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1.  УВОД 

 

1.1. Планоцелуларни карциноми главе и врата (Head and Neck Squamous Cell  

       Carcinoma, HNSCC) 

 

Ови карциноми представљају туморе који су порекла слузнице горњег аеро-

дигестивног тракта и обухватају туморе носне шупљине, параназалних синуса, усне 

дупље, ждрела, гркљана и пљувачних жлезди. Оно што је заједничко за све ове туморе 

јесте то да су заступљенији код мушкараца животног доба између 5. и 6. декаде, да им 

је настанак повезан са повећаним конзумирањем дувана и алкохола, као и да у 

хистопатолошком смислу међусобно показују изузетну сличност (1). 

Анатомски субрегиони главе и врата приказани су на слици 1. 

 

Слика 1. Подела регије главе и врата на субрегионе  

 

 

 

РЕГИЈА  ГЛАВЕ  И  ВРАТА 

ПНС 

Носна шупљина 

Усна дупља 

Пљувачне жлезде 

Језик 

Гркљан 

Епифаринкс 

Орофаринкс 

Хипофаринкс 

Ждрело 
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Планоцелуларни карциноми су ретки у носној шуљини и синусима, за разлику 

од усне дупље где је највећа инциденција у односу на остале субрегионе главе и врата. 

Орални карциноми се односе на туморе који захватају следеће анатомске локализације: 

доња усна, језик, под усне дупље, десни и тврдо непце (2). У највећем броју случајева 

први избор терапије код ових тумора је хируршки приступ. 

Ждрело је у клиничком и онколошком смислу подељено на 3 спрата: 

назофаринкс (епифаринкс), орофаринкс (мезофаринкс) и хипофаринкс 

(ларингофаринкс). У епифаринксу могу настати планоцелуларни карциноми, мада већу 

учесталост имају слабо диферентовани карциноми или лимфоепителиоми, као и 

недиферентовани карциноми назофаринкса - UCNT, који имају другачију 

епидемиологију, молекуларну основу, клиничку слику и терапијски приступ.  

Оно што издваја орофарингеалне карциноме од осталих су специфичности 

локализације, етиолошки чиниоци, као и биолошке карактеристике тумора. 

Орофарингеални карциноми обухватају туморе унутар анатомских граница задњег зида 

ждрела, меког непца, непчаних крајника и задње трећине (базе) језика. Присуство 

лимфног ткива Waldeyer-овог прстена је разлог могућег развоја лимфома у овој регији, 

мада проценат ових неоплазми није висок. Планоцелуларни карциноми су доминантни 

малигни тумори орофаринкса са заступљеношћу од преко 95%.  

Карциноми хипофаринкса могу инфилтрисати задњи зид, пириформне синусе 

или посткрикоидну регију и често су удружени са карциномима гркљана  (3). Иако се 

одликују јасном симптоматологијом, врло често су у одмаклим стадијумима приликом 

постављања дијагнозе. Обзиром да хирургија има ограничено учешће у њиховом 

лечењу, као и на висок потенцијал регионалног и удаљеног метастазирања, 

планоцелуларни карциноми хипофаринкса имају најслабију прогнозу од свих 

карцинома главе и врата. 

Планоцелуларни карциноми гркљана чине око 20% од свих малигних тумора 

главе и врата. Глотисни ниво гркљана је генератор гласа, па је први знак обично 

промуклост (4). Обзиром да је овај поремећај гласа лако уочљив, могућа је рана 

дијагностика ових тумора. Карциноми гркљана могу бити лечени хируршким методама, 

специфичном онколошком терапијом или комбинованим приступом и најчешће имају 

добру прогнозу. 
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1.2. Епидемиолошке карактеристике планоцелуларних карцинома главе и    

       врата 

 

Карциноми ове регије се према учесталости налазе на шестом месту на свету у 

односу на остале малигнитете људског организма, са приближно 560.000 

новооткривених случајева годишње и приближно 300.000 фаталних исхода (1). 

Упоређујући податке широм света, уочљиве су разлике у учесталости планоцелуларних 

карцинома главе и врата у различитим регионима, што зависи од генетске 

предиспозиције и карциногених фактора спољашње средине који су подложни 

временским и просторним варијацијама. Њихова највећа инциденција је у Југоисточној 

Азији где приближно око 75% становништва конзумира орах тропске палме који 

представља фактор ризика за обољевање од ових карцинома (5). У развијеном делу 

света висока заступљеност постоји у Централној, Јужној и Источној Европи услед 

изразите употребе дувана и алкохола. У Европи, у 2008. години је дијагностиковано 

132.200 нових случајева карцинома главе и врата (104.600 у мушкој популацији и  

27.600 у женској популацији) и утврђено 62.880 леталних случајева (6). Насупрот овим 

регијама, Јапан, Кина и Западна Африка су регије ниске учесталости планоцелуларних 

карцинома главе и врата. 

Варијације учесталости карцинома орофаринкса прате регионалне варијације 

карцинома главе и врата. Они имају мању учесталост у поређењу са осталим 

планоцелуларним карциномима главе и врата и чак 5 пута мању од карцинома усне 

дупље, а 3 пута мању од карцинома гркљана. Многе студије на пацијентима из САД и 

Европе указују на пораст учесталости ових карцинома, нарочито у млађој популацији, 

притом тај пораст није присутан код неорофарингеалне локализације карцинома. То 

указује на постојање и неких других егзогених фактора ризика, осим дувана и алкохола. 

Овој претпоставци иду у прилог и објављени резултати да је све већи број оболелих од 

орофарингеалног планоцелуларног карцинома који не конзумирају ни дуван, ни 

алкохол. Сматра се да је за ову појаву заслужан хумани папилома вирус, као битан 

фактор за настанак и развој планоцелуларних карцинома орофаринкса (7). 

Инциденција оралних планоцелуларних карцинома је у порасту, нарочито у 

млађој популацији. Према подацима из 2010. године, у Мађарској је забележено 12.8% 

оралних карцинома код пацијената узраста између 14 и 50 година, а при том је 78% тих 

пацијената било мушког пола (8).  
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Ретроспективна студија спроведена у САД која је обухватила период од 34 

године показује да је процент оболелих од оралног карцинома узраста испод 40 година 

био знатно мањи - чак 5%, а да су мушкарци обољевали 1.7 пута чешће од жена (9). 

Сличне резултате су објавили скандинавски аутори на пацијентима лечених од 1960. 

године, према којима је проценат оболелих старости испод 40 година износио 5.5%, 

иако је полна дистрибуција ишла у прилог женској популацији - чак 1.6 пута је било 

више жена међу оболелим од оралног карцинома (10). Дакле, последњих година 

постоји тренд пораста инциденције оралних и орофарингеалних карцинома код млађе 

популације са знатном предоминацијом код мушког пола (11).  

Током 2012. године у свету је регистровано 157.000 новооткривених случајева 

малигних тумора гркљана, стављајући их на 21. место на свету према учесталости (12). 

У односу на све малигнитете широм света, малигни тумори гркљана су чинили 1.1% 

што их чини релативно ретким. Око 88% карцинома ларинкса је дијагностиковано код 

мушкараца, а то је у сагласности са ранијим трендовима знатно чешћег обољевања 

мушке популације. Bрој новооткривених случајева малигних тумора гркљана у САД 

износи 3.4 на 100.000 случајева за годину дана, а број леталних исхода 1.1 на 100.000 

случајева за годину дана (13). Међу Европским земљама где су најчешће били 

дијагностиковани карциноми гркљана били су Шпанија, Италија и Пољска. У Великој 

Британији карцином гркљана је релативно честа малигна болест код мушкараца, док је 

код жена изузетно редак. Око 80% новооткривених карцинома се јавља у мушкој 

популацији, чинећи један од највећих односа инциденције међу половима (14).  

Једногодишње преживљавање пацијената мушког пола са карциномом гркљана 

износи преко 85%, а петогодишње око 66%. Релативно преживљавање показује 

значајне варијације међу особама различитог социоекономског статуса - једногодишње 

преживљаваће је веће за 7.7%, а петогодишње чак за 17.2% код имућнијих особа. 

Подаци у студијама који се односе на стопу преживљавања код карцинома гркљана у 

женској популацији су ретки, али говоре да су за 5-6% ниже него код мушкараца (15). 

Такође, подаци који се односе на мушки пол не могу се екстраполирати на женску 

популацију, обзиром да постоје значајне разлике у анатомској дистибуцији и 

факторима ризика од обољевања (14). 
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1.3.  Фактори ризика за настанак планоцелуларних карцинома главе             

                врата 

 

1.3.1.  Концепт „Field Carcinogenesis“ 

Пацијенти оболели од планоцелуларног карцинома главе и врата често развијају 

вишеструке премалигне или малигне лезије. На основу ових налаза је Slaughter још 

1953. године увео концепт „field carcinogenesis“ или „condemned mucosa“ заснован на 

хипотези да читава епителна површина горњег аеродигестивног тракта има повећани 

ризик од развоја малигних лезија услед мултиплих генетских абнормалности (16, 17). 

Доказе за ову тезу пружају алтерације у хистолошки нормалној перитуморској 

слузници код пацијената са HNSCC. Предмет расправа било је питање да ли су се 

вишеструке промене слузнице развиле независно једна од друге или је прво настала 

једна лезија која је интраепителном миграцијом малигних или прогениторних ћелија 

условила настанак осталих лезија. Бројна истраживања су пружила доказе који 

потврђују обе тврдње (18, 19). Ова два наизглед супростављена става могу помоћи у 

разјашњавању поменутог концепта. Заправо, настанак више лезија које су блиске по 

локализацији могуће је објаснити теоријом клоналне миграције, док је код удаљених 

лезија врло вероватно реч о независним догађајима (20). 

 

1.3.2.  Дуван и алкохол као фактори ризика за обољевање од  

                      планоцелуларног карцинома главе и врата 

Најзначајнији фактор ризика за развој карцинома горњег аеродигестивног тракта 

јесте пушење дувана. Овај негативни утицај је највише испитиван код карцинома 

гркљана. Дуван се спомиње као главни етиолошки фактор у развоју карцинома 

ларинкса (21). Према скоријим истраживањима у Централној Европи, утицају дувана се 

приписује настанак карцинома у 87% случајева - у 75% случајева ради се о активном 

пушењу, а у 12% случајева о ранијем пушењу (22). Од значаја су дужина и интензитет 

конзумирања дувана, мада је и пасивна изложеност битан фактор (23). Сокић и 

сарадници су 1994. године у Београду спровели студију на 100 пацијената оболелих од 

карцинома гркљана, а резултати су указали да вишегодишња пасивна изложеност 

дуванском диму повећава ризик обољевања око три пута (24). Исти аутори као значајан 

фактор за настанак ларингеалних карцинома наводе десетогодишње умерено  

конзумирање дувана (25). 



 

 

                УВОД 
 

 

11 

 

Утицај конзумирања алкохолих пића на настанак карцинома главе и врата је 

значајан, мада слабије изражен него утицај дуванског дима.  Дуван и алкохол показују 

синергистички ефекат, па њихова истовремена употреба вишеструко повећава ризик од 

настанка карцинома горњих аеродигестивних путева (26). Процентуална заступљеност 

планоцелуларних карцинома главе и врата чији је развој приписан утицају дувана и/или 

алкохола варира међу ауторима, али је свакако виши од 75% (27, 28). 

Инхалаторни агенси највећи утицај испољавају на глотисни ниво гркљана, па 

дуван управо овде у највећој мери показује своје негативне ефекте. Супраглотис 

подлеже утицајима инхалаторних и ингестабилних средстава, па тумори овог 

субрегиона гркљана показују значајну повезаност са конзумирањем и дувана и 

алкохола (29). 

Новија истраживања указују да употреба дувана и алкохола имају различите 

ефекте на генетске алтерације код планоцелуларних карцинома главе и врата. Наиме, 

изражена конзумација алкохола може активирати претходне постојеће соматске 

мутације типа SCNA (Somatic Copy-Number Alterations), али не може индуковати 

мутације туморског протеина p53, док дуван има управо обрнут механизам деловања 

код HNSCC (30). 

 

1.3.3. Хумани папилома вирус као фактор ризика за обољевање од     

          планоцелуларног карцинома главе и врата 

За разлику од осталих планоцелуларних карцинома главе и врата, инциденција 

орофарингеланих карцинома се повећала током последње две деценије (31, 32). Хумани 

папилома вирус је потврђени фактор ризика за настанак орофарингеланих карцинома, 

мада остварује значајан утицај и на остале карциноме главе и врата (33, 34). Данас се 

сматра да је више од 50% карцинома орофаринкса повезано са излагањем хуманом 

папилома вирусу (35). Особе код којих је тестирањем потврђена HPV 16 орална 

инфекција имају 14 пута већи ризик обољевања од карцинома орофаринкса (36). Као и 

карциноме грлића материце, HPV позитивне орофарингеалне карциноме одликује 

веома спор развој, а високи ризик постоји након више од 15 година од излагања вирусу 

(37). Протеини Е6 и Е7 хуманог папилома вируса инактивирају тумор супресорске 

протеине p53 и pRB, доводећи до малигне ћелијске трансформације (38). Такође, код 

ових карцинома постоји повећана експресија p16 услед смањеног деловања повратне 

спреге pRB (38). 
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Пацијенти позитивног HPV статуса који болују од карцинома орофаринкса 

имају боље преживљавање и терапијски одговор него HPV негативни пацијенти (39-

42). Присуство p53 мутација, маркера за HPV негативне орофарингеалне карциноме је 

повезано са гором прогнозом (43). Активни пушачи који болују од напредних форми 

орофарингеалних карцинома имају већи ризик од рецидивирања малигне болести у 

поређењу са непушачима (44). 

 

1.3.4.  Остали фактори ризика за обољевање од планоцелуларног  

           карцинома главе и врата 

Загађење ваздуха, воде или земљишта тешким металима изнад максимално 

дозвољене вредности концентрације, представља фактор ризика за настанак различитих 

малигних тумора, међу којима су и карциноми главе и врата (45). Изложеност 

канцерогеним материјама током обављања професионалне дужности у дужем 

временском периоду такође је етолошки фактор за ларингеалне карциноме. Поред 

азбеста, тешких метала и хлорисаних растварача, повећан ризик обољевања од 

карцинома гркљана је примећен при изложености угљеној или силиконској прашини 

(46). 

На настанак карцинома главе и врата утиче и врста хране коју уносимо у 

организам (47). Исхрана богата мастима, месним прерађевинама и прженом храном  

показује повезаност са развојем ових карцинома (48). Резултати студије јапанских 

аутора из 2012. године иду у прилог протективне улоге конзумирања јогутра код 

карцинома (49). Значајна повезаност између конзумирања кафе и карцинома горњих 

аеродигестивних путева није утврђена (50). 

Показано је дa гастроезофагеални рефлукс не утиче на развој карцинома гркљана 

и хипофаринкса, али ларингофарингеални рефлукс у мањој мери може допринети 

настанку карцинома ове регије (51). 

 

1.4.  Патогенеза и прогресија планоцелуларног карцинома главе и врата 

 

Доминантна теорија развоја тумора је била теорија клоналне еволуције, коју је 

поставио Nowell 1976. године (52). Ова теорија се заснива на претпоставци да ћелије 

карцинома развијају способност да преживе неповољне услове како би наставиле раст и  

пролиферацију. Ове неповољности се односе на имуни систем који тежи да елиминише 
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туморске ћелије, покретање програмиране ћелијске смрти, ткивне баријере, затим 

недовољну васкуларну мрежу итд. Према овој теорији, у ћелијама се понављају 

генетски догађаји који омогућавају да се превазиђу препреке и који се називају 

карциногеним догађајима. Већина новонасталих ћелија не преживи имунолошку 

баријеру или подлеже апоптози. Међутим, на крају се формира клонална популација 

ћелија које, не само да успева да преживи, већ доживљава бујање. Ове ћелије даљом 

еволуцијом стичу додатне карактеристике које утичу на понашање тумора. Као 

резултат свега поменутог, настаје малигни тумор састављен од ћелија које су у великој 

већини настале од једног клона, тј. генотипски су сличне.  

Даља изузетна достигнућа у истраживању развоја тумора пружила су боље 

разумевање генетских догађаја која се дешавају унутар ћелија током карциногенезе. 

Fearon и Vogelstein су 1990. године, на основу истраживања малигних неоплазми 

дебелог црева, предложили модел молекуларне прогресије према коме одређена 

збивања на молекуларном нивоу изазивају промену фенотипских карактеристика (53). 

Ако би се модел молекуларне прогресије применио на планоцелуларне карциноме главе 

и врата, промене на генетском нивоу би могле изазвати хистолошку прогресију у виду 

трансформације слузнице од нормалне, преко диспластичне слузнице или carcinoma in 

situ, до форме инвазивног карцинома.  

Данас се користе две класификације епителних промена ларинкса, и то 

Класификација Светске Здравствене организације и Љубљанска класификација (54-57). 

Класификације су приказане у табели 1. 

 

Табела 1. Поређење класификација интраепителних промена ларинкса                   

између Светске Здравствене Организације и Љубљанске класификације 

Класификација СЗО Љубљанска класификација 

Сквамозна хиперплазија Једноставна хиперплазија 

Лака дисплазија Абнормална (базална/парабазална) хиперплазија 

Средње изражена дисплазија Атипична хиперплазија 

Тешка дисплазија Атипична хиперплазија 

Carcinoma in situ Carcinoma in situ 

 



 

 

                УВОД 
 

 

14 

 

Прве две промене према Љубљанској класификацији су бенигне, трећа је 

условно малигна, а четврта представља карцином без инвазије. Критеријуми потребни 

да би се интраепителна промена прогласила карциномом јесте губитак стратификације 

читаве дебљине епитела, постојање већег степена ћелијских алтерација и многобројне 

неправилне митотске фигуре у целој дебљини епитела. 

Током еволуције човеков организам је опремљен софистицираним механизмима 

блокирања и преклапања (interlocking and overlapping mechanisms) како би се заштитио 

од настанка тумора, па се на тај начин потенцијалне туморске ћелије „поправљају“ или 

подлежу апоптози. Скоро је немогуће да појединачна мутација може избећи дејство 

репарационих механизама и даље изазвати трансформацију нормалне у малигну ћелију, 

мада више сукцесивних мутација, које онеспособљавају различите независне 

одбрамбене механизме то могу постићи. Притом, није толико од значаја специфичан 

редослед генетских догађаја, колико акумулација истих (58). 

Канцерогене мутације углавном захватају гене одговорне за контролу ћелијског 

циклуса или апоптозе, а настанак тумора изазивају утицајем на онкогене или тумор 

супресорске гене. Онкогени представљају гене који у уобичајеним околностима 

учествују у интрацелуларним сигналним путевима и тада се зову прото-онкогенима. 

Одређене мутације у овим генима доводе до поремећаја њихове активности, што 

резултује наглашеном ћелијском пролиферацијом и настанком тумора. Тај поремећај 

може бити квантитативне или квалитативне природе, који редом доводи до прекомерне, 

односно несвојствене активности. Постоји велики број истражених онкогена који се 

описују као фактори раста или њихови рецептори, сигнални трансдуктори или 

транскрипциони фактори. 

Тумор супресорски гени се могу назвати чуварима генома, обзиром да њихови 

продукти спречавају неконтролисан раст и пролиферацију ћелија, тј. настанак догађаја 

који воде ка развоју карцинома. Ову улогу испуњавају на разноврсне начине, 

контролом ћелијског циклуса, регулацијом транскрипције, превођењем девијантних 

ћелија у апоптозу или контролисањем прецизности репликације, поправки или 

издвајања ћелијске ДНК. Деактивацијом ових гена уклоњена је негативна контрола 

туморског настанка и створена могућност неконтролисаног раста.   

Hanahan и Weinberg су 2000. године изнели став да је потребно 6 значајних 

корака да би настала малигна трансформација ћелија и назвали их обележјима 

карцинома (Тhe hallmarks of cancer) (59). Једно међу њима јесте стимулација развоја 
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крвних судова, тј. неоваскуларизација. Без адекватне васкуларизације, тумори већи од 1 

cm
3
 би могли подлећи некрози. Већина тумора има могућности превазилажења  ове 

препреке стимулацијом пролиферације ендотелних ћелија и формирањем нових крвних 

судова. Да би успеле да преживе неповољне услове који владају у микроокружењу са 

мало кисеоника, ћелије могу да промене експресију неких протеина уз помоћ HIF-1α 

као медијатором (60). 

 

1. 5.  Неоваскуларизација  

     

Ангиогенеза је физиолошки процес којим настају нови крвни судови од 

претходно постојећих судова, чије ендотелне ћелије подлежу пролиферацији и 

диференцијацији. Ова појава је уобичајена и делотворна при расту и развоју организма, 

као и при зацељивању повреда. Међутим, она преставља и прекретницу у настанку и 

расту малигних тумора, када је означена као патолошка.  

Још је 1971. године амерички медицински истраживач Judah Folkman у часопису 

New England Journal of Medicine публиковао рад којим закључује да је ангиогенеза 

апсолутно неопходна за експанзију тумора преко 1-2 mm у дијаметру, када дифузија 

кисеоника и есенцијалних хранљивих фактора постаје лимитирајући фактор даљег 

туморског раста и развоја (61). Од ангиогенезе треба разликовати појам означен 

термином васкулогенеза, који се заправо односи на стварање нових крвних судова тамо 

где није било претходно формираних (62). То је заправо процес de novo формирања 

крвних судова од ендотелних прекурсорских ћелија (Endothelial Progenitor Cells, EPC). 

Обзиром на своју мултипотентност, ове ћелије пореклом из костне сржи пружају 

алтернативни извор ендотелних ћелија који доприноси формирању нових крвних 

судова. Доказано је да EPC имају значајно учешће и у процесу патолошке ангиогенезе, 

нпр. код туморског раста и формирања метастатских промена. Као одговор на 

присуство туморских цитокина, укључујући VEGF, оне улазе у крвоток и даље 

мигрирају до туморски измењеног ткива, инкорпорирајући се у туморску 

васкуларизацију (63). Постојање резервоара EPC у костној сржи и својствена улога у 

васкулогенези учинило је ендотелне прекурсорске ћелије врло атрактивним за 

истраживаче у смислу  потенцијално нове циљне антитуморске терапије. 

Циркулаторне CD34 антиген позитивне ендотелне прекурсорске ћелије су 

недавно изоловане из организма одраслог човека. Након адхеренције, ове ћелије 
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показују способност диференцијације у условима in vitro (64). Системска примена 

хетерологних, хомологних, али и аутологних EPC код животиња којима је оперативним 

захватом изазвана исхемија задњег екстремитета, доводи до њиховог инкорпорирања у 

фокус неоваскуларизације исхемичне регије мишића захваћеног екстремитета (65, 66). 

Међутим, још од прве спознаје и описа EPC 1997. године, изнете су у стручној 

литератури разне недоумице у вези удела у коме ове ћелије учествују у васкулогенези. 

Према неким истраживачима, њихово учешће је занемарљиво мало, док резултати 

других аутора попут Lyden-a из 2001. године, указују да је тај проценат знатно виши, 

чак око 50%. (16). 

Експериментима на мишевима којима је рађено пресађивање костне сржи 

постављени су докази савременог концепта да постнатална васкулогенеза доприноси 

како физиолошкој, тако и патолошкој неоваскуларизацији при расту тумора, зарастању 

озледа или при тешким исхемијама екстремитета или миокарда (67). Утврђено је да се у 

физиолошким условима EPC могу детектовати у великој мери у костној сржи, 

периферној крви и јетри, у знатно мањој количини у плућима, цревима, кожи, 

јајницима, материци и мишићима екстремитета, док се не могу наћи у мозгу. Ово 

говори у прилог заступљеног става о постојању резервоара прекурсорских ћелија у 

нормалним ткивима.  

Раст тумора до клинички релевантне величине је зависан од адекватног 

снабдевања крвљу и омогућен је формирањем туморске строме где је кључни догађај 

формирање нових капилара (68, 69). Туморско ткиво наиме показује паракрини утицај, 

делујући на тумор-придружене EPC које стичу изразиту способност диференцијације, 

миграције, адхеренције, ослобађања протеаза итд. Оне су већином локализоване у 

периферном делу тумора, док се око 4. недеље од почетка ангиогенезе већ не могу наћи 

у централном некротичном делу. Битна карактеристика васкулогенезе неоплазми је 

константно одржавање почетне фазе ћелијске диференцијације и формирања 

васкуларних изданака, што је у складу са принципом имортализације туморских ћелија 

(67). 

Данас су познати бројни специфични фактори који имају улогу позитивних или 

негативних регулатора ангиогенезе. Фактори који доприносе ангиогенези називају се 

стимулаторима, међу којима су најзначајнији VEGF, bFGF (Basic Fibroblast Growth 

Factor), Ang1 (Angiopoietin 1), PDGF, MMP (Matrix Metalloproteinase), TGF-β 

(Transforming Growth Factor Beta), Endoglin, eNOS (Nitric Oxide Synthase), COX-2 



 

 

                УВОД 
 

 

17 

 

(Cyclooxygenase-2), Ephrin ligandi и други. У физиолошким условима стимулатори су у 

константном балансу са инхибиторима попут NRP-1 (Neuropilin-1), Ang 2, Angiostatin, 

Vasostatin, Endostatin, TSP-1,2 (Trombospondin 1,2), TIPM (Tissue Inhibitor of 

Metalloprotheinases) итд. Солидни тумори нису у могућности да порасту изван 

одређених димензија без адеквантног ангажмана додатне васкуларизације, а то управо 

постижу поремећајем равнотеже ових антагониста.  

 

1. 6.  Стимулатори и инхибитори ангиогенезе 

 

Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF) је фактор раста из фамилије PDGF 

(Platelet-Derived Growth Factor). Протеини из ове групе имају битну улогу у ћелијском 

расту и деоби, а њихов највећи значај јесте регулација ангиогенезе и васкулогенезе.  

VEGF је најзначајнији и најбоље проучен стимулатор ангиогенезе који делује у 

оквиру комплексног система надокнаде кисеоника у ткивима са неадекватном 

циркулацијом. Термином VEGF означен је већи број протеина, редом означених 

латиничим словима A-F, али се првенственно мисли на протеин VEGF-A, ако није 

другачије означено. Бројним студијама доказано је да он врши индукцију митозе и 

утиче на миграцију ендотелних ћелија. Такође, има функцију и вазодилататора и 

стимулатора микроваскуларне пермеабилности, па је обзиром да су ове његове улоге 

прве пронађене, раније називан фактором васкуларне пермеабилности.  

VEGF је гликопротеин молекуларне тежине 34-45 kD, кога излучују туморске 

ћелије, макрофаги и још неки елементи који учествују у имунолошком одговору. Поред  

стимулатора ангиогенезе који су одговорни за синтезу VEGF, битан предуслов је 

свакако постојање хипоксије. HIF-1, главни регулатор ћелијског одговора на хипоксију, 

директно регулише експресију бројних ангиогених фактора, међу којима и VEGF. Своје 

дејство VEGF остварује након везивања са Flt-1 и KDR рецепторима на површини 

ћелије, који припадају фамилији тирозин киназа рецептора. Овај спој доводи до 

димеризације рецептора и њихове активације путем трансфосфорилације. Даље се 

ствара четвороструки пораст концентрације цитоплазматског калцијума и повећање 

пермеабилности малих крвних судова.  У наставку долази до екстравазације протеина 

крвне плазме, који на тај начин стварају подлогу миграцији ендотелних ћелија и за 

формирање новог матрикса. Металопротеиназе екстрацелуларног матрикса постају 

активиране, разлажу протеине, омогућавајући пролиферацију, диференцијацију и нову 
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миграцију ендотелних ћелија. Стабилност новоформираних крвних судова се постиже 

уградњом перицита, глатких мишићних ћелија и протеина екстраћелијског матрикса. 

На тај начин су постигнити сви услови за настанак de novo васкуларизације. 

bFGF (basic Fibroblast Growth Factor) је у нормалном ткиву присутан на 

базалној мембрани и у субендотелном екстрацелуларном матриксу крвних судова. У 

одсуству сигналних пептида, овај фактор остаје везан за мембрану, када је 

афункционалан. Приликом зарастања рана или током карциногенезе, активирани облик 

учествује у ангиогенези као један од медијатора. bFGF је идентификован у широком 

спектру малигнитета, укључујући карцинома главе и врата и позната је његова врло 

потентна ангиогена активност (70).  

Значајно повећање густине крвних судова потврђено је само у случајевима 

коекспресије VEGF-A и bFGF, док је стабилна васкуларна мрежа индукована само ако 

је bFGF секретован у комбинацији са PDGF-BB фактором, указујући да је потребна 

изузетно блиска интеракција међу факторима раста како би се постигао ефективан 

ангиогени одговор (71). 

HGF (Hepatocyte Growth Factor) секретују мезенхималне ћелије и делује као 

мултифункционалан цитокин на ћелије епителног порекла. Он остварује значајну улогу 

у регенерацији ткива, али и у ангиогенези, као и туморогенези. У литератури је 

потврђена повећана експресија HGF и његовог рецептора c-MET, као и асоцијација са 

гором прогнозом код карцинома главе и врата (70, 72). Студијама о квантитативној 

експресији фактора ангиогенезе код HNSCC, истовремена прекомерна експресија 

фактора VEGF, bFGF и HGF је нађена у преко 90% случајева. 

PDGF (Platelet-Derived Growth Factor) је димерични гликопротеин који се 

састоји од два ланца (AA, BB или AB). Своју значајну улогу у неоваскуларизацији 

остварује као део сигналних путева зависних од хипоксије. Учествује у 

диференцијацији и миграцији различитих типова мезенхималних ћелија. Сматра се 

једним од могућих прогностичких фактора код планоцелуларних карцинома главе и 

врата. 

Аng 1 и 2 се везују за исти Tie 2 рецептор ендотелних ћелија, али показују 

супротне учинке. Док Аng 1 производи стимулаторни ефекат на сазревање крвних 

судова, Аng 2 инхибира осетљивост ендотелних ћелија на факторе раста. Ендостатин је 

антиангиогени фактор, сличне функције као и ангиостатин или тромбоспондин. Он 

блокира пролиферацију и организацију ендотелних ћелија у нове крвне судове (73). На 
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анималним студијама је утврђено да блокира ангиогенезу и развој примарних тумора и 

метастаза. 

 

 1. 7.  Густина крвних судова у тумору (Microvessel Density, MVD) 

 

Многобројне студије су доказале вредност MVD као прогностичког индикатора 

код великог броја карцинома, као што су карциноми дебелог црева, простате, дојке, 

итд. Сходно томе, мерење овог параметра олакшава процену стадијума и вероватноћу 

могућег рецидивирања малигне болести и помаже при одлуци о врсти онколошког 

лечења.  

Још 1972. године, Brem са сарадницима је обавио квантитативно мерење 

туморске ангиогенезе и предложио систем градације тумора мозга на основу анализе 

карактеристика ендотелних ћелија и мерења густине крвних судова. Даљи напредак 

квантитативних метода омогућила су открића специфичних антитела која се користе у 

детекцији ендотелних ћелија. Модерне методе мерења MVD-а се врше на основу 

идентификације једног или више изолованих региона најинтензивније васкуларизације 

(hotspots). Прво испитивање овог типа је урадио 1990. године Weidner са сарадницима 

на карциномима простате и дојке. Ове „вруће тачке“ настају од ангиогених клонова 

ћелија са највећом способности инвазије или метастазирања и идентификују се 

микроскопом на малом увећању (до 40x). Након идентификације, броје се новонастали 

крвни судови под великим увећањем микроскопа (200-400x). Истраживање Weidner-а и 

велики број каснијих студија потврдили су корисност MVD у стажирању тумора и 

процени рецидивирања или преживљавања болесника. Различити резултати ових 

студија се могу објаснити употребом разних антитела као маркера пролиферације 

ендотелних ћелија, затим местом где је испитивана неоваскуларизација (централни или 

периферни део тумора), као и врстом испитиваног тумора. Без обзира на поменуто, 

оригинална метода коју су спровели Weidner и сарадници се и даље употребљава при 

мерењу MVD. 

 

1. 8.  Фактор индукован хипоксијом (Hypoxia-inducible factor, HIF-1) 

Ради се о транскрипционом фактору зависном од кисеоника, који игра важну 

улогу у ангиогенези и расту тумора (74). Сматра се кључним регулатором ћелијског 

одговора на хипоксију, који подлеже конформационим променама као одговор на 
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различите концентрације кисеоника у ћелијском окружењу. HIF-1 је откривен 1992. 

године од стране двојице истраживача Semenz-a и Wang-а, који су га идентификовали у 

виду протеина који се појављује као одговор на ниску концентрацију кисеоника (75). 

У свом активном облику, HIF транскрипциони фактор, представља хетеродимер 

кога чине једна од три постојеће α субјединице (HIF-1α, HIF-2α или HIF-3α) и β 

субјединица. HIF-1α и HIF-1β субјединице редом имају 826, односно 789 

аминокиселина и обе садрже Per/aryl hydrocarbon translocator/Sim (PAS) домене који 

омогућавају њихову димеризацију и на тај начин функционалност HIF-1 као 

транскрипционог фактора (76). Такође, обе субјединице припадају bHLH (basic-Helix-

Loop-Helix) фамилији фактора, чију структуру чине два хеликса различите величине, 

повезанa петљом, при чему већи хеликс садржи ДНК-везујуће регионе.  

Два домена унутар HIF-1α позната као N- и C-терминални активациони домени 

(N-TAD, C-TAD) имају различит допринос функцији HIF-1α и то путем 

хидроксилације, уз помоћ ензима пролил хидроксилазе (PHD), односно аспарагинил 

хидроксилазе. C-TAD се углавном спомиње као контролор регулације циљних гена. 

Домен завистан од кисеоника (Oxygen-Dependent Degradation Domain, ODDD) унутар 

HIF-1α омогућава његову разградњу у условима хипоксије. Овај домен је заправо 

подељен на два дела, NODDD и CODDD, названа према својој позицији блиској N-, 

односно C-крају полипептидног ланца. 

Експресија HIF-1α и HIF-1β mRNК је детектована у свим ткивима људског 

организма (77). Иако обе субјединице имају неке преклапајуће функције, HIF-1 је врло 

често повезан са метаболичким и васкуларним одговорима на хипоксију, док HIF-2 има 

утицај на васкуларни систем, нарочито еритропоезу (78). Гликолитички ензими попут 

пируват дехидрогеназе налазе се под утицајем HIF-1 који инхибира улазак продуката 

гликолизе у Кребсов (TCA) циклус у условима ограничене концентрације кисеоника 

(79). Такође, утицај HIF-1 на неоваскуларизацију је добро објашњен у литератури (80). 

HIF-2 је структурално врло сличан са HIF-1α, обзиром да 48% њихових секвенци 

показује хомологност (81). Он показује експресију специфичну са ткивом бубрега, 

обзиром да се сматра примарним регулатором реналне продукције еритропоетина (82) . 

Функција HIF-3α и даље није потпуно објашњена, али познато је да инхибира 

транскрипциону акивност HIF-1α изоформе.  

Протеинска стабилност и транскрипциони потенцијал HIF-1α субјединице 

директно зависе од концентрације кисеоника у окружењу (83). За разлику од α 
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субјединице, HIF-1β, често обележаван акронимом ARNT (Аryl Hydrocarbon Rreceptor 

Nuclear Translocator), има константну експресију у ћелијском једру, показујући 

кисеонично-независну активност (84). У условима  нормалног парцијалног притиска 

кисеоника, HIF-1α протеин подлеже брзој деградацији процесом убиквитинације и на 

тај начин не долази до транскрипције циљних гена. Овај процес се врши уз помоћ VHL 

протеина (Von Hippel Lindau tumor suppressor), који је заправо део Е3 убиквитин лигаза 

протеинског комплекса (85). Убиквитинација је део главног механизма којим ћелије 

регулишу деградацију непотребних и оштећених протеина. За ове протеине се прво 

везује мали протеин познат под термином убиквитин, а у реакцији везивања као 

катализатор употребљава се ензим убиквитин лигаза. Убиквитин даље шаље сигнал 

другим лигазама да везују додатне молекуле убиквитина, на тај начин формирајући  

полиубиквитински ланац који је у вези са протеиназама и омогућава им да разграде 

обележени протеин.  

VHL ген кодира протеин од 213 амино киселина који се састоји од два домена и 

који има функцију регулатора HIF-1α. Мутације које доводе до инактивације VHL гена 

удружене су са већим бројем тумора (86). Везивање HIF-1α и VHL врши се пост-

транслационом хидроксилацијом пролина уз помоћ ензима пролил хидроксилазе (Prolyl 

Hydroxylase Domain, PHD) (87). Постоје два места на којима је могућа хидроксилација, 

Pro 402 и Pro 564 и оба се налазе унутар ODDD домена HIF-1α који и носи свој назив 

јер је ова хидроксилација могућа само у присуству кисеоника.  Само специфична транс 

C4 хидроксилација поменутих резидуа пролина омогућава препознавање HIF-1α од 

стране VHL који показује чак 2000 пута већи афинитет за хидрокилациону форму (88). 

PHD припада фамилији ензима диоксигеназа, који за своје каталитичко дејство 

захтевају присуство кисеоника, гвожђа и 2-оксо-глутарата, међупроизвода Кребсовог 

циклуса. Функција овог ензима искључиво зависи од концентрације кисеоника, па се 

сматра кисеоничним сензором (81). Смањење концентрације кисеоника за 10% доводи 

до рапидног опадања хидроксилације резидуа пролина у HIF-1α, што резултира у 

његовој нуклеарној стабилизацији. Постоје 3 изоформе ензима PHD које имају изразиту 

хомологост секвенци у C-теминалном домену, док у N-терминалном домену показују 

значајне разлике (89). Међу изоформама постоје разлике у ткивно-специфичним 

нивоима експресије, субцелуларној локализацији, протеинима са којима ступају у 

интеракцију, кисеоничној зависности, као и активности са различитим HIF-α 

изоформама (89-91).  
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У процесу деградације HIF-1α улогу има још један ензим познат као ARD1 

ацетилтрансфераза (92). Вршећи трансфер ацетил групе на резидуе лизина ODDD 

домена HIF-1α, овај ензим омогућава стварање конформационих промена које 

поспешују реакцију са VH протеином. 

У хипоксичним условима блокирана је разградња HIF-1α, што има за последицу 

акумулацију овог протеина и његово повезивање са β субјединицом, резултујући 

стварањем HIF-1. Протеин p300 је важна компонента HIF-1 транскрипционог 

комплекса. У условима ниског парцијалног притиска кисеоника, C-TAD домен HIF-1α 

интерреагује са CH1 (Cysteine/Histidine-rich1) доменом p300, што доводи до повећане 

транскрипционе активности HIF-1 (93). Овај протеин врши ацетилацију лизина 709 

унутар HIF-1α и претпоставља се да ову своју функцију може спровести и у нормалним 

и у хипоксичним условима (94). Међутим, процес ацетилације захтева претходну 

интеракцију HIF-1α и p300 која је значајно израженија у хипоксији услед 

дехидроксилације аспарагина 803. Присуство ове интеракције омогућава ацетилацију 

лизина 709, као и стабилизацију и трансактивациону активност HIF-1. 

У нормалним условима протеин p300 и HIF-1α нису физички повезани услед 

брзе деградације HIF-1α и хидроксилације аспарагина 803 ензимом FIH-1 (Factor 

Inhibiting HIF-1) (95). Због тога се FIH-1 назива другим кисеоничним сензором. Дакле, 

иако постоје и други механизми, хидроксилација зависна од кисеоника има највећу 

улогу у регулацији активности HIF-1α. Интеракције којима је регулисана стабилизација 

HIF-1α су приказане на слици 2. 

 

Слика 2. Механизми деградације и стабилизације HIF-1 комплекса 

 

Протеиназа 
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1. 9.  Ефекти активације фактора индукованог хипоксијом 

 

Резултати истраживања које је спровео Benito са сарадницима, публиковани 

2009. године јесу спознавање више од 6.000 гена који су зависни од хипоксије, мада у 

око 70% гена HRE (Hormone Response Element) секвенца није идентификована унутар 

промотер региона, указујући да HIF-1 није укључен у њихову контролу, или је укључен 

на индиректан начин (96). У табели 2 је приказано више од 100 директних циљних гена 

HIF-1, који имају улогу у туморском метастазирању, ангиогенези, енергетском 

метаболизму, ћелијској пролиферацији и апоптози (97). 

 

Табела 2. Циљни гени HIF-1 и њихова функција 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Циљни 

гени 

HIF-1 

Улога циљних гена 

 

Метастазирање Ангиогенеза 
Енергетски 

метаболизам 

Ћелијска 

пролиферација 

Ћелијска 

апоптоза 

 

TWIST 

E-cadherin 

MMP2 

MMP9 

TCF3 

ZFHX1A 

ZFHX1B 

uPAR 

PAI-1 

CXCR4 

c-MET 

CCR7 

 

 

VEGF 

CRLR 

SEMA4D 

SCF 

ANGPT2 

SENP-1 

 

 

GLUT1 

GLUT3 

pfkfb3 

PGK1 

PKM2 

MCT4 

PDK1 

MXI1 

 

 

EPO 

Runx1 

Sox9 

 

p53 

Puma 

Bax 

p21 

NPM 

hUcn2 

BNIP3 

Noxa 

 

 

 

У циљу преживљавања неповољних услова микроокружења које има ниску 

концентрацију кисеоника, ћелије развијају способност измене експресије неких 

протеина уз помоћ HIF-1 као медијатором догађаја који ће уследити. Након 

стабилизације HIF-1 у хипоксичним условима, наступа интеракција са коактиваторима 

и везивање за секвенцу 5’-RCGTG-3’ у проксималним промотерима гена регулисаним 

хипоксијом. Активацијом циљних гена, хипоксија утиче на неоваскуларизацију, 

ћелијски прелазак са оксидативног на гликолитички метаболизам, на пролиферацију и 

преживљавање ћелија, ћелијску апоптозу итд. 
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1. 10. Позитивни ефекти интратуморске хипоксије на развој тумора 

 

1. 10. 1. Утицај интратуморске хипоксије на ангиогенезу 

Рекуренција и метастатско ширење и даље су велики клинички проблем. Један 

од главних фактора који доприноси метастазирању јесте процес неоваскуларизације 

чији је главни иницијатор интратуморска хипоксија (98). HIF-1α је главни медијатор 

догађаја условљених хипоксијом и често се сматра главним регулатором ангиогенезе 

при хипоксији. Ова регулација се спроводи повећањем експресије VEGF, VEFG 

рецептора 1 и 2 и ангиопоетина, који су потребни са развој крвних судова (99-101). 

VEGF је најпотентнији митоген специфичан за ендотел и зна се да директно учествује у 

ангиогенези. Он реагује са својим рецептором, VEGFR, који има специфичну 

експресију на ендотелним ћелијама, стимулишући њихову пролиферацију. 

Ангиогенезом се повећава број и густина крвних судова, а смањује растојање дифузије 

кисеоника. Експериментима је утврђено да HIF-1 доприноси ангиогенези механизмима 

који су много комплекснији од једноставне VEGF индукције, вероватно регрутовањем 

додатних таргет гена који су укључени у сазревање крвних судова (102). 

 

1. 10. 2. Утицај интратуморске хипоксије на ћелијски метаболизам 

Метастатски карциноми се карактеришу репрограмирањем ћелијског 

метаболизма, што доводи до повећаног преузимања глукозе и њеног искоришћавања у 

анаболичким и катаболичким процесима. Ради се о толико поузданој особини, да 

повећано преузимање глукозе има клиничку примену у детекцији метастатских 

депозита позитронском емисионом томографијом, користећи флуородеоксиглукозу, 

FDG, са сензитивношћу од око 90% (103). HIF-1 има улогу медијатора у метаболичким 

изменама, али и сам одговара на поједине метаболичке алтерације, што говори да се 

ради о једном механизму повратне спреге (104). Смањена расположивост кисеоника 

индукује HIF-1, који регулише транскрипцију више стотина гена, диригујући ћелијски 

прелазак на кисеонично-независне метаболичке путеве који користе гликолизу као 

примарни начин стварања ATP (105).  HIF-1 регулише експресију хексокиназе, првог 

ензима гликолитичког пута (Embden-Meyerhoff), као и експресију глукозних 

транспортера GLUT1 и GLUT3, који су неопходни за ћелијско преузимање глукозе 
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(105). HIF-1 заправо, вишеструким утицајима регулише готово све аспекте анаеробног 

метаболизма, што је приказано на слици 3.  

 

Слика 3. Вишеструки утицаји HIF-1 на ћелијски метаболизам 

 

                                                  PTKs              Ras 
 
 
                                                           PI3K                     LKB1 
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                                                            AKT            AMPK 
                                                                                                                                                      SDHC 
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            REDD1                          TSC1         TSC2                                                                                                
                                                                                                                                    FH             PHD2          IDH1 
 
                                                      Rheb-GTP 
  
                                 PML                                                                                                              O2 + α-
кетоглутарат 
                                                          mTOR            Raptor 
                                                                                                                                                       CO2+сукцинат +  
                                                                                                                                                 хидроксилован HIF-
1α 
                                                            S6K1 
 
 
                                                          HIF-1α                                                                                           VHL 

 

GLUT1     HK2    PGK1 

GLUT3   ALDA   ENO1                      LDHA             PDK1            BNIP3 

   HK1     ALDC   PKM2 

 

FDG-PET         Липид+нуклеотид               Повећана               Смањена             Митохондријална 
 сигнал                 биосинтеза                     гликолиза            респирација                 аутофагија 
  
                                                                                              ЋЕЛИЈСКО ПРЕЖИВЉАВАЊЕ 

 

Дакле, гени индуковани HIF-1 пружају двоструку заштиту растућем тумору, 

поспешујући развој крвних судова и помажући туморском ткиву да се метаболички 

аклиматизује на снижени ниво кисеоника. Ову метаболичку промену са оксидативне 

фосфорилације на кисеонично независне метаболичке путеве који постају активни 
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током продужене хипоксије врши активација Myc онкогена и у корелацији је такође са 

експресијом HIF-2α (106, 107).  

 

1. 10. 3. Аспекти метастазирања карцинома под утицајем хипоксије 

Рађена су бројна истраживања у циљу откривања фактора који туморским 

ћелијама омогућавају миграцију и формирање метастаза, па су данас разјашњени 

бројни аспекти дисеминације малигних тумора. Кључни догађај који претходи настанку 

метастазе јесте Myc-посредована активација Snail транскрипционог фактора и смањена 

експресија протеина E-cadherin. Унутар тумора постоји субпопулација туморских 

ћелија са предиспозицијом за метастазирање, која у хипоксичним условима  подлеже 

епително-мезенхималној транзицији (Epithelial to Mesenchymal Transition, EMT) (108). 

EMT чини главну фазу у ембриолошком развоју и туморском метастазирању током које 

епителне ћелије попримају фенотипске карактеристике миграторних мезенхималних 

ћелија, а да би ово постигле оне претходно мењају своје сигналне ћелијске путеве (109, 

110). Инхибиција E-cadherin протеина и прекомерна експресија Snail су обележја ове 

ћелијске транзиције (111). Губитак кадхеринских адхерентних спојница резултује 

деструктурисањем цитоскелета и повећаном ћелијском способношћу одвајања од 

туморског ткива. Узрокујући ову промену кадхерина, хипоксија доприноси настанку 

метастаза и предиктор је лоше прогнозе и слабог одговора на примењену терапију. 

Такође, утврђена је позитивна корелација између нивоа експресије Snail и агресивности 

тумора (99). Дакле, HIF-1α индукован хипоксијом изазива повећану експресију Snail, а 

снижава експресију E-cadherin и на тај начин доприноси транзицији епителних у 

мезенхималне ћелије и самим тим подстиче екстензивност клиничко-патолошких 

карактеристика бројних тумора, међу којима су и карциноми главе и врата. Путеви 

транзиције епителних у мезенхималне ћелије покренути стабилизацијом HIF-1α 

представљају мултигенску и мултипротеинску каскаду, али прецизни путеви регулације 

овог сложеног механизма и даље нису потпуно дефинисани. 

 

1. 10. 4. Утицај интратуморске хипоксије на имунолошки одговор 

Једно од обележја тумора јесте избегавање имунолошког одговора који има за 

циљ уништење измењених ћелија. На овај критичан аспект карциногенезе хипоксија 

такође има сигнификантан утицај. Имунолошке ћелије имају способност препознавања 

и елиминације малигних и преканцерских ћелија на основу тумор-специфичних 
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антигена које презентују на својој површини. Туморско ткиво изазива имунолошку 

супресију са циљем избегавања одбрамбених механизама организма. Тачан механизам 

којим се ово постиже и даље је предмет изучавања, али је поуздано тачно да 

интратуморска хипоксија доприноси имуномодулацији (112). Хипоксично стање 

показује негативан утицај на сазревање дендритичних ћелија путем инхибиције  

експресије CD40 и главног комплекса хистокомпатибилности класе II, што резултује 

сниженим Th1 одговором, као и смањењем експресије Th1 цитокина, интерферона γ, 

TNF-1α и интерлеукина-12 (113). Експериментално је доказано да хипоксија доприноси 

стварању ћелијских популација унутар тумора које делују имуносупресивно. Туморске 

ћелије изложене хипоксичним условима продукују високе нивое CD39 и CD73 који су 

одговорни за конверзију ATP и ADP у аденозин, као и позитивну регулацију Treg 

ћелија што утиче на снижење имунолошког одговора  (114). Такође регрутују се 

моноцити пореклом из костне сржи који се убрзано диференцирају у тумор-

придружене макрофаге. Ови макрофаги у хипоксичним регијама инхибирају дејство 

цитотоксичних Т лимфоцита и на тај начин спречавају имунолошки одговор усмерен ка 

туморским ћелијама (115). Још један модус свог имуносупресивног дејства хипоксија 

показује утицајем на експресију лецитина Galectin-1, који изазива апоптозу ефекторних 

Т-ћелија (116). На основу наведеног може се закључити да имуносупресија изазвана 

интратуморском хипоксијом представља незаобилазан корак у настанку и развоју 

малигних тумора. 

 

1. 10. 5. Утицај интратуморске хипоксије на карциномске стем ћелије 

Хипоксија је одговорна и за повећање броја карциномских ћелија које подсећају 

на стем ћелије (Cancer Stem-like Cell, CSC). Ове плурипотентне ћелије имају повећану 

способност самообнављања, диференцијације и удаљене миграције (117). Постоје 

докази да  CSC утичу на развој релапса малигне болести након одговарајућег третмана 

(118). HIF-1α утиче на пролиферацију и акумулацију карциномских стем ћелија и на тај 

начин промовише настанак метастаза (119). 

 

1. 10. 6. Полиморфизми гена за HIF-1α 

Бројним истраживањима испитивана је улога полиморфизама гена за HIF-1α у 

посредовању генетске предиспозиције за карциноме (120-122). Притом највише су 

истражена два једнонуклеотидна полиморфизма (Single Nucleotide Polymorphisms, 
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SNPs) егзона 12 хуманог HIF-1α гена означена као C1772T и G1790A, који резултују 

заменом аминокиселине пролин серином и аминокиселине аланин треонином, те се у 

литератури могу пронаћи и као P582S, односно А588Т. 

 

Слика 4. P582S полиморфизам HIF-1α гена 

 

 

 

Слика 5.  А588Т полиморфизам ХИФ-1 α гена 
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1. 11.  Утицај који HIF-1α остварује код карцинома  

 

Иако планоцелуларни карциноми главе и врата имају високу фреквенцију, 

њихова биологија и даље није довољно схваћена. Интратуморска хипоксија је окидач за 

многа дешавања која утичу на бројне карактеристике тумора, а хипоксични одговор је 

регулисан преко HIF-1α. Доказана је повезаност хипоксије са појавом туморских 

метастаза и повећаном терапијском резистенцијом код планоцелуларних карцинома 

главе и врата (123). Код истих карцинома повећана експресија HIF-1α у туморском 

ткиву стоји у корелацији са узнапредовалим стадијумима малигне болести и смањеним 

преживљавањем (124). Улога генетских полиморфизама у измени  протеинске функције 

и/или нивоа експресије, као и у предиспонирању различитих обољења код пацијената 

вишеструко је описана у литератури (125, 126). Даље, резултати више истраживања 

указују да полиморфизми у гену за HIF-1α могу утицати на фенотип карцинома, 

повећавајући туморску агресивност (121, 122). Munoz Guerra и сарадници су објавили 

да варијантне форме HIF-1α могу значајно да повећају ризик од настанка оралних 

карцинома и да су индикатори неповољне прогнозе у раним стадијумима малигне 

болести (120). Два најбоље истражена полиморфизма у гену за HIF-1α, P582S и А588Т 

су повезани са значајно повећаном транскрипционом активношћу овог гена и са 

развојем регионалних или удаљених метастатских депозита (127, 128). 

Док је повезаност експресије HIF-1α протеина у туморском ткиву и прогнозе 

обољења дефинитивно доказана бројним испитивањима, значај два SNP у гену за HIF-

1α, као и њихова релација са фенотипом малигне болести требало би даље разјаснити. 

Досадашњи подаци у литератури о варијантним алелима гена за HIF-1α и њиховој 

потенцијалној улози у развоју и прогресији планоцелуларних карцинома главе и врата 

су ограничени и углавном се односе на оралне карциноме. 

Једна од најважнијих улога HIF-1α на ћелије карцинома јесте индукција 

неоваскуларизације преко синтезе протеина, углавном VEGF. Ранији радови који су 

испитивали ангиогенезу вођену VEGF-ом говоре у прилог њеног позитивног утицаја на 

повећање туморске инвазивности (129, 130). Са оваквим резултатима као подстицајем, 

развијана је антиангиогена терапија, уз велика очекивања у терапији карцинома. Новија 

истраживања резултирала су парадоксалним закључцима да индукција, као и супресија 

ангиогенезе испољавају проинвазивне и прометастатске ефекте (131, 132). Узимајући у 
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обзир новооткривене чињенице, повезаносте експресије HIF-1α и VEGF са туморским 

фенотипом би могла бити реевалуирана. 

Стога, у овој студији испитивали смо утицај који мононуклеарни полиморфизми 

P582S и А588Т гена за HIF-1α остварују на експресију протеина HIF-1α и VEGF и на 

клиничко-патолошке карактеристике планоцелуларних карцинома главе и врата.
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2.  ЦИЉЕВИ ИСТРАЖИВАЊА 

 

  

 Главни циљеви испитивања били су: 

  

 

1. Упоређивање фреквенција генотипова полиморфизама P582S и А588Т гена за 

HIF-1α у узорцима из периферне крви између групе пацијената са 

планоцелуларним карциномима главе и врата и контролне групе здравих 

испитаника. 

2. Испитивање повезаности полиморфизама P582S и А588Т гена за HIF-1α и 

клиничко-патолошких карактеристика пацијената са планоцелуларним 

карциномима главе и врата. Параметри чија је зависност од полиморфизама 

испитивана су: хистолошки градус тумора утврђен приликом патохистолошке 

верификације малигног тумора, локализација и величина примарног тумора, као 

и присуство метастаза у регионалним лимфним чворовима врата. 

3. Испитивање повезаности полиморфизама P582S и А588Т гена за HIF-1α и нивоа 

експресије HIF-1α  у једру и цитоплазми. 

4. Испитивање повезаности полиморфизама P582S и А588Т гена за HIF-1α и нивоа 

експресије VEGF. 

5. Утврђивање утицаја поменутих полиморфизама на ниво експресије CD34, тј. на 

густину крвних судова и васкуларизованост туморског ткива. 

Коначни циљ истраживања било је испитивање функционисања сигналних 

путева индукованих интратуморском хипоксијом код планоцелуларних карцинома 

главе и врата. Обзиром да је HIF-1α главни регулатор ћелијског одговора на хипоксију, 

корелација полиморфизама у гену за HIF-1α са претходно поменутим параметрима 

могло би допринети бољем спознавању карциногенезе тумора главе и врата.
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3.  МАТЕРИЈАЛ И МЕТОДЕ ИСТРАЖИВАЊА 

 

   3. 1.  Болесници и материјал 

 

Истраживање је обављено у виду клиничке, опсервационе студије пресека 

болесника оболелих од планоцелуларног карцинома главе и врата, код којих је сходно 

одлуци онколошког конзилијума спроведено иницијално хируршко лечење. Дијагноза 

планоцелуларног карцинома потврђена је код свих болесника патохистолошком 

анализом од стране два независна патолога. 

Студијска група испитаника састојала се од 75 болесника издвојених методом 

пригодног узорковања из популације пацијената оболелих од планоцелуларног 

карцинома главе и врата, хоспитално лечених на Клиници за оториноларингологију и 

максилофацијалну хирургију Клиничког центра Србије. Сви испитаници у овој групи 

су примарно лечени хируршки, нису раније имали примарни тумор неке друге 

локализације, нити је претходно спроведено специфично онколошко лечење тумора 

радиотерапијом или хемиотерапијом. Тумори су категоризовани у складу са 

препорукама актуелне међународне класификације (VII издање TNM класификације, 

UICC). Подаци о полу, узрасту, пушачком статусу болесника, патохистолошкој  

дијагнози, хистолошком градусу и локализацији тумора прикупљени су из историја 

болести онколошких болесника Клинике за оториноларингологију и максилофацијалну 

хирургију Клиничког центра Србије. Испитаници студијске групе након секвенцирања 

PCR методом подељени су у две подгрупе у зависности од присуства полиморфизама 

P582S или А588Т гена за HIF-1α..  

Контролну групу чинило је 100 здравих добровољаца, који су према социо-

епидемиолошким карактеристикама (узраст, пол, телесна тежина, пушачки статус, 

конзумирање алкохола) одговарали студијској групи. Сврха постојања контролне групе 

било је упоређивање учесталости генотипова P582S или А588Т полиморфизама гена за 

HIF-1α између испитаника студијске и контролне групе. 
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    3. 2.  Узорковање биолошког материјала 

 

 Испитаницима студијске групе током операције узета су два репрезентативна 

узорка туморског ткива која нису била из некротичног подручја. Један ткивни узорак 

послужио је за утврђивање постојања полиморфизма гена за HIF-1α, а други је упућен  

на имунохистохемијску анализу ради одређивања експресије HIF-1α, VEGF, CD34, тј. 

MVD. Испитаницима студијске и контролне групе узимано је 5 mL периферне венске 

крви у циљу испитивања полиморфизама. 

 

 3. 3.  Утврђивање постојања полиморфизама 

 

Свежи репрезентативни узорци туморског ткива замрзнути су на температури од 

минус 80
0
C непосредно након узорковања. Геномска ДНК је изолована стандардном 

фенол-хлороформ методом, а ДНК из периферне крви коришћењем QIAamp DNA 

Blood Mini кита према протоколу произвођача (Qiage - Hilden, Немачка). Да би се 

утврдило евентуално постојање полиморфизама унутар 12-ог егзона хуманог HIF-1α 

гена означених као P582S i A588T, коришћена је PCR метода којом је амплификован 

фрагмент хуманог HIF-1 α гена дужине 178 базних парова 

CATGTATTTGCTGTTTTAAAGGACACAGATTTAGACTTGGAGATGTTAGCTCCCTA

TATCCCAATGGATGATGACTTCCAGTTACGTTCCTTCGATCAGTTGTCACCATTAG

AAAGCAGTTCCGCAAGCCCTGAAAGCGCAAGTCCTCAAAGCACAGTTACAGTATT

CCAGCAGACTC 

Притом, употребљавана је секвенца дизајнираних прајмера: форвард PCR 

прајмер 5'-CAT GTA TTT GCT GTT TTA AAG-3' и реверзни PCR прајмер 5'-GAG TCT 

GCT GGA ATA CTG TAA CTG-3'. Амплификација је вршена у апарату Thermocycler T3 

Combi (Biometra, Немачка) по програму са следећим условима: 30 циклуса 

денатурације на 95 
0
C у трајању од 30 секунди, aнилинг на 61

0
C током 30 секунди и 

екстензија на 72
0
C у трајању од 30 секунди. PCR продукти су секвенцирани 

капиларном електрофорезом у генетичком анализатору (ABI PRISM Genetic Analyzer 

3130; Applied Biosystems, USA). 
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3. 4.  Имунохистохемијска анализа 

 

 Узорци планоцелуларних карцинома добијени од пацијената са карциномима 

главе и врата за патохистолошку анализу су обрађени на класичан начин, а ткивни 

пресеци обојени хематоксилин-еозином. 

 Имунохистохемијска испитивања су спроведена на пресецима парафинских 

калупа дебљине 4 μm, претходно фиксираних узорака тумора у 10% раствору 

пуферисаног неутралног формалина, у току 10 часова. Доказивана је експресија 

фактора индукованог хипоксијом 1 алфа (Hypoxia-inducible factor 1 alpha, HIF-1α), 

васкуларног ендотелног фактора раста (Vascular endothelial growth factor, VEGF), као и 

молекула CD34 имунохистохемијским методама, а процена интензитета експресије у 

туморским ћелијама вршeна је семиквантитативним поступком. За квантитативну 

процену експресије HIF-1α и VEGF у туморским ћелијама, као и за процену густине 

крвних судова у туморском ткиву, коришћене су морфиметријске методе испитивања. 

У циљу доказивања експресије HIF-1 i VEGF коришћено је мишије 

моноклонско анти-хумано антитело на HIF-1(произвођача Abcam, Cambridge, UK) и 

кунићево поликлонско анти-хумано антитело на VEGF (произвођача Santa Cruz 

Biotechnology, Santa Cruz, California, USA; sc-152). У току имунохистохемијског 

испитивања експресије појединачних маркера HIF-1 и VEGF примењена је екстремно 

сензитивна и специфична имунохистохемијска метода EnVision
+
 Dual Link System/HRP 

(произвођача DakoCytomation, Carpinteria, California, USA; Code K4065). Такође, 

примењено је и дупло имунохистохемијско бојење које је омогућило истовремену 

експресију на истом ткивном пресеку HIF-1 и VEGF, применом EnVision 
TM

 G/2 

Doublestain System, Rabbit/Mouse (DakoCytomation, Carpinteria, California, USA; Code 

K5361). У току процедуре имунохистохемијских бојења поштовани се принципи 

контроле квалитета и специфичности бојења, применом позитивних и негативних 

контролних поступака, према пропозицијама UK NEQAS (UK National External Quality 

Assessment for Immunocytochemistry). 

Све морфометријске и стереолошке анализе спроведене су на микроскопу 

Olympus BX-51 умреженом са CCD видео камером (PixeLink) повезаном са 19” PC 

монитором, коришћењем комјутеризованог програма за микроскопску анализу слике           

(new CAST stereological software package, VIS – Visiopharm Integrator System, version 

2.12.1.0; Visiopharm; Denmark). 
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Квантификација туморских ћелија, које у нуклеусу или цитоплазми 

експримирају HIF-1 као и стереолошка анализа за процену волуменске густине 

крвних судова, вршена је уз помоћ наведеног компјутерског система. Индекс 

експресије HIF-1 у туморским ћелијама прорачунат је као број ћелија са 

експримираним HIF-1 на 1.000 туморских ћелија.  

Волуменска густина крвних судова одређивана је употребом тестног поља који 

је покривао цео посматрани препарат тумора. 

 

3. 5.  Статистичка анализа 

 

Иницијални стадијум туморске болести је утврђиван након комплетног 

клиничко-патолошког прегледа, поштујући интраоперативни хируршки и радиолошки 

налаз. Тумори су категоризовани у TNM стадијуме, аналогно важећој међународној 

класификацији. 

Приказан је утицај полиморфизама  гена HIF-1  на експресију протеина HIF-1  

и VEGF у туморским ћелијама планоцелуларног карцинома главе и врата. У оквиру 

сваке од испитиваних група - карциноми главе и врата са и без полиморфизама  гена 

HIF-1, посебно је испитивана експресија протеина HIF-1 и VEGF у зависности од 

степена васкуларизације туморског ткива, тј. евентуално присутне ткивне хипоксије.  

Добијени подаци су обрађени и приказани на табелама и графиконима као 

процентуална вредност појединих категорија, или као средња вредност, или медијана. 

У процесу тестирања хипотезе као гранични ниво статистичке значајности коришћена 

је вредност p<0.05. 

У анализи резултата коришћени су параметријски и непараметријски тестови. За 

поређење просечних вредности параметарских обележја употребљен је неупарени 

Студентов Т-тест за две групе података, а код поређења три или више група pодатака 

коришћена је једнофакторска анализа варијансе (ANOVA). За поређење разлике између 

учесталости код непараметријских података употребљаван је 
2
 тест, табеле 

контингенције, а за поређење просечних вредности непараметријских обележја Mann-

Whitney тест. У анализи повезаности употребљаване су методе униваријантне и 

мултиваријантне логистичке регресије са одређивањем количника шансе и интервала 

поверења. 
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Обрада pодатака извршена је помоћу комерцијалног статистичког пакета за PC 

рачунаре SPSS for Windows 19 (Statistical Package for the Social Sciences for Windows, 

SPSS Inc. USA). 
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4.   РЕЗУЛТАТИ 

 

4. 1.  Демографске карактеристике и структура пацијената 

 

Студијску групу чинило је 75 пацијента са планоцелуларним карциномом главе 

и врата. Средње старосно доба ових пацијената било је 60.6 година, а распон се кретао 

од 41. до 84. године. Више од две трећина пацијената је било старосног доба између 50. 

и 65. година. Тек 10 пацијената било је старости изнад 70 година (графикон 1). 

 

Графикон 1. Старосна дистрибуција пацијената у студијској групи  

 

 

 

У групи пацијената оболелих од планоцелуларног карцинома главе и врата,                   

85% чинили су мушкарци, а 15% жене. Просечнo старосно доба било је мање код жена 

него код мушкараца (56 наспрам 61 година), али Т тестом није утврђена статистички 

значајна разлика међу испитаницима различитих полова (p=0,054). 

У табели 3 приказани су старосно доба, полна дистрибуција, статуси 

конзумирања дувана и алкохола, и фреквенција генотипова HIF-1α испитаника из 

студијске и контролне групе. 
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Табела 3. Социо-демографске карактеристике и генотипска дистрибуција HIF-1α 

испитаника из студијске и контролне групе 

 

 

Параметар 
Студијска група, 

N=75 

Контролна група, 

N=100 
p вредност 

Старосна доб 60,61±8,01 58.85±6.35 0.106 

Пол М 64     Ж 11 М 81     Ж 19 0.453 

Никотински 

статус 
Дa 59     Нe 16 Дa 66     Нe 34 0.0657 

Алкохолни статус Дa 29     Нe 46 Дa 2     Нe 73 0.101 

C1772T CC 54     CT 21    TT 0 CC 80     CT 20     TT 0 0.215 

G1790A GG 73     GA 2    AA 0 GG 97     GA 3     AA 0 0.897 

 

 

Употребом Т теста за независне узорке, утврђено је да није постојала 

статистички значајна разлика у старосном добу између испитаника из студијске и 

контролне групе. Тестом о процентуалној заступљености установљено је да не постоји 

сигнификантна разлика у полној дистрибуцији између студијске и контролне групе.  

Статистичка значајност није постигнута ни у разликама у пушачким навикама и 

конзумирању алкохолних пића. 

Коришћењем goodness of fit χ
2
 теста за биалелне генетске маркере утврђено је да 

дистрибуција генотипова полиморфизама гена за HIF-1α у контролној групи здравих 

испитаника није одступала од Hardy-Weinberg еквилибријума. Упоређивањем 

фреквенција генотипова полиморфизама P582S и А588Т гена за HIF-1α између 

поменутих група није нађена статистички значајна разлика (редом, p=0.215 и p=0.897). 
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4. 2.  Клиничко-патолошке карактеристике пацијената 

 

4. 2. 1.  Локализација примарног тумора 

 

У испитивању су учествовали  болесници са планоцелуларним карциномом 

главе и врата, а примарни тумор је био локализован у гркљану, ждрелу или усној дупљи 

(графикон 2). 

 

 

Графикон 2. Заступљеност локализација примарног карцинома 

 

 

Примарни тумор је био локализован у гркљану код 73 % пацијената. Чак 84 % 

пацијената са тумором ларинкса су били пушачи. Међутим, употребом Pearson χ
2
 теста 

није утврђен утицај пушачког статуса на примарно место планоцелуларног карцинома 

(p=0.750).  

Просечно старосно доба пацијента са карциномом ларинкса износило је 61.3, 

хипофаринкса 55.7, а усне дупље 61 година. На графикону 3 приказане су средње 

вредности узраста, интерперцентилни опсег и однос минимум-максимум код 

болесника. 
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Графикон 3. Старосно доба пацијената у односу на локализацију примарног 

тумора 

 

 Међутим, једнофакторском анализом варијанси, није утврђена статистички 

значајна разлика у старосној доби међу пацијентима подељених у групе према 

локализацији примарног тумора (p=0.190). 

 

4. 2. 2.  Класификација тумора 

 

Тумори су категоризовани према препорукама међународне TNM класификације 

(VII издање, UICC).  Примарни тумори су према величини подељени у 3 групе:  

 Мали тумори (Т1 или Т2 стадијум) - Метод избора у лечењу је хируршки 

приступ. 

 Средње-велики тумори (Т3 стадијум) - Веома често је потребан комбиновани 

терапеутски приступ, тј. након оперативног лечења спроводи се специфична 

онколошка терапија. 

  Велики тумори (Т4 стадијум) – Одмакли стадијум малигне болести . 

 Према постојању регионалних метастаза у лимфним чворовима врата, 

болесници су подељени у две групе:  

 N0 - одсустne регионалнe метастазe 

 N1, N2, N3 - присутне регионалне метастазе 
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У испитивању нису били укључени пацијенти са удаљеним метастазама у 

организму, обзиром да они захтевају другачији терапијски приступ који не подразумева 

увек ресекцију примарног тумора. 

Клиничке карактеристике тумора су такође подељене у категорије, у 

сагласности са класификацијом AJCC (American Joint Committee on Cancer). Патолошке 

карактеристике тумора рефлектују њихов степен диферентованости, на основу чега су 

категорисани у 3 стадијума (слабо, средње, добро диферентовани тумори). 

Клиничко-патолошке карактеристике болесника од HNSCC приказане су на 

графиконима 4-7. 

 

 

Графикон 4. Т стадијуми тумора             Графикон 5. N стадијуми тумора 

                                                      
                                                                                                                                                  

                                                                                                                                                                                                                                                                                             

                                                                                                                                                       

Графикон 6. Стадијум према AJCC             Графикон 7. Хистолошки градус тумора 
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 Неки фактори као што су пол, конзумирање дувана или хистолошки градус би 

могли да утичу на стадијум тумора приликом започињања терапијског протокола              

(табела 4.) 

 

Табела 4. Односи клиничких карактеристика тумора са хистолошким градусом 

тумора, пушачким навикама и полном дистибуцијом. 

 

 

 

 

 

Т статус N статус 

Т1 или Т2 Т3 Т4 N0 N1-N3 

Пол 

 

 

Ж 6 5 0 9 2 

М 14 30 20 48 16 

Пушење 

 

 

 

Не 

 
5 7 4 12 4 

Да 

 
15 28 16 45 14 

Хистолошки 

градус 

 

 

 

 

1 

 
8 6 5 13 6 

2 

 
9 25 10 37 7 

3 

 
3 4 5 7 5 

 

 
Укупно 20 35 20 57 18 

 

Обзиром да је хистолошки градус тумора мера његове диферентованости, тј. 

означава процентуалну заступљеност атипичних ћелија у туморском ткиву, испитивана 

је његова корелација са величином тумора и није утврђена статистички значајна 

повезаност.   

Утицај полне дистрибуције и навика конзумирања дувана на величину 

примарног тумора и регионално метастазирање је испитиван уз помоћ Pearson χ
2
 теста 

и потврђено је да су болесници мушког пола имали већи Т стадијум тумора у односу на 

болеснице (p=0.027), али полна дистибуција није показала утицај на N стадијум тумора 

(p=0.625). Пушење се показало као фактор без утицаја на стадијум планоцелуларног 

карцинома у тренутку започињања терапијског протокола. 
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4. 3.  Односи полиморфизама P582S и A588T гена за HIF-1α 

 

Код 21 пацијента студијске групе утврђено је присутво неког од два 

истраживана полиморфизма гена за HIF-1α. Заправо, полиморфизам P582S је био 

присутан код свих ових пацијената, док је A588T нађен код 3 пацијента и то увек у 

комбинацији са претходним полиморфизмом. Дакле, испољени утицај полиморфизама 

одражава дејство полиморфизма P582S, док самостални утицај A588T није могуће 

утврдити на основу приложених резултата. 

 

Табела 5. Однос полиморфизама гена за HIF-1α са конзумирањем алкохолних 

пића, никотинским статусом и полном дистрибуцијом пацијената 

 

Полиморфизам Алкохол 
Никотински 

статус 
Пол N 

Да 
        Да       Не 

        11       10 

Да       Не 

17         4 

М        Ж 

19        2 
21 

Не 

 

Да       Не 

        18       36 

Да       Не 

42         12 

М        Ж 

45        9 
54 

 

Користећи χ
2
 тест за табеле контингенције није утврђена статистички значајна 

повезаност између полиморфизама P582S или A588T гена за HIF-1α са једне стране и 

конзумирања дувана или алкохола са друге стране (редом p вредности износе: 0,186; 

0,744). 

У испитивању релација између полиморфизама и клиничко-патолошких 

својстава планоцелуларних карцинома главе и врата, користили смо претходну поделу 

болесника према величини примарног тумора, присуству регионалних метастаза  или 

хистолошком градусу тумора, што је приказано у табели 6. 
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Табела 6. Однос између полиморфизама гена за HIF-1α и клиничко-патолошких 

карактеристика тумора 

 

Полиморфизам 

 

Хистолошки 

градус 

 

Т статус 

тумора 

N статус 

тумора 

Стадијум 

болести 

Да 

 

I     II     III 

    6     12     3 

   

T1T2    T3    T4 

    5      10      6 

N0       N1-3 

     16        5 

I    II    III    IV 

5    9    22    18 

Не 

 

 I      II     III 

    15    30     9 

 

T1T2    T3    T4 

  15      25      14 

М        Ж 

41        13 

I    II    III    IV 

0    5    10     6 

 

 

Резултати након спроведеног χ
2
 теста за табеле контингенције не потврђују 

статистичку значајност у повезаности између постојања полиморфизма и хистолошког 

градуса тумора, Т или N статуса тумора, као и стадијума болести. То би значило да не 

постоји значајан утицај испитиваних полиморфизама гена за HIF-1α на клиничке 

одлике тумора у тренутку започињања терапије. 

 

 

4. 4.  Односи експресије протеина HIF-1α  

 

Пацијенти су подељени према експресији HIF-1α на групу са израженом 

експресијом (преко 50%) и на групу са слабијом експресијом (испод 50%). Такође 

праћена је експресија у једру и у цитоплазми, а као позитиван догађај сматрано је 

постојање експресије веће од 50% у једру или цитоплазми.  
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Графикон 8. Процентуална заступљеност експресије HIF-1α у ћелијском једру код 

пацијената са планоцелуларним карциномом главе и врата 

 

 

 

 

 

 

 

Графикон 9. Процентуална заступљеност експресије HIF-1α у ћелијској 

цитоплазми код пацијената са планоцелуларним карциномом главе и врата  
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Графикон 10. Процентуална заступљеност укупне експресије HIF-1α у туморском 

ткиву код пацијената са планоцелуларним карциномом главе и врата 

 

 

Табела 7. Односи експресије протеина HIF-1α и полне дистибуције, локализације 

тумора и конзумирања дувана 

 
HIF-1α 

p вредност 
<50 % >50 % 

Пол 

 

 

 

 

 

М 

 
8 3 

0.171 
Ж 

 
28 36 

Укупно 

 
36 39 

Пушење 

 

 

 

 

 

Да 

 
8 8 

1.000 
Не 

 
28 31 

Укупно 

 
36 39 

Локализација 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Ларинкс 

 
25 30 

0.105 

Хипофаринкс 

 
6 6 

Усна дупља 

 
5 1 

Орофаринкс 

 
0 2 

Укупно 

 
36 39 

52% 

48% > 50%

< 50%
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Табела 8. Односи укупне експресије протеина HIF-1α и клиничко-патолошких 

карактеристика тумора 

 

Експресија HIF-1α  Т N 
Хистолошки 

градус 

 T1,T2 T3 T4 N0 N1-N3 I II III 

 > 50% 11 18 10 29 10 8 23 8 

< 50% 9 17 10 28 8 11 21 4 

 

У табелама 7 и 8 приказана је повезаност између укупне експресије HIF-1α 

протеина и полне структуре болесника, локализације примарног тумора, навика у 

конзумирању дувана, и клиничко-патолошких карактеристика болесника.  

На основу приказаних резултата, користећи χ
2
 тест, може се закључити да не 

постоји статистички значајна повезаност експресије HIF-1α са величином примарног 

тумора (p=0,947), затим са присуством регионалних метастаза (p=0,791), као ни 

хистолошким градусом малигног тумора (p=0,41). Дакле, експресија протеина HIF-1α у 

туморском ткиву не утиче на клиничко-патолошке карактеристике планоцелуларних 

карцинома главе и врата у моменту започињања протокола лечења.  

Статистички није утврђена значајна корелација између експресије протеина HIF-

1α у туморском ткиву и густине крвних судова, док је релација између експресија  

протеина HIF-1α и VEGF у туморском ткиву врло блиска статистичкој значајности - 

табела 9. 
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Табела 9. Односи експресија протеина HIF-1α, VEGF и MVD 

 

 
HIF-1α 

p вредност 
< 50 % > 50 % 

VEGF 

 

 

 

 

 

< 50 % 

 
27 22 

0.091* 
> 50 % 

 
9 17 

Укупно 

 
36 39 

MVD 

 

 

 

 

 

 < мед 

 
17 20 

0.725 
> мед 

 
19 19 

Укупно 

 
36 39 

* блиско граничној вредности 

 

 

4. 5.  Односи експресије протеина VEGF 

 

Имонохистохемијски налаз високог нивоа експресије протеина VEGF у 

туморским ћелијама приказан је на слици 6. 

 

 

Слика 6. Високи ниво VEGF експресије у ћелијама HNSCC 
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На исти начин којим је то учињено код експресије фактора индукованим 

хипоксијом, испитаници су подељени на две групе и на основу експресије VEGF. 

 

Табела 10. Однос експресије протеина VEGF и клиничко-патолошких 

карактеристика тумора 

 

VEGF Т N Стадијум 

 T1,T2 T3 T4 N0 N1-N3 I II III IV 

Експресија > 50% 5 12 9 19 7 1 4 12 9 

Експресија < 50% 15 23 11 38 11 4 10 20 15 

 

 

Ниво експресије VEGF  није показао статистички значајан утицај на стадијум 

малигне болести (p=0.825), регионални метастатски статус пацијената (p=0.410) и 

величину примарног тумора (p=0.778). Дакле, ни експресија протеина VEGF у 

туморском ткиву не утиче на клиничке карактеристике планоцелуларних карцинома 

главе и врата у моменту започињања протокола лечења. 

 

 

 4. 6.  Односи вредности микроваскуларне густине туморског ткива 

 

Приликом одређивања MVD, у детекцији ендотелних ћелија туморске 

микроваскулатуре коришћено је CD34 антитело. Вредности MVD су мерене према 

Weidner-овој методи којом се посматрају изоловани региони високе концентрације 

крвних судова, тзв. „врућа места“. На слици 7 приказан је имунохистохемијски налаз 

експресије CD34.  
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Слика 7. Интензивна CD34 имунореактивност у HNSCC ћелијама 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Вредности густине крвних судова су варирале до максималне вредности од 86, а 

медијана је износила 12. Иако је вредност медијане код мушкараца износила 11.77, а 

код жена 18.14, статистички значајна разлика међу вредностима овог параметра према 

полу испитаника није утврђена (Mann-Whitney тест, p=0.301).  

Дистибуција густине крвних судова код болесника је приказана на графикону 

11. 

 

Графикон 11. Вредности MVD код болесника 
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Употребом Mann-Whitney теста није утврђена значајна разлика међу 

вредностима густине крвних судова међу пушачима и непушачима (p=0,383). Након 

израчунавања Spearman-овог коефицијента, утврђена је значајна корелација између 

вредности MVD и старости болесника (p=0,006). 

 

Табела 11. Вредности микроваскуларне густине према никотинском статусу  

 

Никотински 

конзумент 
Средња вредност MVD Медијана 

Највећа вредност 

MVD 

Да 17.73 12,77 86 

Не 13.06 10,66 29 

 

Иако су средње вредности густине крвних судова биле различите према 

величини примарног тумора, присуству регионалне метастазе или стадијуму болести, 

Mann-Whitney и Kruskal Wallis тест нису показали статистичку значајност те разлике. 

Вредности MVD и број крвних судова на тестном пољу од 0,366 mm
2
 имале су 

статистички значајну корелацију, што говори у прилог комплементарности ове две 

методе у процени васкуларизованоси ткива (p=0,039). 

Испитивана је повезаност између густине крвних судова са једне стране и 

експресије HIF-1α и VEGF у туморском ткиву са друге стране. Вредности су приказане 

у табелама 12 и 13. 

 

Табела 12. Односи експресије HIF-1α и MVD 

 HIF-1α Вредност 

MVD 

<50%                 Средња вредност 

                           95% Интервал поверења 

                           Медијана 

                           Минимум 

                           Максимум 

16.425 

12.925 – 19.916 

12.500 

0.000 

81.740 

>50%                 Средња вредност 

                           95% Интервал поверења 

                           Медијана 

                           Минимум 

                           Максимум 

17.727 

7.254 – 28.200 

10.880 

0.000 

85.710 
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Табела 13. Односи експресије VEGF и MVD 

 

 VEGF Вредност 

MVD 

<50%                  Средња вредност 

                            95% Интервал поверења 

                            Медијана 

                            Минимум 

                            Максимум 

19.222 

14.323 – 24.121 

13.640 

0.000 

85.710 

>50%                  Средња вредност 

                            95% Интервал поверења 

                            Медијана 

                            Минимум 

                            Максимум 

12.045 

8.050 – 16.040 

10.355 

0.000 

41.100 

 

Mann-Whitney тестом није утврђена асоцијација између MVD и експресије HIF-

1α (p=0.602), док је у случају корелације са експресијом VEGF добијена гранична 

вредност (p=0.055), која се и регресионом анализом показала као могући предиктор 

повећане густине крвних судова (p=0.052). 

 

 

4. 7.  Утицај полиморфизама P582S и А588Т гена за HIF-1α на експресију  

          протеина HIF-1α, VEGF и вредност MVD  

 

Имунохистохемијским методама, детекцијом моноклонског анти-хуманог 

антитела на HIF-1α одређивана је експресија протеина HIF-1α у једру, цитоплазми и као 

и укупна ћелијска експресија.  

На графикону 12 приказана је процентуална заступљеност болесника са и без 

полиморфизама гена за HIF-1α који имају повећану експресију протеина HIF-1α у 

ћелијском једру, цитоплазми или укупну експресију. 
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Графикон 12. Експресија HIF-1α у једру, цитоплазми и укупна експресија 

код болесника са и без полиморфизама. 

 

 

Табела 14. Утицај полиморфизама на експресију HIF-1α, VEGF и MVD 

 

 χ
2
 p 

HIF-1α (укупно) 6.84 0.011* 

HIF-1α (нуклеус) 0.33 0.563 

HIF-1α (цитоплазма) 4,89 0.035* 

VEGF 4,04 0,06
 + 

MVD у везиву 0.49 0.609 

* статистичка значајност 

+
 гранична вредност значајности 

 

У табели 14 су приказани резултати испитивања корелације између присуства 

полиморфизма гена за HIF-1α и експресије протеина HIF-1α, VEGF и MVD, уз помоћ χ
2
 

теста за табеле контингенције.  

Логистичком регресионом анализом испитивана је предикторна улога присуства 

полиморфизма P582S и А588Т гена за HIF-1α на екстензивност клиничко-патолошких 

карактеристика планоцелуарних карцинома главе и врата, затим на повећану 
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експресију протеина HIF-1α и VEGF, као и на повећану густину туморских крвних 

судова. У првом делу логистичке регресионе анализе учињена је униваријантна 

логистичка регресија, чији су резлтати приказани у табели 15. 

 

Табела 15. Резултати једнофакторске логистичке регресије  

 

 p Exp(B) 95% C.I. 

HIF-1α (укупно) 0.012* 4.31 1.38 - 13.48 

HIF-1α (нуклеус) 0.564 1.40 0.45 - 4.39 

HIF-1α 

(цитоплазма) 
0.030* 3.17 1.12 – 8.99 

VEGF 0.048
+ 

2.86 1.01 – 8.12 

MVD  0.485 1.44 0.62 – 3.97 

* статистичка значајност 

+  
гранична вредност 

 

Параметри који су постигли статистичку значајност били су укупна експресија 

протеина HIF-1α и експресија HIF-1α у цитоплазми. Граничну вредност статистичке 

значајности имао је и параметар експресије VEGF. Статистички значајан утицај 

фактора добијен униваријантном анализом објашњава утицај тог фактора, али у 

присуству свих осталих фактора. Фактори који су се униваријантном анализом 

показали као значајни улазили су у мултиваријантни регресиони модел, где је 

испитивана независност утицаја сваког фактора који се показао као значајан у 

претходном моделу.  

Овим накнадним статистичким моделом, није утврђена значајна независна 

повезаност ниједног од поментих фактора са постојањем полиморфизама. 

Униваријантном и мултиваријантном регресионом анализом израчунава се и релативни 

ризик који је заправо мера повезаности могућег узрока и очекиване последице. Дакле, 

појава полиморфизма гена за  HIF-1α ствара више од 4 пута већу вероватноћу од 

повећане укупне експресије протеина HIF-1α, а истовемено и 2.86 пута од повећане 

експресије протеина VEGF. 
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5.  ДИСКУСИЈА 

 
 

До данас је откривено више од 100 директних циљних гена HIF-1 који су у 

функционалном смислу повезани са туморским метастазирањем, ангиогенезом, 

енергетским метаболизмом, ћелијском пролиферацијом и апоптозом (133).  

Метастазирање и инвазивност су главне карактеритике малигних тумора и 

примарни узрок леталног исхода онколошких болесника. Да би малигне ћелије стекле 

инвазивније карактеристике, мора доћи до молекуларне реорганизације на површини 

ћелије, што нарушава контакт са базалном мембраном и омогућава повезивање са 

претходно непознатим молекулима екстрацелуларног матрикса. Интегрини су 

најважнији адхезиони рецептори који посредују у ћелијској интеракцији са протеинима 

екстрацелуларног матрикса. Корелација између интегринских рецептора и туморске 

инвазивности је испитана код разних врста карцинома, међу којима су и орални 

планоцелуларни карциноми (134). Хипоксија, посредством HIF-1α, изазива повећану 

експресију α5 интегрина и фибронектина, чија је интеракција одговорна за израженију 

ћелијску инвазивност (135, 136). Инвазивност тумора је потпомогнута епително-

мезенхималном транзицијом коју карактерише смањена експресија епителних маркера 

(E-cadherin, cytokeratin) и/или повећана експресија мезенхималних маркера, попут 

виментина или фибронектина. ЕМТ је изазвана инхибиторним дејством на  Е-кадхерин 

посредством регулатора као што су Snail, Zeb1, SIP1, Slug, E47 или TWIST (137). 

Есенцијална улога транскрипционог фактора TWIST у настанку метастаза је добро 

описана у литератури (138). Везујући се за HRE (Hypoxic Response Element) унутар 

проксималног промотера гена за TWIST, HIF-1 директно активира експресију TWIST-а 

и индукује ЕМТ. Ова активација представља један од главних механизама туморске 

прогресије и метастазирања изазваних хипоксијом. Yang и сарадници су показали да 

коекспресија HIF-1α, Twist и Snail у примарним планоцелуларним карциномима главе и 

врата корелира са развојем метастатских депозита и гором прогнозом  ових пацијената 

(139). Тиме су наслутили активну улогу HIF-1α сигналних путева на прогресију и 

метастазирање HNSCC и то преко регулације експресије TWIST-а. И други гени, 

укључујући ген за CCR7 (CC chemokine receptor 7) поседују HRE елемент, који 

представља везујуће место за HIF-1. CCR7 рецептор за хемокине показује експресију на 

разним врстама Т-ћелија, на B-ћелијама и зрелим дендритичним ћелијама, а има 



 

 

                ДИСКУСИЈА 
 

 

56 

 

способност везивања за лиганде CCL19 и CCL21. Интеракција са лигандима има 

кључну улогу приликом уласка у лимфне чворове током имунолошких и 

инфламаторних процеса (140). Експресија CCR7 је потврђена код примарних и 

метастатских карцинома главе и врата (141). HIF-1 и HIF-2, индуковани хипоксијом, 

препознају HRE у гену за CCR7 и активирају транскрипцију овог гена. Повећањем 

експресије CCR7, фактори индуковани хипоксијом потпомажу настанак малигнијих 

фенотипских форми HNSCC (142). 

Туморске ћелије се карактеришу преласком са оксидативног метаболизма на 

анаеробне гликолитичке метаболичке путеве,  што је познато као Warburg-ов ефекат. У 

малигним ћелијама, HIF-1α изазива прекомерну експресију и повећану активност 

неколико гликолитичких протеинских изоформи које се разликују од оних у нормалним 

ћелијама, укључујући транспортере (GLUT1 и GLUT3) и ензиме (HKI, HKII, PFK-L, 

ALD-A, ALD-C, PGK1, ENO-alpha, PYK-M2, LDH-A, PFKFB-3). Ове изоформе 

омогућавају ћелијама карцинома смањену осетљивост  на физиолошке инхибиторе, 

нижи афинитет за неке продукте и већи каталитички капацитет у поређењу са 

изоформама у нормалном ткиву. HIF-1α такође може код неких тумора мењати 

митохондријалну функцију и употребу кисеоника помоћу инактивације пируват 

дехидрогеназе или може повећати оксидативну фосфорилацију регулисањем експресије 

субјединице 4 cytochrome c oxidase (143). Група аутора из Мексика је 2009. године 

претпоставила да би циљна терапија усмерена на глукозне транспортере индуковане 

активношћу HIF-1α могла бити ефикаснија него циљна терапија усмерена на HIF-1α 

(143). Mxi1, антагониста c-Myc je такође идентификован као циљни ген за HIF-1 

комплекс и у ћелијама карцинома супроставља се апоптози, посредованој c-Myc 

сигналним путевима (144). Притом, ради се о добро координисаном механизму 

индукованим хипоксијом, којег карактерише смањење нивоа c-Myc и индукција Mxi1 

уз доминантан ефекат транскрипционе активности HIF-1. 

Описаним утицајима на циљне гене, активном регулацијом ангиогенезе, 

ћелијске пролиферације и апоптозе, као и другим механизмима од којих су неки и даље 

недовољно разјашњени, HIF-1 у малигним ткивима посредује у готово свим догађајима 

изазваним хипоксијом. Утицај два најважнија SNP у гену за HIF-1α, P582S и А588Т, 

који остварују код различитих врста карцинома широко је истраживана (145-149). 

Нађено је да ове варијантне форме утичу на подложност настанка бројних тумора, мада 
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су резултати истраживања о њиховој повезаности са ризиком од малигног обољевања 

недоследни, чак и контрадикторни.  

Мета-анализе су моћни инструменти за сумирање резултата различитих студија 

и пружају нам поузданије резултате од појединачних случај-контрола студија (150). 

Једна оваква студија спроведена од стране He и сарадника, обухвативши преко 10.000 

случајева, доказала је да присуство Т алела у C1772T значајно повећава ризик од 

настанка малигног тумора (151). Слична мета-анализа из 2013. године показује значајну 

корелацију између G1790A генотипа и настанка разних врсти карцинома (147). Ови 

полиморфизми би могли да доведу до пораста трансактивационе способности HIF-1α, 

узрокујући повећану експресију гена зависних од хипоксије. На тај начин омогућени су 

туморско преживљавање и пролиферација кроз стимулацију неоваскуларизације, 

прелазак на анаеробне метаболичке путеве, пролиферација карциномских стем ћелија, 

епително-мезенхимална транзиција, избегавање имунолошког одговора организма 

домаћина итд.  

Иако је познато да су планоцелуларни карциноми главе и врата знатно чешће 

дијагностиковани код мушкараца, резултати поменуте студије су указивали да је ризик 

израженији код испитаника женског пола. Овакав исход могао би се објаснити утицајем 

естрогена на повећану експресију HIF-1α преко Akt сигналног пута, који узрокује 

повећану ангиогенезу и туморску инвазивност, као и узимањем у обзир карцинома 

органа специфичних женском полу, попут карцинома оваријума, цервикса или дојке 

(152, 153). 

Очигледна повезаност полиморфизма у гену за HIF-1α и повећаног ризика од 

малигног обољевања пронађена је код карцинома цервикса, панкреаса, бубрега, али и 

главе и врата (151). Резултати истраживања доступних у литератури успостављају 

повезаност између варијантних алела у гену за HIF-1α и напредних стадијума 

планоцелуларног карцинома главе и врата (154). Са друге стране, поједини аутори 

пружају статистички значајне доказе да P582S и А588Т полиморфизми не утичу на 

клиничко-патолошке карактеристике HNSCC, али су индикатори лошије прогнозе (155, 

156). Резултати ове студије потврђују да не постоји значајна корелација између 

полиморфизама у гену за HIF-1α и својстава тумора као што су клинички стадијум, 

величина тумора, присуство метастаза у регионалним лимфним чворовима, као и 

стадијум ћелијске диференцијације. Miyoshi је, покушавајући да објасни оваква 

запажања, показао да хипоксични стрес повећава инвазивност и метастазирање 
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карцинома уз помоћ позитивне регулације ММP протеина од стране HIF-1α независних 

путева (157). Свакако да клиничке карактеристике карцинома, између осталог зависе и 

од изгубљеног времена од појаве тегоба до постављања дефинитивне дијагнозе, од 

локализације тумора, имунолошког статуса пацијента, изложености факторима ризика 

и генетске предиспозиције. Претпоставља се да активација HIF-1α сигналних путева 

може бити свеприсутни догађај током карциногенезе планоцелуларних карцинома 

главе и врата, мада су виши нивои експресије HIF-1α очигледно повезани са 

терапијским неуспехом (158). 

Lin и сарадници су испитивали предикторну улогу HIF-1α код пацијената 

оболелих од оралног планоцелуларног карцинома (154). Како би утврдили утицај који 

овај транскрипциони фактор показује на прогресију карцинома, упоређивали су 

експресију протеина HIF-1α у једру међу препаратима оралног карцинома, епителних 

дисплазија различитог степена и нормалне слузнице. Средње вредности индекса 

експресије HIF-1α у једру су биле у значајном порaсту од нормалне оралне слузнице, 

преко епителне дисплазије, до узорака планоцелуларног карцинома. Такође постојао је 

градицијски однос експресије при поређењу благе, средње и тешке дисплазије. Овакви 

резултати указују да је експресија HIF-1α рани догађај у оралној карциногенези. 

Закључак поменутог истраживања има утемељење у чињеници да је експресија HIF-1α 

израз хипоксије, те је највише испољена у туморима у експанзији, што обично 

подразумева ране форме карцинома. Када би овај однос био линеаран и тако 

једноставан, велики тумори са већ формираном неоваскуларном мрежом би имали 

мању експресију протеина HIF-1α, што врло често није случај. Заправо, доња граница 

подношљивости хипоксије након које наступа некроза туморског ткива, као и реакција 

тумора на хипоксију су релативни појмови који у великој мери зависе од врсте здравог 

ткива од кога је тумор настао, патохистолошког типа тумора, као и туморске 

локализације. Сматрајући да је утицај интратуморске хипоксије сигнификантан код 

почетних форми тумора Т1 или Т2 стадијума, Munoz-Guerra је утврдио значајну 

разлику у експресији протеина HIF-1α код ових тумора у односу на DNK узорке 

здравих добровољаца (120). Такође потврдио је и да је постојање А588Т полиморфизма 

предиктор неповољне прогнозе оралних планоцелуларних карцинома у раним 

стадијумима. То значи да би циљна терапија усмерена против HIF-1α дала знатно 

слабије резултате код напредних форми карцинома, што је и случај и код досадашњих 

терапеутских модалитета који подразумевају хируршку ресекцију, радиотерапију или 
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хемиотерапију. Ако би постојали поуздани докази о тачности претходне тврње, могло 

би се поставити питање оправданости развијања циљне терапије против HIF-1α. 

У овом испитивању није нађена статистички значајна разлика експресије 

протеина HIF-1α у нуклеусу између тумора Т1 или Т2 стадијума са једне стране и Т3 

или Т4 тумора са друге стране. Такође, није утврђено постојање разлике у нуклеарној 

HIF-1α експресији између тумора N0 стадијума и оних који су дали регионалне 

метастатске депозите. Као што је потврђено већим бројем студија новијег датума, 

експресија HIF-1α не може бити предиктор прогресије HNSCC, али би кроз утицај на 

релапс малигне болести могла бити предиктор лоше прогнозе. 

Прогностички значај полиморфизама гена за HIF-1α и разматрање HIF-1α у 

смислу добре генетске мете за циљну молекуларну терапију код одмаклих стадијума 

тумора су предмети дискусије. Упркос оствареном изванредном напретку, механизми 

којима полиморфизми у гену за HIF-1α утичу на фенотипске карактеристике тумора и 

исход малигне болести и даље нису потпуно јасни. Малигни тумори могу настати 

након активације онкогена, или деактивацијом тумор супресорских гена и захтевају 

ћелијску трансформацију коју готово сигурно да P582S и А588Т полиморфизми не могу 

да остваре. Већа је вероватноћа да полиморфизми утичу на нека својства претходно 

формираних тумора, као што су развојни потенцијал и инвазивност. 

Једнонуклеотидни полиморфизми P582S и А588Т у гену за HIF-1α су повезани 

са повећаном експресијом HIF-1α. Tanimoto и сарадници су објавили значајну 

корелацију повећане транскрипционе активности са CT или GA генотипом код 

карцинома главе и врата (159). Активација HIF-1α је процес састављен од више корака, 

те је могуће дискутовати о неколико механизама повећане трансактивације. Замењене 

аминокиселине се код варијантних форми HIF-1α протеина налазе унутар или веома 

близу N-TAD домена који реагује са Е3 убиквитин лигазом. Могуће је да 

конформационе промене настале аминокиселинском супституцијом утичу на 

стабилност протеина и да на тај начин остварују повећану транскрипциону активност. 

Још једно од могућих објашњења јесте да измене аминокиселина утичу на додатно 

ангажовање транскрипционих кофактора CBP/p300 или SRC-1. Потребна су даља 

истраживања како би се потпуно расветлио утицај полиморфизама на експресију HIF-

1α протеина. 

Могуће је да HIF-1α испољава свој утицај на развој карцинома тако што 

потенцира дејство постојећих егзогених неповољних фактора. Употреба дувана и 
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конзумирање алкохола представљају најзначајније факторе ризика за настанак 

карцинома главе и врата (21-28). Претходним студијама доказан је синергистички 

ефекат полимофизама гена за HIF-1α и утицаја околине, превасходно дувана и алкохола 

(160). Lin и сарадници су 2008. године објавили да поменута два фактора ризика 

значајно повећавају ниво експресије HIF-1α код болесника оболелих од оралног 

планоцелуларног карцинома (154). Испитивања на пацовима показала су статистички 

значајну повезаност између изузетно великих количина етанола и високе експресије 

HIF-1α mRNA (161). Даље, утврђено је да етанол изазива повећање експресије HIF-1α 

протеина али не и mRNК у хуманим мастоцитним ћелијским линијама (162). Дакле, 

висока експресија протеина HIF-1α у оралним карциномима може настати као 

последица директне стимулације малигних ћелија алкохолом присутним у крви 

пацијента. Дуготрајна употреба дувана може изазвати инсуфицијентан доток крви ка 

тумору и следствено стварање хипоксичних региона унутар туморског ткива, који за 

узврат могу резултовати високим нивоом експресије HIF-1α у оралним 

планоцелуларним карциномима. Ово је нарочито изражено код болесника са 

варијантним генотиповима HIF-1α који доприносе интеракционим ефектима између 

полиморфизама гена за HIF-1α и дувана или алкохола, повећавајући ризик од настанка 

оралног карцинома. 

У нормалном плочасто-слојевитом епителу слузнице, HIF-1α бојење се 

предоминантно може запазити у спинозном слоју, а знатно ређе у базалном или 

површинским слојевима. У препаратима епителне дисплазије постоје варијације, мада 

HIF-1α се може детектовати у готово свим слојевима, док се у узорцима 

планоцелуларног карцинома може видети фокална или дифузна експресија. У 

случајевима фокалне експресије, највећа концентрација постоји у окружењу поља 

некрозе или ћелијске кератинизације. Ова појава би такође могла да утиче на налаз 

високе HIF-1α експресије код одмаклих стадијума карцинома, обзиром да је некроза 

чешћи налаз код великих него код малих примарних тумора. У овом испитивању 

узимани су репрезентативни ткивни узорци ван подручја туморске некрозе, како би се 

избегао утицај непригодног узорковања. 

Ранија истраживања указивала су на значајан ефекат VEGF и 

неоваскуларизације на туморски раст и метастазирање (163-165). Упркос значајним 

сазнањима о механизмима који утичу на ангиогенезу, метастатско ширење и релапс 

након ресекције примарног тумора и придружених лимфних нодуса и даље прeдставља 
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главни проблем у клиничкој онкологији (166, 167). Стварању секундарних туморских 

депозита у великој мери доприноси неоваскуларизација, али постоје и други путеви 

којима тумори стичу већу агресивност. Кључни догађај је настанак интратуморске 

хипоксије која стабилизацијом HIF-1 активира таргет гене и на тај начин у неповољним 

условима омогућава преживљавање и пролиферацију малигних ћелија.  

Најновије истраживање корејских аутора,  публиковано у фебруару 2014. године 

извештава о међусобној повезаности експресија HIF-1α и VEGF, подржавајући концепт 

присутне активације сигналних путева зависних од хипоксије код карцинома главе и 

врата, нарочито код HPV-придружених карцинома (157). Као и код HIF-1α, повећана 

експресија VEGF у туморском ткиву HNSCC доказана је као показатељ лоше прогнозе, 

нарочито код локорегионалних напредних стадијума (168). Међутим, подаци о њеној 

корелацији са величином примарног тумора или присуством метастаза у регионалним 

лимфним чворовима су двосмислени (169, 170). 

Тумори који показују високи ниво експресије VEGF карактеришу се 

поремећеним процесом ангиогенезе (171). Њихове крвне судове одликује 

неорганизовано „клијање“, лоша перицитна покривеност као и оштећеност васкуларног 

интегритета, што дозвољава лакшу интравазацију и дисеминацију малигних ћелија 

(172). Доказано је да компромитован интегритет крвних судова повећава склоност ка 

метастазирању (173). Са друге стране, тумори са нижом експресијом VEGF и мање 

израженом ангиогенезом имају веће интеркапиларно растојање и самим тим 

подложнији су хипоксији, која другачијим путевима може утицати на туморску 

агресивност. Унутар тумора постоји субпопулација ћелија са предиспозицијом за 

метастазирање, која у хипоксичним условима подлеже епително-мезенхималној 

транзицији (ЕМТ, Epithelial to Mesenchymal Transition). HIF-1α индукован хипоксијом  

доприноси овој транзицији и тиме подстиче екстензивност клиничких карактеристика 

карцинома главе и врата (174). 

При евалуацији утицаја који фактори индуковани хипоксијом имају на настанак 

и развој планоцелуларних карцинома главе и врата, требало би узети у разматрање HPV 

статус. Доказано је да повећана експресија протеина Е6 и Е7 хуманих папилома вируса 

инхибиторно утиче на p53 сигналне путеве и дестабилизује геном домаћина, 

омогућавајући опстанак мутација које поспешују даљу карциногенезу независно од 

вирусног генома (175). Код неких тумора који не показују p53 експресију (p53 

негативни тумори) или код носиоца мутације у VHL гену може настати 
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псеудохипоксија. Овај феномен се одликује HIF-1α стабилизацијом чак и у 

нормоксичним условима. У овим случајевима постоји константан високи ниво VEGF 

експресије, без обзира на парцијални притисак кисеоника у микроокружењу.  Овакве 

аберантне форме HIF-1α стабилизације такође утичу на немогућност одређивања јасне 

корелације између VEGF експресије и клиничко-патолошких карактеристика 

карцинома главе и врата. 

У овом истраживању, утицај васкуларизације на својства планоцелуларних 

карцинома главе и врата употпуњен је одређивањем експресије CD34, тј. MVD који је у 

ранијој литератури спознат као предиктор лоше прогнозе и као фактор у корелацији са 

појавом метастатске дисеминације малигног тумора (176, 177). Weidner, који је први 

осмислио методу израчунавања MVD, 1991. године са сарадницима извештавао је о 

вредности густине крвних судова у изолованим регионима високе концентрације 

судова („врућа места“) као добром прогностичком индикатору код карцинома дојке 

(178). У наредним годинама уследила је експанзија истраживања о MVD као 

инструменту процене стадијума малигне болести, вероватноћи метастазирања или 

рецидивирања, затим преживљавања и терапијског одговора (179-184). Насупрот томе, 

резултати мета-анализе спроведене 2013. године од стране Yu-а и сарадника не иду у 

прилог повезаности горег петогодишњег преживљавања и MVD (185). Наши резултати 

подржавају ове закључке, указујући да висока вредност густине крвних судова не мора 

да буде удружена са већим Т или N стадијумом карцинома главе и врата.  

Предмет бројних истраживања биле су претпоставке да густина крвних судова у 

тумору заиста осликава степен туморске ангиогене активности, као и да се на основу 

MVD може одредити који пацијенти су кандидати за антиангиогену терапију или  

проценити ефекат тог третмана (186, 187). MVD варира међу различитим врстама 

тумора и осликава карактеристике здравог ткива од кога је тумор настао, као и 

новонасталог туморског ткива. Ове варијације не треба интерпретирати са смислом да 

неки тумори нису зависни од ангиогенезе. Без обзира колика је вредност густине 

крвних судова, чињеница је да сваки тумор зависи од ангиогенезе, што је доказао 

Folkman током 90-тих година XX века (188). Према дефиницији, MVD одговара броју 

крвних судова обојених имунохистохемијским маркером по јединици површине и 

сходно томе рефлектује интеркапиларно растојање. Стога у туморском ткиву би 

требало да постоји пропорција између густине крвних судова и броја ћелија подржаних 

од стране једног крвног суда. Дакле, упркос уобичајеном мишљењу, MVD није мерило 
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ангиогене активности или функционалног статуса неоваскулатуре, већ једноставно 

осликава највеће растојање од капилара на коме ћелије могу да преживе (189).  

Обзиром да неке туморске ћелије могу имати мање кисеоничне захтеве од 

нормалних ћелија, тумори могу имати мању вредност MVD од нормалног ткива чијом 

су трансформацијом настали. Ткиво карцинома колона показује ниже вредности MVD у 

односу на коресподентне здраве узорке, док је ситуација потпуно другачија код 

карцинома простате, обзиром да имају већу густину крвних судова у односу на здраво 

ткиво (190). Иако у литератури не постоје подаци о разлици у вредности MVD између 

ткива планоцелуларних карцинома главе и врата и здравог ткива, може се закључити да  

MVD не може бити показатељ малигне агресивности тумора. 

Појава да MVD може имати мању густину крвних судова од здравог ткива може 

се објаснити чињеницом да туморске ћелије имају слабије захтеве за кисеоником, као и 

да у хипоксичним условима могу прећи на анаеробне метаболичке путеве, а да при том 

избегну апоптозу. Дакле, иако укупна васкуларизације тумора брзо расте при туморској 

експанзији, сама густина крвних судова не мора да буде високе вредности. Из тога 

следи да не може постојати ни линеарна повезаност између нивоа раста тумора и 

ефекта антиангиогене терапије, за разлику од конвенционалне хемиотерапије која 

делује највише на ћелије у пролиферацији. 

Познато је да солидни тумори нису у могућности да порасту изван одређених 

димензија без адекватног ангажмана додатне васкуларизације. Укупан ангиогени утицај 

туморског микроокружења треба сагледати као суму активности позитивих и 

негативних регулатора ангиогенезе и зависи од особина туморског и околног здравог 

ткива. Ниво експресије одређених стимулатора ангиогенезе показује варијације међу 

појединим туморима и варира током времена и са експанзијом тумора. Стога је извесно 

да се корелација између MVD и појединачног ангиогеног регулатора не може 

успоставити код планоцелуларних карцинома главе и врата. 

Васкуларизација тумора би требало да осликава његове метаболичке захтеве, 

мада та корелација у неким случајевима није нимало једноставна. Заправо, 

метаболички захтеви тумора одређују минимални ниво васкуларизације, а када би тај 

ниво био нижи, уследила би некроза туморског ткива. Ова појава се некада може 

манифестовати код појединих тумора, обично у централном делу. За разлику од 

нормалног ткива, тумори веома често прекомерно развијају васкуларизацију, тј. 

развијају крвне судове екстензивније него што је потребно за подмирење енергетских 
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захтева. Такође, код нормалног ткива постоји јасна узрочно-последична повезаност 

између хипоксије и експресије ангиогених регулатора, док у туморском ткиву фактори 

ангиогенезе често показују сталну експресију на високом нивоу. Као што је раније 

поменуто ово се посебно може запазити код тумора без p53 експресије. Статус 

негативности p53 туморског протеина је проангиоген, кроз повећану експресију VEGF, 

IL-8 и bFGF (191, 192). 

Међу туморским крвним судовима постоји разлика у функционалности, тј. 

способности преношења кисеоника и хранљивих састојака. Такође, неки тумори 

развијају стање прекомерне хиперваскуларизације формирањем крвних судова  који 

нису од есенцијалног значаја. Инхибицијом ових слабије функционалних крвних 

судова или пак судова који су прекомерни, неће бити постигнут већи ефекат редукције 

тумора, али ако је антиангиогена терапија усмерена на ефикасне крвне судове, од којих 

зависи да ли ће туморски енергетски захтеви бити подмирени, онда терапијски исход 

може бити значајно бољи. Међутим, за сада није могуће спровести циљану терапију 

само против „ефективне васкулатуре“, те треба имати на уму да не постоји тачна 

зависност између васкуларне редукције и одговора тумора на антиангиогену терапију.  

 

 
 



 

ЗАКЉУЧЦИ 
 
 

65 

 

 

 

6.  ЗАКЉУЧЦИ 

 

На основу резултата овог истраживања може се донети закључак да код 

планоцелуларних карцинома главе и врата постоји активација сигналних путева 

зависних од хипоксије са HIF-1α као медијатором ћелијског одговора на стање 

сниженог притика кисеоника у микроокружењу. Као део ове реакције стимулисана је 

продукција васкуларног ендотелног фактора раста који активно утиче на 

неоваскуларизацију, омогућавајући стварање васкуларне мреже неопходне за 

експанзију и метастазирање тумора. 

Утицај полиморфизама P582S и A588T гена за HIF-1α на клиничко-патолошке 

карактеристике тумора није статистички сигнификантан. Повећана експресија HIF-1α 

зависних гена не може бити мерило екстензивности туморских одлика у тренутку 

започињања терапијског протокола, али вероватно има утицај на терапијски неуспех и 

рекуренцију малигне болести, што би требало даље испитати.  

Густина крвних судова не одражава ангиогену активност или функционални 

статус неоваскулатуре планоцелуларних карцинома главе и врата, те не мора да буде у 

јасној корелацији са појединачним факторима ангиогенезе. Иако је показано да 

експресија протеина VEGF у туморском ткиву може бити предиктор вредности MVD, у 

евалуацији овог односа би требало да буду укључени и други стимулатори и 

инхибитори неоваскуларизације. 

Полиморфизми P582S и A588T гена за HIF-1α се нису показали као предикторни 

фактори прогресије планоцелуларних карцинома главе и врата. Имплементација 

података о преживљавању болесника или појави релапса малигне болести током 

петогодишњег редовног праћења у већ постојеће резултате испитивања омогућиће 

испитивање прогностичког значаја поменутих полиморфизама.  

Иако је хипоксија у туморском ткиву неопходна за иницирање каскаде догађаја 

у карциногенези, постоје други кофактори који својим дејством потпомажу или 

онемогућавају настанак малигне болести. Од будућих истраживања се очекује да 

спознајом утицаја који се интерферирају у целуларни одговор на хипоксију, помогну у 

решавању загонетке која се зове карциногенеза. 
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Извод - ИД: 

Интратуморска хипоксија је врло битан догађај у канцерогенези, који 

стабилизацијом HIF-1 и активацијом различитих гена омогућава преживљавање и 

пролиферацију ћелија у неповољним условима у микроокружењу. HIF-1 се сматра 

кључним регулатором ћелијског одговора на хипоксију, а као део тог одговора долази 

до активације VEGF и других фактора који стимулишу неоваскуларизацију и 

активацију кисеонично-независних метаболичких путева, омогућавајући туморску 

експанзију и метастазирање. Спроведено клиничко испитивање  се бавило утицајем 

који полиморфизми P582S и A588T гена за HIF-1α показују на клиничко-патолошке 

карактеристике планоцелуларних карцинома главе и врата, експресију протеина HIF-1α 

и VEGF, као и на туморску густину крвних судова. Од ове докторске дисертација се 

очекује да својим дизајном омогући боље разумевање појединих механизама којима 

интратуморска хипоксија утиче на настанак и развој карцинома. Својим резултатима 

студија је довела до недвосмислених закључака о постојању активираних HIF-1α 

сигналних путева код карцинома главе и врата. 
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Abstract - AB: 

 

Intratumoral hypoxia presents as an important moment in carcinogenesis which 

stabilizes HIF-1 and by activation of different genes enables survival and cell proliferation in 

unfavorable microenvironmental conditions. HIF-1 is considered the key regulator of cellular 

response to hypoxia, and as a part of that response comes an activation of VEGF and other 

angiogenic stimulators and activation of oxygen-independent metabolic pathways, enabling 

tumor expansion and metastasis. This clinical study investigated the correlation between the 

existence of P582S and A588T polymorphisms in the HIF-1α gene on one hand, and the 

clinical-pathological characteristics of head and neck squamous cell carcinoma, expression 

level of HIF-1α and VEGF proteins, as well as tumor microvessel density on the other. This 

PhD thesis is expected to enable better understanding of individual mechanisms through 

which intratumoral hypoxia influences occurrence and development of carcinoma. Results of 

this study have brought us to unambiguous conclusions on existence of HIF-1α mediated 

signaling pathways in head and neck squamous cell cancer.  
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