р21 није повезана са

степеном дисплазије  лезија  ларингеалне слузнице (р=0,843;  р=0,510;  р=1,000;  р=0,742).

Различити степени дисплазије слузнице ларинкса подједнако експримирају појединачне

интензитете  експресије  сyclin  D1,  FGF3 и р21 (Fisher-ов тест=4,016,  р=0,453;  Fisher-ов

тест=5,059,р=0,553; χ²=3,507; df=6; р=0,814, појединачно). То није случај код р16 код кога

је интензитет експресије 2 највиши код средње тешке дисплазије (Fisher-ов тест=12,501;

р=0,022).  Дисплазије  лаког  и  тешког  степена  су  у  корелацији  са  интензитетима  1  и  3

експресије  р16,  док  су  дисплазије  умереног  степена  у  корелацији  са  интензитетом  2

експресије р16. Bradley KT, и сар. су показали код 119 исечака са патолошком сликом

оралне  дисплазије  смањење  тренда  интензитета  експресије  р16  са  порастом  степена

дисплазије (р=0,006), (249). Било је покушаја да се повежу специфичне генске промене са

хистопатолошком прогресијом, али је то остао изазов од када је откривено да су у оралну

канцерогенезу укључени бројни гени (343). Од свих генских абнормалности најчешћи је

губитак  хетерозиготности  за  9p  код  оралне  диспалзије  и  карцинома  (343,345,346).  За

дисплазије  сквамозног  епитела  горњих  аеродигестивних  путева  показано  је  значајно

смањење  броја  р16  позитивних  случајева  са  повећањем  степена  дисплазије  (347).

Инактивација  р16  је  рани  догађај  у  канцерогенези,  а  меахнизми  њеног  настанка  су

соматска  мутација  кодирајућег  гена   CDKN2A,  његова  хомозиготна  делеција  или  пак

његова  метилација  (348–350).  Претпостављена  су  два  модела  експресије  p16  код

дисплазија: смањење експресије због инактивирајуће мутације и компензаторно повећање

експресије због инактивације pRb. Наше запажање, да се са повећањем степена дисплазије

постепено снижава проценат исечака са р16 експресијом, може се објаснити накупљањем

инактивирајућих мутација CDKN2A гена.

Са  порастом  интензита  експресије  р21  смањује  се  перинеурална  инвазија.

Прецизније,  интензитет  експресије  p21  је  високо  статистички  значајно  повезан  са

перинеуралном  инвазијом  (Fisher  exact  test=17,280;  p=0,001).  Проценат  перинеуралне

инвазије  се  смањује  са  порастом  интензитета  експресије.  Оваква  повезаност  није
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установљена  за  сyclin  D1  (р=1,000),  FGF3  (р=0,183)  и  p16  (р=0,580).  Перинеурална

инвазија или неуротропизам је фактор агресивности карцинома главе и врата. Учесталији

је  код  мушкараца  и  удружен  је  са  лошом  прогнозом,  (351,352).  У  студији  од  348

дукталних  панкреатичних  карцинома  перинеурална  инвазија  је  била  присутна  у  80%

узорака  карцинома  (353).  Показали  смо да  се  са  порастом интензитета  експресије  p21

смањује проценат перинеуралне, а расте проценат лимфне инвазије карцинома ларинкса,

што може повећати сумњу на метастазирање карцинома ларинкса у околно лимфно ткиво.

5.6. Експресије cyclin D1 и р16 1+, 2+ и 3+ добро диферентују

карциноме од нормалне+диспластичне слузнице ларинкса

Постоји  висока  зависност  експресије  са  интензитетима  1+2+3  за  cyclin  D1

(χ2=21.564,  df=1,  р=0,0001)  и  нешто  нижа  зависност  експресије  р16  (Fisher-ов  тест,

р=0,0301)  у  ткиву  карцинома,  у  односу  на  дисплазије+здраву  слузницу.  Поменута

зависност није нађена за FGF3 (р=0,1799, Fisher-ов тест) и p21 (р=0,3791, Fisher-ов тест).

Слично  је  показано  и  код  карцинома  једњака  и  ларингеалних  карцинома  (354,256).

Експресија р16 није валидна у диференцирању ларингеалних карцинома од ларингеалне

дисплазије (249). Cdk инхибиторни протеини, у које се убраја и р16, имају кључне улоге у

преласку  ћелијског  циклуса  из  G1  у  S  фазу  инхибицијом  фосфорилације  pRb,  која  је

посредована  комплексима  cyclin  D-cdk4/6  (87,355).  Сматрамо  да  ова  корелација

произилази из заједничког сигналног пута cyclin D1 и р16.

5.7. Са  повећањем  интензитета  експресије  cyclin  D1  и  FGF3

расте  и  „шанса“  за  присуство  карциномских  ћелија  у

исечцима

Установљена је значајна веза пораста интензитета експресије за 1 код cyclin D1 и

FGF3 са присуством карцинома ларинкса, док код p16 и р21 то није случај. На овај начин

се „шанса“ за карцином повећава, код cyclin  D1 7,704 пута,  а код FGF3 5,682 пута  (за
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cyclin D1, p=0,001, odds ratio=7,704, CI=2,953-20,102; за FGF3, p=0,046, odds ratio=5,682,

CI=1,035-31,197). Сматрамо да је за овакву корелацију одговоран генетски синергизам, с

обзиром да се гени који кодирају ова два онкопротеина налазе на хромозомском региону

11q13. 

5.8. Висока  сензитивност  и  специфичност  интензитета

експресије  cyclin  D1  за  ћелије  карцинома  за  разлику  од

нормалне и диспластичне слузнице

Cyclin D1 је високо сензитиван (81,3%) и специфичан (63,3%) у исечцима ткива

карцинома  ларинкса  у  поређењу са  исечцима  нормалне  и  диспластичне  слузнице,  док

FGF3, p16 и p21 немају статистички значајну сензитивност и специфичност. Bani–Hani K,

и сар. су показали значајну  сензитивност (67%) и специфичност (71%) експресије  cyclin

D1  за  молекуларну  дијагнозу  аденокарцинома  једњака  (356).  Високу  сензитивност

интензитета експресије cyclin D1 смо довели у везу са високом генском амплификацијом

гена CCND1, која повећава експресију овог протеина (357).

5.9.  Висока  сензитивност  и  специфичност  cyclin

D1+FGF3+p16+p21>0 за карциноме ларинкса

Постоји  значајна  зависност  позитивне  експресије  бар  једног  од  испитиваних

протеина  (cyclin  D1+FGF3+p16+p21>0)  са  вероватноћом  да  је  у  испитиваном  исечку

присутан карцином ларинкса. Ова комбинација тумор маркера, у разликовању карцинома

ларинкса  од  диспластичне+нормалне  слузнице,  има  сензитивност  од  77,1%  и

специфичност  од  76,7%.  Сматрамо  да  су  због  значајне  експресије  сва  четири  тумор

маркера у ткиву карцинома ларинкса добијени и овако високи резултати сензитивности и

специфичности. Слична зависност није доказана у до сада познатој литератури.
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5.10. Комбинација  cyclin  D1>0  и  FGF3+р16+р21>5  повећава

шансу  за  присуством  дисплазије  у  исечцима  слузнице

ларинкса

Постоји  повезаност  комбинације  cyclin  D1>0,  FGF3+р16+р21>5  са  присуством

дисплазије  у  исечцимаза  разлику  од  нормалне  слузнице.  Ова  комбинација  онкогена  и

тумор супресорских гена диференцира дисплазије од здраве слузнице са сензитивношћу

од 80% и специфичношћу од 75%. Наведена комбинација маркера није до сада наведена у

познатој  литератури  и свакако да  би могла заузети  значајно  место као дискриминатор

дисплазија од нормалне слузнице ларинкса.
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ЗАКЉУЧЦИ

Резултати добијени у овом раду указују да сyclin  D1, FGF3, p16 и р21 играју значајне

улоге  у  развоју  скваомоцелуларног  карцинома  и  дисплазија  ларинкса.  Експресија

туморских  маркера  cyclin  D1,  FGF3,  p16  и  p21,  поред  индиректне  ларингоскопије,

ларингомикроскопије  и  патохистолошког  испитивања,  има  значајну  улогу  у

дијагностиковању  и  диференцирању  карцинома  и  дисплазија  од  нормалне  слузнице

ларинкса.

Овај општи закључак је изведен на основу следећих експерименталних доказа:

1. Знатно већи проценат пацијената са сквамоцелуларним карциномом ларинкса има

позитивну  експресију  маркера  сyclin  D1  и  р16  у  односу  на  пацијенте  са

дисплазијом и са нормалном слузницом ларинкса;

2. Пацијенти  са  сквамоцелуларним  карциномом  ларинкса  имају  већи  интензитет

експресије  биомаркера  сyclin  D1,  FGF3,  р16  и  p21  у  односу  на  пацијенте  са

дисплазијом и са нормалном слузницом ларинкса;

3. Позитивна  експресија  сyclin  D1  је  високо  сензитиван  и  специфичан  маркер  у

диференцирању сквамоцелуларног карцинома од дисплазија ларинкса;

4. Експресија  сyclin  D1  повећава  7,7  пута  шансе  за  развој  сквамоцелуларног

карцинома ларинкса;

5. Интензитет експресије  cyclin  D1 и р16 су у позитивној  корелацији са  степеном

некрозе сквамоцелуларног карцинома ларинкса;

6. Интензитети  експресије  сyclin  D1  могу  служити  као  маркер  метастазирања

сквамоцелуларног карцинома ларинкса у регионалне лимфне чворове.
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Прогресија хроничног ларингитиса и настанак карцинома ларинкса везан је
за  активацију  различитих  онкогена  и  инактивацију  тумор  супресорских  гена.
Протеински  продукти  ових  гена  се  имунохистохемијски  детектују  у  ткивним
исечцима  оболелих  пацијената.  Утврђено  је  да  карциноми  ларинкса  са  истим
клиничким и хистолошким особеностима имају различито биолошко понашање, а
самим тим и прогнозу. Хронични ларингитиси се карактеришу дисплазијом која се
може степеновати у три стадијума и код које постоји такође измењена експресија
онкогена  и  антионкогена.  Клинички  и  хистолошки  налаз  допуњени
имунохистохемијским  бојењем  ткивних  препарата  пружају  додатну  инфомацију
неопходну у третирању хроничног ларингитиса и карцинома ларинкса. Најчешће је
измењена  експресија  онкогена  cyclin  D1  и  FGF3  код  хроничног  ларингитиса  и
карцинома ларинкса. Од тумор супресорских гена веома често су алтерисани p16 и
p21. 

Анализирали смо експресију cyclin D1, FGF3, p16 и p21 и показали да знатно
већи  проценат  пацијената  са  карциномом  ларинкса  има  позитивну  експресију
маркера  сyclin  D1  и  р16  у  односу  на  пацијенте  са  дисплазијом  и  са  нормалном
слузницом  ларинкса,  што  није  случај  код  експресије  FGF3  и  р21.  Пацијенти  са
карциномом ларинкса имају већи интензитет експресије биомаркера сyclin D1, FGF3,
р16 и p21 у односу на пацијенте са дисплазијом и са нормалном слузницом ларинкса.
Збир  позитивних  интензитета  експресије  cyclin  D1  и  р16  је  одлика  диспалстичне
слузнице ларинкса и карцинома ларинкса. Такође смо показали да су експресија р16
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и интензитети експресије FGF3 везани за мушки пол. Показали смо и да је инвазија
карцинома  ларинкса  у  лимфне  судове  околног  ткива  повезана  са  интензитетима
експресије  сyclin  D1.  Степени  некрозе  карцинома  ларинкса  су  везани  за  више
интензитете  експресије  сyclin  D1  и  р16,  а  интензитети  експресије  р21  су
карактеристични  за  инфилтративни  начин  раста  карцинома.  Екпресија  р16
интензитета 2 је  у уској вези са дисплазијом средњег степена слузнице ларинкса.
Установили смо да је перинеурална инвазија значајно већа код вишег интензитета
експресије  р21.  Показали смо и значајно  више експресије  за  сyclin  D1  и р16 код
карцинома, за разлику од збира експресија дисплазије и здраве слузнице Показали
смо и  да  онкоген сyclin  D1 има сензитивност  од  81% и специфичност  од  63% за
карциноме  ларинкса,  у  односу  на  заједно  дисплазије  и  нормалну  слузницу.
Установили смо да сyclin D1 и FGF3 имају повећану шансу за присуство карцинома у
ларингеалном исечку, у односу на остала два типа ткива, и то: код сyclin D1 за 7,704
пута, а код FGF3 за 5,682 пута у случају повећања њиховог интензитета експресије за
1. Показали смо да, ако и један од четири маркера има најмање експресију 1, тада је
присутна  сензитивност  од  77,1%  и  специфичност  од  76,7%  за  разликовање
карцинома  од  остала  два  типа  слузнице.  По  први  пут  смо  установили,  уз
сензитивност  80%  и  специфичност  75%,  важност  комбинације  сyclin  D1>0,
FGF3+р16+р21>5 за разликовање диспластичне и нормалне слузнице.

Тумор  маркери  cyclin  D1,  FGF3,  p16  и  p21  дају  значајан  допирнос  у
дијагностиковању  и  диференцијацији  ларингеалних  лезија,  поред  индиректне
ларингоскопије, ларингомикроскопије са биопсијом и патохистолошких испитивања
добијених узорака. Детекцијом експресије и интензитета експресије наведених тумор
маркера, много прецизније и детаљније се одређују значајне клиничке и хистолошке
карактеристике код хроничног ларингитиса и код карцинома ларинкса, што додатно
поједностављује процену биолошког понашања оболелог ткива ларинкса. 

Датум прихватања теме од стране ННВ:            29.03.2006.
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Чланови комисије:
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Type of record: Textual printed meterial
TR

Contents code: PhD thesis
CC

Author:                                                                           Стеван П. Стојановић
AU

Menthor/co-mentor                         Проф. др Бранислав Белић
MN
Title:
TI The importance of quantifying 

markers of oncogenesis in tissue slices
of patients with squamous cell 
carcinoma of the larynx and chronic 
laryngitis

Language of text:  Serbian (Cyrillic)
LT

Language of abstract:  Serbian (Cyrillic)/English
Country of publication:                                                   Serbian
CP

Locality of publication:  Serbia
LP
Publication year: 2013.
PY

Publisher: Author reprint
PU

Publication place:             34000 Kragujevac, Serbia
PP Svetozara Markovica 69

Physical description
PD

Thesis  contains  117  pages,  7
chapters, 6 figures, 20 graphs, 23
tables and 357 citations
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Scientific field:             Medicine
SF

Scientific discipline:             Otorhinolaryngology
SD

Subject/key words:             Larynx, carcinoma, chronic laryngitis,
SKW cyclin D1, FGF3, p16 and p21

UDC

Holding data:
Library of Faculty of Medical 
 sciencies, 34000 Kragujevac, SERBIA
 Svetozara Markovica 69    

Note:
N

Abstract:
AB

Progression of chronic laryngitis and laryngeal cancer development are related to the
activation of various oncogenes and inactivation of tumor suppressor genes. Protein products
of these genes are detected by immunohistochemistry in tissue slices in ill patients. It has been
deterimined that laryngeal cancers with the same clinical and histological characteristics have
different  biological  behaviour,  and  therefore,  different  prognosis.  Chronic  laryngitis  is
characterized by dysplasia, which can be graded into three stages, with altered oncogenes and
anti-oncogenes  expression.  Clinical  and  histological  findings,  complemented  by
immunohistochemical  staining  of  tissue  preparations,  provide  additional  information
necessary  in  the  treatment  of  chronic  laryngitis  and  laryngeal  cancer.  The  expression  of
oncogene cyclin D1 and FGF3 are most often changed in chronic laryngitis  and laryngeal
cancer. Tumor suppressor genes that are often altered are p16 and p21 .

We have analyzed the expression of cyclin D1, FGF3, p16 and p21 and we have showed
that  a  significantly  higher  percentage  of  patients  with  laryngeal  cancer  had  a  positive
expression of markers cyclin D1 and p16 compared to patients with dysplasia and normal
mucosa of the larynx, which is not the case for the expression of FGF3 and p21. Patients with
laryngeal cancer have a higher intensity of expression of biomarkers cyclin D1, FGF3, p16 and
p21 compared to patients with dysplasia and normal mucosa of the larynx. The sum of the
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positive expression intensity of cyclin D1 and p16 is the characteristic dysplastic lining of the
larynx and laryngeal cancer. We have also showed that the expression of p16 and intensity of
expression of FGF3 are attached to the male sex. We have demonstrated that the invasion of
laryngeal cancer in the lymph vessels of the surrounding tissues is associated with the intensity
of  expression  of  cyclin  D1.  The  necrosis  degrees  of  laryngeal  cancer  are  linked  to  higher
intensities  of  expression  of  cyclin  D1  and  p16,  and  intensities  of  expression  of  p21  are
characteristics of infiltrative growth pattern of cancer. Expression of p16 intensity 2 is closely
related to the medium stage dysplasia of the larynx. We have found that perineural invasion is
significantly  greater  in  the  higher  intensity  of  expression  of  p21.  We  have  demonstrated
significantly higher expression of cyclin D1 and p16 in cancer, as opposed to the sum of the
expression of dysplasia and healthy mucosa We have shown that oncogene cyclin D1 has a
sensitivity of 81% and a specificity of 63% for laryngeal cancer compared to dysplasia and
normal mucosa together. We have determined that cyclin D1 and FGF3 have an increased
chance of cancer in the presence of  laryngeal smears,  compared to the other two types of
tissue, such as: in cyclin D1 to 7,704 times, and in FGF3 to 5,682 times in the case of increasing
the intensity of their expression for 1. We have shown that if one of the four markers has an
expression of at least 1, then the sensitivity of 77.1%  and a specificity of 76.7% are present for
distinguishing  cancer  from  the  other  two  types  of  lining.  With  sensitivity  of  80%  and
specificity of 75%, we have determined for the first time,  the importance of a combination of
cyclin D1 > 0, FGF3 + p16 + p21 > 5 to differentiate dysplastic from normal mucosa.

Tumor markers cyclin D1, FGF3, p16 and p21 are very important in the diagnosis and
differentiation of laryngeal lesions, in addition to indirect laryngoscopy, laryngomicroscopy
with biopsy and histopathological examination of obtained samples. Detection of expression
and intensity of expression of the above tumor markers helps to determine more precisely the
clinical  and histological  features  in chronic  laryngitis  and laryngeal  cancer,  which further
simplifies the evaluation of the biological behaviour of the diseased tissue of the larynx.

Accepted by the Scientic Board on:                29.03.2006.
ASB

Defended on:                        2013.
DE

Thesis defended board
(Degree/name/surname/title/faculty)
DB

President:  Prof.  dr  Ljubica  Živić,  Associate  Professor  of  Otorhinolaryngology,  Faculty  of
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medical sciencies, University of Kragujevac 

Member: Prof. dr Ljiljana Erdevički, Associate Professor of Otorhinolaryngology, Faculty

of medical sciencies, University of Kragujevac 

Member:  Prof.  drAnton  Mikić,  Associate  Professor  of  Otorhinolaryngology,  Faculty  of

medical sciencies, University of Belgrade

Member:  Doc.  dr  Ivan  Jovanović,Asistant  Professor  of  Microbioloby  and  Immunology,

Faculty of medical sciencies, University of Kragujevac 

Member: Doc. dr Slobodanka Mitrović,  Asistant Professor ofPathological Anatomy, Faculty

of medical sciencies, University of Kragujevac 

3. БИОГРАФСКИ ПОДАЦИ АУТОРА

Др  Стеван  Стојановић,  асистент  на  предмету  Оториноларингологија,  рођен  је
14.03.1967. године у Крагујевцу. Основну школу и Медицинску школу „Сестре Нинковић“,
општи смер, завршио је са одличним успехом. Уписао је 1987. године Медицински факултет
Универзитета у Крагујевцу, који је завршио 1994. године са пресечном оценом 8,74.
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Након  дипломирања,  завршио  је  приправнички  лекарски  стаж  и  положио  стручни
исптит  за  доктора  медицине  пред  испитном  комисијом Министарства  здравља  Републике
Србије.

Током 1994. и 1995. ради као лекар у научноистраживачком раду у КЦ „Крагујевац“.
Јуна 1996. године је уз сагласност Министарства здравља Републике Србије започео

специјализацију из Оториноларингологије, а специјалистички испит је положио 2000. године
на  Медициснком  факултету  Универзитета  у  Београду  и  стекао  звање  специјалисте
оториноларингологије. 

На Медицинском факултету у Крагујевцу је завршио магистарске студије 1998., када је
и  одбранио  магистарску  тезу  под  називом  „Трахеотомија  и  интубација  у  лечењу  акутне
респирацијске инсуфицијенције“. 

Од 2005. ради као асистент на предмету Оториноларингологија, а реизабран је 2009.
године.

Научно-наставно  Веће  Медицинског  факултета  у  Крагујевцу  одобрило  му  је  тему
докторске  дисертације  „Значај  квантификације  маркера  онкогенезе  у  ткивним  исечцима
оболелих од планоцелуларног карцинома ларинкса и хроничног ларингитиса“ 2006. године.

Успешно  је  завршио  усавршавање  из  области  хирургије  ларинкса  2003.  године  у
Институту  за  оториноларингологију  и  максилофацијсалну  хирургију  КЦ  “Србије“.  2008.
године је успешно завршио курс под називом „Функционална ендоскопска хирургија носа и
параназалних шупљина“ на Универзитету у Грацу, Аустрија. 2010. је успешно завршио курс
под називом „Говорна рехабилитација постларингектомисаних пацијената“  у Националном
Институту  за  канцер  „Антони  Фон  Левенхук“  у  Амстердаму.  Учествоавао  је  на  многим
међународним и домаћим конгресима из области Оториноларингологије .

Добро влада енглеским језиком,  а поседује  и знање из различитих области рада на
рачунарима (MS Word, Excel, Power Point, Internet).
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4):230-2.             IF=0,194

131
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