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Apstrakt:  Ne postoji pouzdan imunohistohemijski (IHH) marker za dijagnostikovanje
skvamocelularnog karcinoma larinksa (SCC) ili dijagnostikovanje i gradiranje displazija larinksa. Cilj
naSeg rada je da ispitamo dijagnosticku vrednost CK8, CK10, CK13 i CK17 u diferencijalnoj
dijagnostici SCC larinksa, displazija larinksa i benignih lezija larinksa; da ispitamo korisnost navedenih
IHH markera u odredivanju statusa linija resekcije; da ispitamo korelaciju ovih markera sa stadijumom
tumora i sa prisustvom metastaza SCC u limfnim ¢vorovima. U ovu retrospektivnu studiju su bila
ukljucena 163 pacijenta, hirurski leGena u periodu izmedu 2010. i 2020. godine, sa postavljenim
dijagnozama: polipa larinksa, papiloma larinksa, papilarne keratoze larinksa, displazija larinksa niskog
i visokog gradusa i SCC larinksa. Obavljeno je imunohistohemijsko bojenje monoklonskim antitelima
na CK8, CK10, CK13 i CK17. Dva iskusna patologa su semikvantitativno skorovala IHH pozitivnost.
Analiziran je dijagnosticki i prognosticki znacaj imunohistohemijskih markera. CK13 se pokazao kao
dijagnosticki znacajan marker za razlikovanje SCC larinksa od benignih lezija larinksa (senzitivnost
100,0%, specifi¢nost 67,3%) kao i za razlikovanje displazija larinksa od benignih lezija larinksa
(senzitivnost 100,0%, specifi¢nost 67,3%). CK17, sa senzitivnoséu od 78,3% i specificnosc¢u od 67,3%,
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senzitivno$c¢u od 80,0% i specificnoséu od 61,1%, moze se koristiti za razlikovanje displazija niskog
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odredivanje statusa linija resekcije. Nije uocena korelacija izmedu ekspresije CKS8, CK10, CK13 i
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1. UVOD

Skvamocelularni karcinom larinksa je drugi po ucestalosti maligni tumor respiratornog trakta, odmah
iza karcinoma pluca (1, 2) i predstavlja petinu svih malignih tumora regije glave i vrata (3). Sirova
stopa oboljevanja od karcinoma larinksa u svetu je 4,1 na 100000 za muskarce i 0,63 na 100000 za
zene (4). Prema poslednjim dostupnim podacima, za 2014. godinu, u centralnoj Srbiji je sirova stopa
oboljevanja za muskarce bila 3,3 na 100000, a za zene 0,5 na 100000. U 2014. godini, u centralnoj
Srbiji, kod muskaraca je postavljeno 400 patohistoloskih dijagnoza karcinoma larinksa, od 460
prijavljenih slucajeva (87%), a kod zena je postavljena 51 patohistoloska dijagnoza skvamocelularnog
karcinoma larinksa, od ukupno prijavljenih 61 slucaja (83%) (5).

Dijagnoza skvamocelularnog karcinoma larinksa se postavlja uzimanjem biopsije promene. Dijagnoza
se u najvecem broju slucajeva postavlja na osnovu morfoloskih karakteristika, pri ¢emu se koristi
bojenje hematoksilin-eozin (HE), ali postoji odredeni broj dijagnosticki vrlo zahtevnih slucajeva.
Diferencijalno dijagnosticki tada u obzir dolaze sledece lezije: displazija niskog i visokog gradusa,
papilom, papilomatoza, papilarna keratoza larinksa. Neophodno je pravovremeno postaviti pouzdanu i
preciznu dijagnozu bilo maligne, bilo benigne lezije, jer se terapijski pristup znacajno razlikuje kao i
kvalitet zivota nakon terapije. Kod pacijenata sa tumorom u stadijumu T1 i T2 mogu se primeniti
konzervacione hirur§ke tehnike da bi se o¢uvala funkcija govora, dok se kod pacijenata sa tumorom u
stadijumu T3 i T4 primenjuju agresivne hirurS§ke tehnike poput laringektomije u kombinaciji sa
radioterapijom i/ili hemioterapijom. PreZzivljavanje pacijenata zavisi od stadijuma tumora. Sanse za
prezivljavanje su veée kod tumora koji su otkriveni u ranoj fazi (T1 i T2), uz stopu izlecenja do 80-
90%. Prognoza je loSija kod visih stadijuma tumora, pa prezivljavanje pada na 40% kod pacijenata u
stadijumu IV bolesti na prezentaciji. Nakon agresivnih terapijskih pristupa se znacajno smanjuje i
kvalitet Zivota pacijenata, prvenstveno zbog disfonije (6)

Primena odgovaraju¢ih imunohistohemijskih markera za postavljanje pouzdane i pravovremene
dijagnoze skvamocelularnog karcinoma larinksa je od suStinske vaznosti za pacijenta zbog
zapoc¢injanja adekvatne terapije na vreme 1 ocCuvanja kvaliteta zivota. Trenutno ne postoji
imunohistohemijski obrazac koji je pouzdan za dijagnostiku karcinoma larinksa, a imunohistohemijska
bojenja nisu detaljno ispitivana u benignim lezijama larinksa.

1.1. ISTORIJSKI ASPEKT TUMORA LARINKSA

Tumori larinksa se pominju prvi put u antickom dobu (7). Asklepijad iz Bitinije (124-40 BC) je bio
prvi anti¢ki lekar koji je predlozio laringektomiju, ili traheotomiju kod pacijenata koje je gusila
tumorska masa u larinksu (8). Italijanski lekar Marcellus Donatus je u Sesnaestom veku u svojim
delima opisao izrasline u larinksu nalik bradavicama. Tvrdio je da opisane izrasline nisu Ceste u
populaciji (7). Francuski lekar Joseph Lieutad (1703-1780.) prvi je u istoriji tumore larinksa, koje je
opisao kao velike polipoidne tvorevine, proglasio za uzrok smrti (9). Sve do 19. veka, tumori larinksa
su se retko pominjali. Infektivne bolesti, prvenstveno krup i difterija su bile najzastupljenije u patologiji
larinksa (10). ProseCan zivotni vek je bio suvise kratak da bi se razvila neoplazma larinksa, a
medicinske tehnike nisu bile dovoljno razvijene ni za dijagnostiku, ni za terapiju tumora larinksa (10).
Ryland je u svom delu “Bolesti i povrede traheje i larinksa” iz 1837. godine od ukupno 300 stranica
samo 8 stranica posvetio malignim i benignim tumorima larinksa (10). Trousseau i Belloc su 1839.
godine objavili knjigu “Laryngeal Phtisis”. U svom delu su definisali pojmove “phtisis” 1 sarkom
larinksa. Termin “Phtisis” su definisali kao hroni¢ni poremecaj larinksa koji moze dovesti do pojave
tuberkuloze ili smrti (10). Termin sarkom larinksa su koristili za leziju za koju nisu mogli da utvrde da
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li je benigna ili maligna po bioloskom ponasanju (10). Ova dva naucnika su prvi shvatili da je
klasifikacija lezija na osnovu makroskopskih osobina neadekvatna i da treba razviti novi nacin
klasifikovanja lezija larinksa (10).

Prekretnica u laringologiji je bilo otkri¢e laringoskopa. Opisano je mnogo pokusaja da se vizuelizuje
larinks. Postoje podaci da su stari Rimljani koristili uglacane komade metala, ili uglacanu oStricu noza,
da bi pregledali oralne Supljine (11). Od anti¢kog doba je bilo jo§ mnogo pokusaja da se pregleda
larinks, ali se za izumitelja laringoskopa smatra operski peva¢ Manuel Gracia. Ovaj Spanski bariton je
1855. godine objavio rad “Observations on the Human Voice”, u kome je predstavio svoj nacin
posmatranja glasnih Zica pomoc¢u dva ogledala i usmerene sunceve svetlosti (12). Sa razvitkom
laringoskopije otvorile su se nove dijagnosti¢ke i terapijske moguénosti. Morell Mackenzie, poznati
britanski laringolog napisao je 1871. godine knjigu o izraslinama na larinksu, u kojoj je tumore larinksa
klasifikovao na: “papilomata”- benigne epitelne izrasline, “fibromata” - fibrocelularne ili mukozne
polipe, “myxomata” - cisticne tumore, “sarcomata”, - vretenasto celijske, ‘“adenomata”, i
“angiomata”(10). MacKenzie je 1887. godine bio pozvan da operiSe nemackog princa Frederika, koji je
patio od disfonije i kome je laringoskopski uo¢ena promena na glasnim zicama (13). Promena je vise
puta uklanjana, ali je stalno recidivirala (13). Hirurski materijal se u to doba nije regularno slao na
patohistolosku analizu. Patohistoloska analiza je tada sluzila da se na osnovu nje odluci hoée li pacijent
biti podvrgnut operaciji, a operacije larinksa su u to vreme imale vrlo visok mortalitet (14). MacKenzie
je laringoskopski uklonio deo tumora koji je poslat cuvenom patologu Virchow-u na patohistolosku
analizu. Virchow je u nalazu napisao da je u pitanju benigna promena, koju je nazvao “pachydermia
verrucosa laryngis”(15). Mackenzie se slozio sa ¢uvenim patologom, jer je na osnovu laringoskopije,
stekao isti takav utisak (16). Frederik nije operisan, a preminuo je 1888. godine. Obavljena je obdukcija
i utvrdeno je da je bolovao od karcinoma larinksa sa metastazama u limfnim ¢vorovima (16).

Napredak u klasifikaciji tumora larinksa je ubrzo napravljen. Krajem devetnaestog veka tumori larinksa
su klasifikovani na karcinome i sarkome (17). Sarkomi su se ¢eSc¢e javljali kod muskaraca. Opisani su
kao mase nepravilnog, papilarnog izgleda. Sarkome je karakterisao spor rast i izazivanje obimne
destrukcije larinksa (7). Karcinomi su se delili na dve podgrupe: ekstrinzi¢ne i intrinzi¢ne karcinome
(7). Podela je bila napravljena na osnovu anatomske lokalizacije na kojoj se javljaju i na osnovu
klinickog ponasanja. Za intrinzi¢ne karcinome bilo je karakteristicno da se javljaju na glasnim Zicama,
tiroidnom uglu i ventrikulima (7). Odlikovao ih je papilaran izgled, §to je bilo svojstveno sarkomima
(7). U ranim stadijumima bolesti bilo ih je vrlo tesko razlikovati od sarkoma. U kasnim stadijumima
bolesti bilo ih je moguce razlikovati, jer su karcinomi ulcerisali, duboko invadirali ¢itav larinks i
metastazirali u limfne ¢vorove (7). Karakteristiéna mesta javljanja ekstrinzi¢nih karcinoma su bila:
epiglotis, interaritenoidni i ariepiglotisni nabori. Osnovna karakteristika ekstrinzi¢nih karcinoma je
bila brz rast i brzo Sirenje na farinks, tonzile i nepce (7). Felix Semon, prvi laringealni hirurg u
Londonu, prepoznao je 1906. godine pusenje kao faktor rizika za nastanak karcinoma larinksa (18).



1.2. FUNKCIONALNA ANATOMIJA | EMBRIOLOGIJA LARINKSA

Larinks je hrskavi¢ni organ Kkoji je deo respiratornog trakta. Larinks se sastoji od mukoznih membrana
koje su presavijene preko fibroznog i hrskavi¢nog skeleta (19). Sastavljen je od hrskavica, fibroznih
opni, misica i sluzokoze. Nalazi se u srednjem delu prednje regije vrata, ispod podjezi¢ne kosti, iznad
dusnika. Iza larinksa se nalazi farinks, a sa boc¢nih strana larinksa nalaze se levi i1 desni reznjevi Stitne
Zlezde. U odnosu na ki¢meni stub, pruza se od vratnog prsljena C3 do vratnog prsljena C7 (20). Sa
gornje strane se otvara ka laringealnom delu farinksa, dok se sa donje strane nastavlja na traheju.
Duzina larinksa merena od gornje granice gornjeg tiroidnog ureza do donje granice krikoidne hrskavice
iznosi od 28mm do 44mm (21). Za musSkarce je prose¢na duzina larinksa 36.5mm a za Zene 30.6mm
(21). Larinks se deli na tri regije: supraglotis, glotis i subglotis (22) (slikal).

Epiglotis

\ [/~ Hioidna kost
.| Ariepigloti&ni |
Supraglotis — A W
nabor g ‘. Tirohioidna
\ 4 membrana
Tuberkul Kvadrangularna
epiglotisa membrana
_ ) Sakula larinksa
Gloti Vestibularni
otis —
nabor Tiroidna hrskavica
Laringealna ventikula
Vokalni
. bo:
Subglotis -| ~ Dabor Tiroaritenoid
Conus
elasticus; Krikoidna hrskavica
krikovokalna \
membrana
1

Slika 1: Anatomske strukture larinksa (Modifikovano prema Standring S: Gray’s anatomy, ed 40,
Edinburgh, 2009, Elsevier Churchill Livingstone, p 582).

Supraglotis se proteze od donje povrSine epiglotisa do vestibularnih nabora (lazne glasne zice) (23).
Glotis je regija u kojoj se nalaze glasne Zice, prostor izmedu glasnih Zica (rima glottidis) i prostor ispod
glasnih Zica visine lcm (23). Pruza se od prednje komisure do procesusa vokalisa aritenoidne hrskavice
(24). Subglotis je prostor koji se nalazi izmedu donje granice glotisa i donje granice krikoidne
hrskavice (22). Supraglotis se deli na 5 regiona: suprahioidni epiglotis, infrahioidni epiglotis,
laringealnu povrsinu ariepiglotisnih nabora, aritenoid i lazne glasne zice. Larinks se snabdeva krvlju
putem arteriae laryngealis superior i arteriae laryngelais inferior. Venska drenaza se obavlja putem
veneae laryngealis superior koja se drenira u unutra$nju jugularnu venu i putem veneae laryngelais
inferior koja se preko leve brahiocefali¢ne vene drenira u donju tiroidnu venu (22).

U larinksu postoje tri potencijalna prostora koja formiraju laringealne hrskavice, ligamenti i
odgovaraju¢e membrane: preepiglotisni prostor, paraglotisni prostor i subglotisni prostor (6). Pre-
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epiglotisni prostor je prostor ispunjen masnim tkivom Kkoji se nalazi izmedu epiglotisa, tiroidne
hrskavice i tirohioidne membrane. U preepiglotisni prostor Cesto invadiraju uznapredovali tumori
supraglotisne regije (6). Paraglotisni prostor se nalazi izmedu glasnih zica i tiroidne hrskavice. U
paraglotisnom prostoru se nalaze masno i vezivno tkivo. U ovaj prostor invadiraju uznapredovali
tumori glotisne regije (6). Paraglotisni prostor komunicira sa preepiglotisnim prostorom kaudalno.
Subglotisni prostor se nalazi izmedu konusa elastikusa, mukoze subglotisnog regiona i Broyle-ovog
ligamenta (6).

Kao $to je pomenuto, larinks se dominantno sastoji od hrskavica i vezivnog tkiva. Vezivno tkivo
larinksa se organizuje u nekoliko vezivno-tkivnih barijera koje spreCavaju Sirenje tumora larinksa.
Conus elasticus je membrana koja lezi ispod sluzokoze koja povezuje krikoidnu hrskavicu sa tiroidnom
I aritenoidnom hrskavicom (6). Sastoji se od gustog vezivnog tkiva koje je bogato elastiénim vlaknima.
Conus elasticus spreava Sirenje tumora iz glotisnog u subglotisni region (6). Kvadrangularna
membrana se pruza izmedu aritenoidne hrskavice i epiglotisa i spreava §irenje tumora iz supraglotisne
u glotisnu regiju (6). Beitler i saradnici su 1975. godine opisali dve periventrikularne membrane,
centralnu i perifernu, koje spre¢avaju Sirenje tumora iz paraglotisne regije (25).

Iako hrskavi¢na i vezivno-tkivna struktura larinksa spreCavaju §irenje tumora van granica larinksa,
postoje 1 ,,slabe tacke” u gradi larinksa, kroz koje tumori mogu da se Sire van granica larinksa.
Tiroaritenoidni zjap je prostor koji se nalazi izmedu ariternoidne i tiroidne hrskavice, kroz koji tumor
moze da se §iri posteriorno (26). Tacka u kojoj se prave glasne Zice spajaju sa hrskavicom naziva se
Broyle-ovog ligament i predstavlja slabu tacku, kroz koju mogu da se Sire tumori iz preepiglotisnog
prostora (27). Tumori jo§ mogu da se $ire kroz krikotiroidne i tiroidne membrane, kao i kroz hrskavice
larinksa (6).

1.2.1. Embriologija larinksa

Embrionalno poreklo supraglotisa se razlikuje od embrionalnog porekla glotisa i subglotisa.

Supraglotis je nastao od bukofaringealnog primordijuma, koji je nastao od treéeg i Cetvrtog
branhijalnog luka iz koga su nastali i orofarinks i usna Supljina (28). Supraglotis je bogat limfnim
sudovima koji se dreniraju u limfne ¢vorove na obe strane II, 11l i IV nivoa vrata, pa zbog toga
karcinomi larinksa koji nastaju u supraglotisnoj regiji ¢esto daju metastaze limfati¢nim putem (29).
Glotis i subglotis su nastali iz dve lateralne brazde traheobronhijalnog primordijuma, koje su nastale od
Sestog branhijalnog luka, iz koga su nastali i pluca i trahea (28). Limfni sudovi glotisa i subglotisa su
retki i dreniraju se unilateralno u IV nivo limfnih ¢vorova vrata i to u prelaringealne i pretrahealne
limfne ¢vorove, pa zbog toga karcinomi larinksa, koji nastaju u glotisnoj i subglotisnoj regiji, ne daju
¢esto metastaze u limfne ¢vorove (29).

1.2.2. Histologija larinksa

U mukozi larinksa se javljaju tri tipa epitela: plocastoslojeviti epitel bez orozavanja, pseudoslojeviti
epitel respiratornog tipa 1 epitel prelaznog tipa. Epiglotis i prave glasne Zice su prekrivene
plocastoslojevitim epitelom bez orozavanja. Ventrikule, subglotis i lazne glasne Zzice prekriva
pseudoslojeviti epitel respiratornog tipa (30). Epitel prelaznog tipa se nalazi izmedu plocastoslojevitog
epitela pravih glasnih Zica 1 respiratornog epitela i supraglotisa. Epitel prelaznog tipa ¢ine bazaloidne,
ili nezrele ¢elije plocastoslojevitog epitela (30). U ovom epitelu se ne primecuje sazrevanje epitelnih
¢elija 1 celije pokazuju povecan nukleo-citoplazmatski odnos. U donje dve trefine epiglotisa, u
submukozi ventrikula i u subglotisu se nalaze seromucinozne zlezde. Najbrojnije su u laznim glasnim
zicama (30). Larinks je organ koji se sastoji od hrskavica. Epiglotis, kuneiformna i kornikulatna
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hrskavica su hrskavice elastinog tipa. Tiroidna, krikoidna i aritenoidna hrskavica su hrskavice
hijalinog tipa. Hijalina hrskavica u larinksu moze da u procesu starenja kalcifikuje i/ili osifikuje.

1.3. LEZJE | TUMORI LARINKSA

1.3.1. Polip larinksa

Polipi larinksa su neneoplasti¢ne lezije larinksa nastale kao posledica reakcije strome na infekciju i/ili
traumu (30). Uglavnom nastaju na anteriornoj trecini glasne zice. Naj¢eSc¢e su unilateralni, ali mogu biti
I bilateralni (31). Polipi larinksa su relativno ¢esti u opstoj populaciji, sa prevalencijom od 2,9% do
16,9% u populaciji koja se javila lekaru zbog problema sa glasom (32, 33, 34). U studijama koje su
radene na opstoj populaciji, prevalencija polipa larinksa je niza i iznosi 1.31% (35). Polipi se javljaju u
mladoj populaciji, u uzrastu od tridesete do Sezdesete godine zivota (36). Studije novijeg datuma, koje
su radene na opstoj populaciji, ukazuju da je ucestalost pojave polipa jednaka i u muskoj i u Zenskoj
populaciji, za razliku od starijih studija koje su ukazivale da su polipi ¢e$¢i u zenskoj populaciji (35).
Klini¢ki se manifestuju promuklos$éu i promenom osobina glasa, takozvanim “pucanjem glasa”. Veliki
polipi mogu izazvati respiratornu opstrukciju, ili simptome sli¢ne astmi (37). Na klini¢kom pregledu se
manifestuju kao pedunkularni ili sesilni izrastaji, glatke povrsine, providni, Zute ili sive boje (30).
Glavni etioloski faktor za nastanak polipa larinksa je fonetska trauma, zatim slede hroni¢ne infekcije
(laringitis), alkoholizam, pusenje, hipotiroidizam, gastroezofagealni refluks (38). Polymerase chain
reaction (PCR) metodom detektovan je Helicobacter pylori u polipima larinksa, mada njegova uloga u
nastanku polipa jo$ nije razjasnjena (39).

Patohistoloska slika polipa

Makroskopski, polipi larinksa su sesilne ili pedunkularne lezije, meke ili gumaste konzistencije,
dimenzija od nekoliko milimetara do 15 milimetara, glatke i sjajne povrsine (30). Glavna promena u
patogenezi polipa larinksa je nakupljanje te¢nosti u Reinke-ovom prostoru (30). To je prostor koji se
nalazi u glasnim zicama izmedu vokalnog ligamenta i mukoze (40). U Reinke-ovom prostoru se nalaze
snopovi rastresitog vezivnog tkiva koji se pruzaju paralelno sa ivicama glasnih zica. U Reinke-ovom
prostoru nema krvnih sudova (40).
Postoji pet histoloskih podtipova polipa larinksa (30):

1. Edematozno miksoidni - u kome se vidi submukozno nakupljanje svetlo plavog ili ruziastog

materijala u slabocelularnoj stromi varijabilne vaskularizacije (Slika 2).



LRI
Slika 2: Polip larinksa, HEx40

2. Fibrozni - u kome se vidi umereno celularna stroma, koju ¢ine uniformne ovalne ili vretenaste
¢elije. U stromi se vidi nakupljanje manje ili vece koli¢ine fibroznog tkiva.

3. Vaskularni - u submukozi se vide brojni dilatirani vaskularni prostori bez krvarenja.

4. Hijalni - u submukozi, u blizini krvnih sudova, se vidi nakupljanje acelularne mase roze boje.

5. Mesoviti tip - ima osobine prethodno nabrojnih vrsta polipa.
U epitelu polipa larinksa se vide razli¢ite promene: atrofija, hiperplazija, hiperkeratoza, a displazija i
invazivni karcinom se jako retko mogu uo¢iti (41, 42).
Elektronskom mikroskopijom je uoc¢eno da je u 20% ispitivanih polipa epitelna komponenta bez razlika
u odnosu na epitel larinksa, dok su u 80% ispitivanih polipa larinksa vide se slede¢e promene:
hiperplazija epitela; epitelne celije su glatke povrsine i ravne bez mikroizraStaja; proSirene Su
intercelularne veze i ispunjene amorfnim materijalom, §to dovodi do poremecaja grade dezmozoma
(38).

Lecenje polipa larinksa
Injekcije steroida, fonoterapija i hirurS$ko uklanjanje lezije su terapijske opcije za polipe larinksa (43).

Fonomikrohirurgija je najc¢esca izabrana opcija za uklanjanje ovih lezija (44). Neke studije su ukazale
da fonoterapija daje dobre rezultate i da uz adekvatnu fonoterapiju lezije mogu da se smanje, pa se



fonoterapija koristi i pre hirur§kog zahvata i nakon hirurSkog zahvata (45). Nakon hirur§kog uklanjanja,
stopa rekurencije je oko 10% (46).

1.3.2. Papilomi larinksa

Papilom je dobrocudni epitelni tumor resiCastog izgleda, izazvan infekcijom virusom humanog
papiloma (HPV). Papilom se sastoji od fibrovaskularnog jezgra, koje je prekriveno plocastoslojevitim
epitelom bez orozavanja (44).

Papilom larinksa je izazvan infekcijom virusom humanog papiloma (HPV) i to naj¢esce tipovima 6 i
11, mada su opisani i slucajevi infekcije tipom 18 (47). Papilom larinksa je naj¢e$¢i benigni tumor
larinksa (48). Iako se smatra naj¢e$¢im benignim tumorom larinksa, papilom je redak tumor, sa
incidencijom od 4,3/100000 kod dece i 1,8/100000 kod odraslih u Sjedinjenim Drzavama.

Nisu dostupni podaci o incidenciji papiloma larinksa u Srbiji (49). Nasuprot podacima o niskoj
incidenciji, DNK virusa humanog papiloma je detektovana u sluznici gornjih respiratornih puteva
zdrave dece i adolescenata, sa prevalencijom od 1,9% (50). Ovi podaci sugeriSu da su u patogenezu
papiloma larinksa ukljuceni i1 drugi faktori osim infekcije HPV, prvenstveno poremecaji imunog
sistema, poput neadekvatne proizvodnje antitela na HPV (51) ili smanjenog odgovora Langerhansovih
¢elija na stimulaciju IL-36y (52).

Papilomi larinksa vrlo Cesto recidiviraju, pa se zbog toga u poslednje vreme Cesto koristi izraz
rekurentna respiratorna papilomatoza, umesto papilomatoza larinksa (48). Papilomi larinksa imaju
bimodalnu starosnu distribuciju, pa se, prema uzrastu pacijenta, dele na juvenilne i adultne (48). Prema
klinickom toku papilomatoze mogu biti agresivne i neagresivne, a po broju promena solitarne i
multiple (48). Juvenilna papilomatoza je agresivni oblik bolesti, u kome je mnogo ¢es$¢a pojava
multiplih tumora, pa sustinski postoje samo dva osnovna oblika bolesti: juvenilna papilomatoza i
adultna papilomatoza (31).

Juvenilna rekurentna respiratorna papilomatoza

Juvenilna papilomatoza je oblik bolesti koji se javlja u detinjstvu i adolescenciji. NajceS¢e se
dijagnostikuje kod dece mlade od 2 godine (31). Bolest se prenosi prilikom porodaja, kada dete prolazi
kroz inficirani genitalni trakt majke (53). Vecina majki dece sa rekurentnom respiratornom
papilomatozom ima seroloski dokazanu infekciju HPV, ali samo mali broj majki je imalo vidljive
genitalne kondilome (54). Izazivaéi bolesti su virusi humanog papiloma, tipovi 6 i 11, s tim S$to je
dokazano da je HPV tip 11 povezan sa agresivnijim tokom bolesti (55). U poslednje vreme je
dokazano, da je raniji pocetak bolesti veci faktor rizika za razvoj agresivnije bolesti od tipa virusa (56).
Starosna granica izmedu juvenilne i adultne papilomatoze nije precizno odredena, ali najce$ce se
smatra da je to dvadeseta godina (57). Bolest se klini¢ki se manifestuje promuklo$¢u, stridorom i
otezanim disanjem. Ova bolest je drugi najces$é¢i uzrok hroniéne promuklosti kod dece (58). Veliki
papilomi mogu da dovedu do teSke dispneje. Operativno odstranjivanje tumora je terapija izbora. S
obzirom da je stopa rekurencije preko 50%, najveci broj pacijenata biva podrvrgnut operativnim
zahvatima najmanje tri puta do izleCenja (59). Podaci o ishodu juvenilne respiratorne papilomatoze su
razli¢iti. Po nekim autorima vecina pacijenata bude izleCena od sedme do desete godine zivota (60),
dok po drugim autorima najveci broj pacijenata bude izleCen do puberteta, ali u 20% slucajeva bolest se
ponovo javlja u odraslom dobu (31). Kao $to je ve¢ pomenuto, juvenilna papilomatoza je agresivniji
oblik bolesti i u 22,1% slucajeva moze da progredira u difuznu laringotrahealnu papilomatozu sa
zahvatanjem donjeg respiratornog trakta (61). Kao posledica ovog oblika bolesti, moguéa je i
progresija bolesti u skvamocelularni karcinom pluca i skvamocelularni karcinom regije glave i vrata
(62).
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Adultna rekurentna respiratorna papilomatoza

Adultna rekurentna respiratorna papilomatoza se karakterise pojavom papiloma uglavnom na larinksu,
a retko bolest moze da se prosiri na nazofarinks, traheobronhijalno stablo i plu¢ni parenhim (63).

Ako se bolest javi prvi put posle dvadesete godine, smatra se da je to adultna rekurentna respiratorna
papilomatoza, a ako se javi posle dvadesete godine, a pacijent je ranije bolovao od juvenilne rekurentne
respiratorne papilomatoze, smatra se da je u pitanju recidiv juvenilne rekurentne respiratorne
papilomatoze (57). Muskarci ¢eS¢e oboljevaju od zena (58). Bolest se prenosi seksualnum putem,
oralnim kontaktom sa inficiranim genitalijama (64). Kod odraslih papilomi su najc¢esée solitarni, a
rekurentni tok bolesti nije ¢est (65). Klini¢ki simptomi su promuklost, hroni¢ni kasalj, Ceste infekcije
gornjeg respiratornog trakta, dispneja (65). Metoda izbora za lecenje je hirursko uklanjanje tumora, a u
poslednje vreme, kao dodatna terapija se apliciraju i antivirusni lekovi, pa je remisija bolesti prisutna u
preko 70% slucajeva (66). Postoje podaci da 3-7% papiloma moze da maligno alterise u
skvamocelularni karcinom (67).

Patohistoloska slika

Papilom larinksa se sastoji od fibrovaskularnog jezgra koje je prekriveno plocastoslojevitim epitelom
bez orozavanja (30) (Slika 3). U fibrovaskularnom jezgru se mogu uoditi znaci inflamacije. U epitelu se
mogu videti hiperkeratoza, ortokeratoza i parkeratoza (30). Obi¢no nema izrazene displazije u epitelu
(30). Koilociti se mogu, ali i ne moraju uociti (30).

’l‘

Slika 3: Papilom Irinks, Ex20



Ukoliko se vide znaci atipije poput hiperplazije bazalnih ¢elija, izraZzenih nukleolusa, varijacije oblika 1
veli¢ine jedara, o¢ekuje se recidiv bolesti (68). Znaci inflamacije u epitelu mogu se ¢esto uociti.
Imunohistohemijsko bojenje na p16 je negativno.



1.3.3. Papilarna keratoza larinksa

Papilarna keratoza larinksa je resicasta, tumorolika, nencoplasti¢na lezija laringealne sluznice, koja se
javlja kod odraslih osoba (68). Etiologija je nejasna: utvrdeno je da ne postoji povezanost sa virusnim
infekcijama, ali se smatra da puSenje predstavlja predisponirajuci faktor za nastanak lezije (69). Javlja
se u odrasloj populaciji, uglavhom kao solitarna lezija i uglavnom ne recidivira (68). Papilarna keratoza
larinksa uglavnom nastaje na glasnicama, najcesc¢e U vidu solitarne lezije, retko veée od 2 cm (70, 71,
72 ). Maligni potencijal ove promene je nizak, ali ipak postoji (73). Neki autori smatraju da je maligni
potencijal ovih lezija ve¢i od malignog potencijala displazija epitela larinksa (74).

Patohistoloska slika

Papilarna keratoza larinksa je resi¢asta promena. Resica se sastoji od fibrovaskularnog jezgra koje je
prekriveno epitelom jasnog papilarnog izgleda sa jako izrazenom ortokeratozom ili parakeratozom, po
¢emu se razlikuju od papiloma (68) (Slika 4). U stratumu granulozumu, neposredno ispod
hiperkeratoti¢nog dela, ¢esto Se uocavaju relativno brojne, uniformne keratohijalinske granule (68). U
§tromi se moze uociti i zapaljenje koje je blagog ili umerenog intenziteta (68).

]

Slika 4: Papilarna keratoza Iarins HEx4
U papilarnoj keratozi larinksa se moze uoditi i displazija epitela, koja se onda gradira na uobicajen
nacin, a u nalazu se navodi da je u pitanju papilarna keratoza larinksa sa displazijom odgovarajuceg
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stepena (68). Diferencijalno dijagnosticki u obzir dolaze veruka vulgaris i verukozni karcinom larinksa
(75). Verukozni karcinom larinksa je patohistoloski vrlo sliCan papilarnoj keratozi, a moze se
razlikovati po prisustvu keratohijalinskih granula u povr$nom sloju epitela, koje su relativno brojne u
papilarnoj keratozi, dok ih kod verukoznog karcinoma nema (76). Takode je zapaljenje u stromi kod
verukoznog karcinoma jakog stepena, dok je kod papilarne keratoze lakog intenziteta, najvise
umerenog intenziteta (76).
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1.3.4. Displazija larinksa

Displazija larinksa je skup arhitektonskih i citoloskih promena u epitelu, koje nastaju kao posledica
nakupljanja genetskih promena, koje se mogu povezati sa povecanom verovatnocom progresije do
nastanka skvamocelularnog karcinoma (1). U literaturi ne postoje precizni i pouzdani podaci o
incidenciji displazije larinksa. MozZe se prona¢i podatak da je incidencija displazija larinksa 10,2 na
100000 stanovnika za muskarce i 2,1 na 100000 zena, i da je prosecna starost pacijenata 60 godina
(77). Ovi podaci se odnose se na pojam laringealne keratoze. Laringealna keratoza je makroskopski
pojam koji je neprecizno definisan. Pod laringealnom keratozom se podrazumeva klini¢ki vidljiv beli
keratoti¢ni plak. To je pojam koji se koristio simultano sa pojmom leukoplakija i obuhvatao je sve
promene istog makroskopskog izgleda, bez obzira na histolosko prisustvo ili odsustvo displazije.
Podaci o incidenciji displazije na evropskom kontinentu jos uvek nisu objavljeni (78).

Najvazniji faktori rizika za nastanak displazije larinksa su puSenje i prekomerna konzumacija alkohola,
kao i faktori rizika povezani sa zanimanjem (79). Rizik za nastanak displazije larinksa se povecava sa
brojem popusenih cigara tokom dana. Nekoliko istrazivanja se bavilo ovom temom. Muller i Khron su
u svom istrazivanju pusace podelili na lake (do 10 cigareta dnevno), umerene (do 20 cigareta dnevno) i
teSke (preko 20 cigareta dnevno). Zakljucili su da displazija ili karcinom larinksa nastaju kod 4,2%
nepusaca, 12,5% “lakih” pusaca, 22,9% “umerenih” pusaca i 44,7% “teSkih pusaca. Uocili su i da se
rizik za nastanak displazije 1 skvamocelularnog karcinoma smanjuje sa prestankom pusenja, ali ne
nestaje u potpunosti, jer je 12,5% osoba koje su ostavile pusenje u poslednjih 5 godina obolelo od
displazije larinksa ili karcinoma larinksa (81). Auerbach i saradnici su uodili da od displazije larinksa
ili carcinoma in situ larinksa oboli 10,2% lakih pusaca (manje od jedne kutije cigareta dnevno), 15,8%
umerenih pusaca (dve kutije cigareta dnevno) i 18,4% teSkih pusaca (vise od 2 kutije cigareta dnevno)
(82). Takode je potvrdeno da puSenje i konzumacija alkohola kumulativho poveéavaju rizik za
nastanak displazije larinksa (83). Postoje razli¢ita misljenja o gastroezofagealnom refluksu kao faktoru
rizika za nastanak displazije larinksa. Jedna studija je pokazala da gastroezofagealni refluks nije faktor
rizika za nastanak displazija larinksa (84), dok je druga studija novijeg datuma pokazala da postoji
umerena povezanost izmedu gastroezofagealnog refluksa i nastanka prekanceroznih lezija larinksa
(85). HPV ima ulogu u patogenezi oko 10% displazija larinksa i te displazije su nastale na terenu
rekurentne respiratorne papilomatoze (80). U jednoj studiji, radenoj na malom broju ispitanika, HPV
je detektovan u 6,7% slucajeva displazije larinksa (86), dok u novijoj studiji radenoj na ve¢em broju
ispitanika nije detektovan ni u jednom slucaju displazije larinksa (87).

Klinic¢ka slika

Displazija larinksa se najc¢esce javlja na glasnim Zicama. Naj€esce se lezija javlja na jednoj glasnoj Zici,
ali moZe da zahvati i obe glasne Zice. Simptomi displazije larinksa su raznoliki 1 nespecifini: promena
kvaliteta glasa, promuklost 1 hroni¢ni kaSalj. Ako se displazija nalazi u glotisnoj 1 supraglotisnoj regiji,
najéeS¢e nema simptoma i displazija se otkriva slucajno, prilikom rutinskih pregleda kod ORL
specijaliste. Ukoliko simptomi postoje, naj¢eSce su blagi na pocetku bolesti 1 perzistiraju nekoliko
nedelja do nekoliko meseci pre nego $to pacijent dode na pregled (48).

Laringoskopski se displazija manifestuje nespecifi¢nim i raznolikim nalazima. Manifestuje se u formi
leukoplakije, eritroleukoplakije, kao egzofitna masa ili kao hiperkeratoticna lezija (30). Video-laringo-
storboskopija (VLS) nije pokazala efikasnost u diferencijalnoj dijagnostici displazije i lezija sa slicnom
prezentacijom (88). Pouzdanu i definitivnu dijagnozu postavlja patolog nakon biopsije lezije.
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Patohistoloska slika

Svaki epitel ima uredenu gradu. U plocastoslojevitim epitelima razlikuju se tri sloja: bazalni, spinozni i
povrsni sloj. Ni epitel larinksa nije izuzetak. U bazalnom sloju se nalaze ¢elije male veli¢ine, oskudne
citoplazme, ovoidnog jedra, koje su perpendikularno orjentisane prema povrSini. Spinozni sloj je
nadeblji sloj epitela larinksa i nalazi se iznad bazalnog sloja. Spinozni sloj se sastoji od krupnijih ¢elija
nego $to su c¢elije bazalnog sloja, koje imaju okruglo jedro vezikularnog hromatina i obilnu eozinofilnu
citoplazmu. Povrsni sloj ¢ine ¢ine pljosnate ¢elije sa malim jedrom kondenzovanog hromatina.

U displaziji je poremecena opisana uredena grada epitela i vide se dve vrste promena : arhitektonske i
citoloSke promene. Arhitektonske promene (atipija) su posledica pove¢anog umnozavanja 1
poremecenog sazrevanja epitelnih celija. U arhitektonske promene spadaju: povecanje celularnosti
povrsnih slojeva epitela, zbijanje ¢elija sa gubitkom polariteta, poremecaj stratifikacije, produzavanje
epidermalnih papila u pravcu submukoze (Sto moze biti i reaktivna promena); poremeca;j stratifikacije,
povecéana mitotska aktivnost, prisustvo atipi¢nih mitoza, diskeratoza i paradoksalna maturacija (1).
Citoloske promene (atipija) su: anizonukleoza, nuklearni pleomorfizam, poremecen (poveéan) nukleo-
citoplazmatski odnos, nuklearna hiperhromazija (1).

Gradiranje displazija larinksa

Postoji nekoliko sistema gradiranja displazija larinksa. Kao osnov za gradiranje displazija larinksa je
uzet sistem gradiranja displazija cerviksa uterusa, gde je epitel podeljen na tre¢ine i gradus se odreduje
prema broju treé¢ina u kojima se manifestuju displasti¢ne promene (78). Ukoliko su promene prisutne
samo u donjoj trecini epitela, u pitanju je displazija niskog gradusa, ukoliko su promene prisutne u
donje dve tre¢ine epitela, u pitanju je displazija umerenog gradusa i ukoliko su promene prisutne u vise
od donje dve trecine epitela, onda se radi o displaziji visokog gradusa. Ovakav nacin gradiranja
displazije je modifikovan u viSe navrata jer se pokazao kao neadekvatan za gradiranje displazija
larinksa (78).

Zbog varijacija u patohistoloskoj slici, nepoznavanja patogenetskih mehanizama i nemoguénosti
povezivanja gradusa displazije sa prognozom displazije gradiranje displazija larinksa nije jednostavno
(78). Bilo je mnogo pokusaja da se napravi reproducibilan na¢in gradiranja, koji ima malu varijabilnost
izmedu posmatraca, na osnovu koga moZe da se predvidi mogucnost rekurencije i maligne
transformacije i koji ¢e da bude opste prihvacen.

Istorijat gradiranja displazija larinksa

Prva klasifikacija displazija larinksa, prema kojoj su displazije gradirane na osnovu nuklearne atipije na
prostu hiperplaziju, hiperplaziju sa fokalnom atipijom i karcinom in situ je napravljena 1963. godine od
strane Kleinsasser-a (89). Sledeca klasifikacija je napravljena 1971. godine kada su Kambic i Lenart
displaziju klasifikovali na prostu, atipi¢nu i abnormalnu hiperplaziju i na karcinom in situ (90). Svaka
od navedenih Klasifikacija je imala manjkavosti i nije bila Siroko prihva¢ena. U narednim
klasifikacijama je pokusavano da se modifikuje sistem klasifikacije displazije cerviksa uterusa. Praceno
je menjanje terminologije u patologiji displazija cerviksa i pokusano je da se uvedu termini analogni
terminima koji se koriste u Kklasifikacijama displazija cerviksa uterusa. Za naziv cervikalna
intraepitelna neoplazija, uveden 1969. godine u klasifikaciju displazija cerviksa uterusa, uveden je
naziv skvamozna intraepitelna neoplazija larinksa 1976. godine. 1986. godine je uveden termin
intraepitelna neoplazija larinksa (Laryngeal intraepithelial neoplasia — LIN). LIN | je bio analog
displaziji niskog gradusa, LIN Il displaziji umerenog gradusa, a LIN Il analog displaziji visokog
gradusa. Nijedan od opisanih Klasifikacionih sistema nije bio pouzdan, jer su se oslanjali na sistem
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gradiranja displazije cerviksa uterusa, pri ¢emu su razliciti patogenetski mehanizmi nastanka displazija
larinksa u odnosu na displazije cerviksa bili potpuno zanemareni (91). S obzirom da je postojalo vise
sistema gradiranja displazija larinksa, u tre¢em izdanju klasifikacije SZO tumora glave i vrata iz 2005.
godine predstavljena su tri najvise koriS¢ena sistema:

1. Sistem od pet kategorija: hiperplazija skvamoznih ¢elija, laka displazija, umerena displazija,
displazija teskog stepena i karcinom in situ.
2. Sistem skvamozne intraepitelne neoplazije (eng. Squamous intraepithelial neoplasia — SIN) od

tri kategorije: displazija lakog stepena (hiperplazija bazalnih/parabazalnih ¢elija), displazija umerenog
stepena i displazija teSkog stepena (u koju spada i carcinoma in situ).

3. Sistem od Cetiri  kategorije  Ljubljanske klasifikacije: skvamozna hiperplazija,
bazalna/parabazalna hiperplazija, atipi¢na hiperplazija i karcinom in situ.

Mane navedenih klasifikacija su bile velika varijabilnost izmedu posmatraca (92) i preveliko oslanjanje
na sistem klasifikacije displazija cerviksa uterusa, gde se gradus displazije odreduje u odnosu na
debljinu epitela u kojoj se displazija nalazi.

U odnosu na patogenezu, postoje dve vrste displazija u plo¢asto-slojevitom epitelu: keratinizujuce, ¢iji
nastanak nije povezan sa infekcijom humanim papiloma virusom i nekeratinizujuce, u ¢ijoj patogenezi
je bitna infekcija humanim papiloma virusom. Uzevsi u obzir navedenu ¢injenicu displazije cerviksa su
naj¢ese nekeratinizujuée, a displazije larinksa su najcesée keratinizujuce (93). S obzirom na gore
navedene ¢injenice, navedeni sistemi nisu bili najpogodniji za gradiranje keratinizujucih displazija. U
keratinizuju¢im displazijama izraZene arhitektonske i citoloske promene su prisutne, vrlo ¢esto, samo u
donjoj trecini plocastoslojevitog epitela, dok se u gornje dve treéine epitela vidi regularno sazrevanje
¢elija. Prema tome, osim debljine epitela, vec¢i znacaj je morao biti pridodat prisustvu diskeratoti¢nih
¢elija u celoj debljini epitela (94). Najnovija SZO Klasifikacija diplazije iz 2017. godine je bazirana na
morfoloskim kriterijumima Lubljanske klasifikacije (Tabela 1).
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Tabela 1. Morfoloski kri

terijumi za klasifikaciju displazija larinksa

Displazija niskog gradusa — Low-grade dysplasia. Niski maligni potencijal. Spektar morfoloskih promena

koje obuhvataju promene
Promene su prisutne u don

od skvamozne hiperplazije do umnozavanja bazalnog i parabazalnog sloja.
joj tre¢ini debljine epitela, dok gornji slojevi epitela zadrzavaju maturaciju

Arhitektonski Kriterijumi

Ocuvana je stratifikacija: postoji tranzicija ¢elija bazalnog sloja ili umnozenih
bazalnih/parabazalnih celija koje su upravno postavljene na bazalnu
membranu u horizontalno orijenitisane pljosnate ¢elije u visim nivoima

Spinozni sloj: spektar promena koje variraju od umnozenog celog spinoznog
sloja, do prisustva pljosnatih ¢elija samo u gornjoj polovini epitela

Bazalne i parabazalne ¢elije: spektar promena koji varira od prisustva 2 do 3
neizmenjena sloja c¢elija do umnozavanja bazalnih i parabazalnih celija u
donjoj treéini epitela.

Citoloski kriterijumi

Minimalna ¢elijska atipija

Lako povecana koli¢ina citoplazme u parabazalnim ¢éelijama (u odnosu na
bazalne celije), uvecana jedra, uniformna distribucija hromatina, nema
meducelijskih mostova

Retke mitoze regularnog oblika u bazalnom sloju ili u neposrednoj blizini
bazalnog sloja

Prisutne retke diskeratoti¢ne Celije

Displazija visokog gradusa — High-grade dysplasia ( u ovu kategoriju spadaju displazija umerenog
stepena, displazija jakog stepena i karcinom in situ). Premaligna lezija koja predstavlja spektar promena
od prisustva nezrelih ¢elija koje ispunjavaju vise od jedne trecine debljine epitela.

abnormalna maturacija

razliCit stepen poremecaja stratifikacije i polariteta ¢elija koji mogu da se
vide celom debljinom epitela

izmenjene epitelne ¢elije koje zauzimaju od polovine do cele debljine epitela

Arhitektonski
Kriterijumi:

dva podtipa: nekeratinizujuéi (tip bazalnih ¢elija) 1 keratinizujuéi (tip
spinoznih ¢elija)

razli¢it stepen poremecene morfologije papila (bati¢asti oblik, pruZanje
nanize) iz intaktnu bazalnu membranu

nema poremecaja strome

lako vidljiva ¢elijska i nuklearna atipija

uocljive varijacije velicine i oblika Celija,

varijacije intenziteta bojenja, izrazita nuklearna hiperhromazija,

Citoloski kriterijumi:

uvecani i brojniji nukleolusi.

povecan nukleo-citoplazmatski odnos, povec¢an broj mitoza u bazalnom i/ili
suprabazalnom sloju sa atipi¢nim mitozama, ili bez njih

diskeratoti¢ne apoptoticne ¢elije u celoj debljini epitela

za dijagnozu carcinoma in

situ, ako se Koristi sistem gradiranja sa tri gradusa

Modifikovano prema Odell E. et al. 2021 (78).
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Na slikama se vide dva gradusa displazije: displazija niskog gradusa (Slika 5) u koju spadaju
skvamozna hiperplazija i blaga displazija i displazija visokog gradusa (Slika 6) u koju spadaju umerena
displazija, displazija visokog gradusa i karcinom in situ. Ovaj nacin gradiranja je prikladan i za
gradiranje keratinizujuc¢ih displazija. Na ovaj nacin je pokuSano da se usklade sve dosadaSnje
klasifikacije i da se napravi najbolja korelacija izmedu patohistoloske slike i ponasanja lezija (Tabela
2).

Tabela 2. Uporedna analiza najkorisc¢enijih sistema gradiranja displazija larinksa

Nivo SZO SIN Ljubljanska Izmenjena SzO
abnormalne klasifikacija klasifikacija klasifikacija Ljubljanska klasifikacija
maturacije ¢elija | 2005 klasifikacija 2017
(SZ0 2005)
Skvamozna Skvamozna Skvamozna Low grade SIL | Displazija
hiperplazija hiperplazija hiperplazija niskog gradusa
Donja 1/3 Blaga displazija | SIN1 Bazalna/parabazalna (low-grade
hiperplazija dysplasia)
Donja 1/3 do | Umerena SIN1ili 2
1/2 displazija Atipi¢na High grade SIL
Gornja 1/2 do | Umerena hiperplazija
3/4 displazija . .
= - — SIN2 Displazija
Cela  debljina | Displazija visokog gradusa
epitela visokog gradusa (high-grade
Karcinom in Karcinom in situ Karcinom in | dysplasia)
situ situ

Modifkiovano prema Odell E. et al. 2021 (78).

Iako bolja za prakti¢nu primenu, ni nova klasifikacija displazija iz 2017. godine nije bez mana.
Slaganje izmedu posmatraca je bolje nego Sto je bio slucaj sa ranijom klasifikacijom SZO 2005., ali je
i dalje na relativno niskom nivou (95). U novoj klasifikaciji su jasno odvojene lezije sa visokim
malignim potencijalom, od lezija sa niskim malignim potencijalom, medutim, u grupi displazija niskog
gradusa nije napravljena razlika izmedu lezija bez malignog potencijala od lezija sa niskim malignim
potencijalom (96).
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Slika 5. Displazija larinksa niskog gradusa; (HEx100) *Normalan epitel Iarlnksa > Dlsplazua niskog
gradusa. Uocava se hiperplazija bazalnog i parabazalnog sloja epitela, nuklearna atipija lakog stepena,
uz oCuvano sazrevanje ¢elija i ocuvanu arhitekturu u gornje dve treéine epitela.

17



Lo P aimes . 6" : % ¥ PR Pl L 1 1 s N PR P
Slika 6. Displazija larinksa visokog gradusa; (HEx100) >U epitelu se uocava poremecaj maturacije
epitelnih Celija, delimi¢an gubitak polariteta i izrazena Celijska atipija.

L g,

Bioloski i genetski markeri

Pouzdani imunohistohemijski markeri za razlikovanje displazija niskog i visokog gradusa ne postoje,
kao ni imunohistohemijski markeri za razlikovanje displazija larinksa od lezija koje diferencijalno
dijagnosticki dolaze u obzir. Imunohistohemijski markeri koji su ispitivani u displazijama larinksa su
uglavnom markeri koji su se pokazali korisnim u dijagnostici displazija drugih regija, prvenstveno
cerviksa uterusa. Ki-67 kao dijagnosticki marker nije pouzdan, jer su displazije larinksa uglavnom
keratoti¢nog tipa i u takvim slu¢ajevima je promena ogranic¢ena na donju trecinu epitela, gde je i inace
visi proliferativni indeks, dok je u gornjim tre¢inama epitela oCuvano sazrevanje epitelnih ¢elija, sa
niskim proliferativnim indeksom (94). P16 se nije pokazao kao dijagnosti¢ki koristan marker jer je
najce$¢e negativan ili, rede, slabo fokalno pozitivan, ¢ak i u displazijama visokog gradusa (97). S
obzirom da je p53 najéeS¢e mutirani gen u displazijama larinksa i niskog i visokog gradusa,
imunohistohemijska ekspresija p53 nije ni od dijagnosti¢kog, ni od prediktivnog, ni od prognostickog
znacaja (98). Imunohistohemijska ekspresija NANOG, transkripcionog faktora koji ima veliku ulogu u
embriogenezi, ima znacajnu prediktivnu vrednost u displazijama larinksa. Zakljuceno je da se NANOG
eksprimira u lezijama koje maligno progrediraju u skvamocelularni karcinom i da je
imunohistohemijska ekspresija NANOG statisti¢ki znacajniji prediktivni faktor nego patohistolosko
gradiranje lezija (99). U jednoj skora$njoj studiji otkriveno je da su mutacije u genima FGFR3 i
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PIK3CA prisutne u lezijama koje progrediraju u skvamocelularni karcinom, a odsutne u lezijama koje
ne progrediraju. Ista studija je pokazala da su mutacije gena JAK3, MET i FBXW?7 prisutne u lezijama
koje ne progrediraju u malignitet (100).

Biolosko ponasanje displazija larinksa

Postoje razliciti podaci o prognozi displazija larinksa. Po podacima iz jedne studije iz 2001. godine
5,7% pacijenata sa displazijom niskog gradusa, 22,5% pacijenata sa displazijom srednjeg gradusa i
28,4% pacijenata sa displazijom visokog gradusa oboli od karcinoma larinksa (101). Isenberg i
saradnici su 2008. godine u istrazivanje uveli grupu pacijenata bez promena na larinksu i zakljuéili su
da kod 3,7% pacijenata bez promena na larinksu nastaje skvamocelularni karcinom larinksa, kao i da
10,1% pacijenata sa dijagnostikovanom displazijom niskog ili srednjeg gradusa oboli od karcinoma
larinksa, dok 18,1% pacijenata sa inicijalno postavljenom dijagnozom displazije visokog gradusa oboli
od karcinoma larinksa (102). U svom istrazivanju Karatayli-Ozgursoy i saradnici su 20 godina pratili
107 pacijenata sa dijagnostikovanim displazijama larinksa. Dosli su do zakljucka da 15,9% pacijenata
sa dijagnostikovanom displazijom niskog gradusa, 12,1% pacijenata sa dijagnostikovanom displazijom
srednjeg gradusa, i 23,4% pacijenata sa dijagnostikovanom displazijom visokog gradusa oboli od
karcinoma larinksa (103). Iz navedenih studija se moze zakljuéiti da za visi gradus displazije postoji
vedi rizik za progresiju u skvamocelularni karcinom. Luers i saradnici su 2014. godine nakon deset
godina pracenja grupe od 70 pacijenata zakljucili da ne postoji statisticki znacajna korelacija izmedu
gradusa displazije i rizika od progresije bolesti u skvamocelularni karcinom (104), sto je dijametralno
suprotno od svih dosadasnjih istraZivanja radenih na tu temu. U svom sistematskom pregledu dostupne
literature, Van Hulst i saradnici su objavili da je rizik od progresije u skvamocelularni karcinom od 0
do 41,7% za displaziju niskog gradusa, od 0 do 48% za displaziju srednjeg gradusa, od 14,3 do 44,4%
za displaziju visokog gradusa i od 11,1 do 75% za karcinom in situ (105). Vremenski period potrrban
za progresiju bolesti od displazije do skvamocelularnog karcinoma iznosi od 25 do 65 meseci za
displazije niskog gradusa, od 17 do 68 meseci za displazije srednjeg gradusa i od 10 do 192 meseca za
displazije visokog gradusa i karcinom in situ (103).

Lecenje i prevencija displazija larinksa

Lecenje displazija larinksa je isto kao lecenje karcinoma glotisa u ranoj fazi (106). Za slucajeve
displazije niskog 1 srednjeg gradusa preporucuje se klinicko pracenje pacijenta i eventualno ponavljanje
biopsije (105). Kada su u pitanju displazije visokog gradusa preporucuje se hirur§ko leCenje. U
najveéem broju evropskih zemalja, lezija se uklanja metodom transoralne laserske mikrohirurgije. U
Sjedinjenim DrZavama se wumesto transoralne laserske mikrohirurgije praktikuje koriS¢enje
angiolitickih lasera (106). Ukoliko nakon hirurske intervencije dode do recidiva bolesti, ili ako kod
pacijenta postoje multiple promene, u terapiju se uvode i radioterapijski protokoli (107). Radioterapija
se takode primenjuje kod pacijenata kod kojih postoji ozbiljan rizik za uvodenje u anesteziju 1 kod
pacijenata koji ne mogu da prekinu sa pusenjem (107). Pojedini autori ¢ak i preferiraju radioterapiju,
jer je nakon radioterapije znaCajno niZza pojava perzistentne disfonije nego nakon laserske hirurgije
(108). Nakon terapijske intervencije, neophodno je pracenje pacijenata. Preporuke su da se pacijenti sa
displazijom niskog ili srednjeg gradusa prate najmanje 6 meseci, a da se pacijenti sa displazijom
visokog gradusa prate 5 godina (109). U poslednje vreme se koristi metformin u terapiji displazija
larinksa. Metformin se uzima pre i posle operacije, utice na metabolizam tumorske mikrosredine 1
nakon primene metformina recidivi displasti¢nih lezija larinksa su redi (110). Po svim litraturnim
podacima, prestanak pusenja je najvazniji faktor prevencije za nastanak prekanceroznih lezija larinksa,
kao i za sprecavanje nastanka recidiva nakon tretmana displazije (111).

19



1.3.5. Skvamocelularni karcinom larinksa

Skvamocelularni karcinom je maligni tumor epitela koji ima skvamoznu diferencijaciju (1).
Skvamocelularni karcinom larinksa je drugi po ucestalosti maligni tumor respiratornog trakta, odmah
iza karcinoma pluca (1, 2) i predstavlja petinu svih malignih tumora regije glave i vrata (3). Sirova
stopa oboljevanja od karcinoma larinksa u svetu je 4,1 na 100000 za muskarce i 0,63 na 100000 za
zene (4). Prema poslednjim dostupnim podacima, za 2014. godinu, u centralnoj Srbiji je sirova stopa
oboljevanja za muSkarce bila 3,3 na 100000 a za zene 0,5 na 100000. U 2014. godini u centralnoj
Srbiji, kod muskaraca je postavljeno 400 patohistoloskih dijagnoza karcinoma larinksa, od 460
prijavljenih slucajeva (87%), a kod Zena je postavljena 51 patohistoloska dijagnoza skvamocelularnog
karcinoma larinksa, od ukupno prijavljenog 61 slucaja (83%) (5). Skvamocelularni karcinom larinksa
Postoje podaci da su zabelezeni slucajevi skvamocelularnog karcinoma larinksa 1 u decijem uzrastu
(114). Muskarci ¢esce oboljevaju od Zena (115), ali je poslednjih godina sve vise zena obolelih od
skvamocelularnog karcinoma larinksa, §to se pripisuje, pre svega povecanoj prevalenciji pusenja
duvana u Zenskoj populaciji (116). Po poslednjim podacima, petogodisnje prezivljavanje je 63%, §to je
za 2% manje od petogodiS$njeg prezivljavanja pre 40 godina (117).

Glavni faktori rizika za nastanak skvamocelularnog karcinoma larinksa su pusenje cigareta i
konzumacija alkohola. DuZzina pusackog staza i1 broj popuSenih cigareta povecavaju rizik od nastanka
skvamocelularnog karcinoma larinksa. Umereni pusa¢i imaju 10 do 15 puta povecan rizik nego
nepusaci, a teSki pusaci imaju ¢ak 30 puta veéi rizik nego nepusaci (118, 119). Kod bivsih pusaca, tek
nakon 15 godina od prestanka puSenja rizik od nastanka skvamocelularnog karcinoma larinksa se
izjednacava sa rizikom kod nepusaca (119).

Konzumacija alkohola je znacajan faktor rizika, ali ipak manje znacajan nego pusenje. Rizik za
nastanak karcinoma larinksa je 3,8 puta veci kod pusaca nego kod teskih alkoholi¢ara (konzumacija
viSe od 8 pica tokom dana) nepusaca (120). Dokazano je da konzumacija alkohola i puSenje cigareta
imaju kumulativni efekat za povecanje rizika od nastanka skvamocelularnog karcinoma larinksa (120)
Osim duvanskog dima 1 alkohola, postoji jo§ manje zna€ajnih faktora rizika. IzloZenost azbestu je
faktor rizika 1 zakljueno je da je potrebno bar 27 godina izloZenosti azbestu za nastanak
skvamocelularnog karcinoma larinksa i da je prose¢no vreme od prvog izlaganja azbestu do pojave
klinicki manifestnog tumora u proseku 30 godina (121). Profesionalna izloZenost agensima poput
policlikliénih aromati¢nih ugljovodonika i prasine koja se stvara u tekstilnoj industriji takode povecava
rizik za nastanak skvamocelularnog karcinoma larinksa (122). Konzumacija crvenog mesa predstavlja
faktor rizika, dok unoSenje namirnica koje su bogate biljnim vlaknima ima protektivan efekat (123,
124). U jednoj metaanalitickoj studiji, u kojoj su obradeni podaci skupljeni od 1964. do 2015. godine,
zakljuceno je da je 30% skvamocelularnih karcinoma larinksa povezano sa infekcijom HPV (125).
Druge studije su pokazale da je uloga HPV u kancerogenezi karcinoma larinksa nejasna, jer metodi
detekcije HPV korisc¢eni u prethodnim studijama (detekcija p16 u tumorskom tkivu) ne ukazuje na
povezanost tumora sa prisustvom humanog papiloma virusa (126, 127). Postoje razli¢ita misljenja o
gastroezofagealnom refluksu kao faktoru rizika za nastanak skvamocelularnog karcinoma larinksa.
Jedna studija je pokazala da gastroezofagelani refluks nije faktor rizika (84), dok je druga studija
novijeg datuma pokazala da postoji umerena povezanost izmedu gastroezofagelanog refluksa i
nastanka prekanceroznih lezija i skvamocelularnog karcinoma larinksa. (85).

Skvamocelularni karcinom larinksa se naj¢esce javlja u supraglotisnoj regiji larinksa, potom u glotisnoj
regiji i najrede u subglotisnoj regiji larinksa (128). Simptomi zavise od regije u kojoj se tumor nalazi.
Tumori koji se nalaze u glotisnoj regiji manifestuju se simptomima poput promuklosti u ranom
stadijumu bolesti (113). Za razliku od tumora glotisne regije, tumori supraglotisne regije postaju
simptomatski u kasnijem stadijumu bolesti i obi¢no se manifestuju bolom, disfagijom i promuklo$¢u
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(113). Makroskopski izgled skvamocelularnog karcinoma larinksa je nespecifi¢an. Moze izgledati kao
ravan tumor izdignutih ivica, kao egzofitni, endofitni, ili papilarni tumor, sa ulceracijom ili bez nje
(129).

Patohistoloska slika

Skvamocelularni karcinom je tumor koji ima skvamoznu diferencijaciju i ima invazivni rast. Osobine
skvamozne diferencijacije su prisustvo keratinizacije (sa formiranjem keratinskih perli ili bez njih) i
prisustvo intercelularnih mostova (1). Znaci invazije su narusen integritet bazalne membrane, odnosno
prisustvo pojedina¢nih tumorskih ¢elija, grupa tumorskih ¢elija i ostrva tumorskih ¢elija u subepitelnoj
stromi (130). Invaziju prate poremecaji arhitekture strome poput dezmoplasticne reakcije strome na
tumorske Celije, ili stvaranje granulomatozne reakcije na Kkeratin sa prisustvom dzinovskih
multijedarnih celija tipa oko stranog tela (30). Znaci invazije su i prisustvo tumorskih ¢elija u krvnim
sudovima (intravaskularna invazija) i prisustvo tumorskih ¢elija oko nerava (perineuralna invazija)
(30). Skvamocelularni karcinom larinksa se gradira na dobro diferentovani, srednje diferentovani i loSe
diferentovan prema sli¢nosti sa normalim epitelom, stepenu celijskog pleomorfizma, broju mitoza i
prisustvu patoloS§kih mitoza (1). Dobro diferentovani karcinom po morfoloskim osobinama li¢i na
normalan plocasto-slojeviti epitel. Sastoji se od velikih keratinocita sa obilnom eozinofilnom
citoplazmom, bazalnih ¢elija koje su obi¢no rasporedene po periferiji tumora; prisutni su meducelijski
mostovi, fokusi keratinizacije i mitoze su retke (Slika 7).

/
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Prisustvo keratinizacije nije klju¢an patohistoloski znak koji ukazuje na dobro diferentovani
skvamocelularni karcinom larinksa (1). U srednje diferentovanom skvamocelularnom karcinomu se
uocava izrazeniji ¢elijski pleomorfizam, fokusi keratinizacije su redi, mitoze su brojnije, a uocavaju se i
patoloske mitoze (1). U slabo diferentovanom skvamocelularnom karcinomu se uoc¢ava jo§ izrazeniji
¢elijski pleomorfizam, ¢elije izgleda bazalnih ¢elija su jako brojne, ili dominiraju, fokusi keratinizacije
su retki, ili ih nema uopste, meducelijski mostovi su retki, ili ih nema uopste, mitoze su jako brojne bilo
patoloske, bilo normalne (1).

Imunohistohemijski markeri

Ne postoje imunohistohemijski markeri koji su specifi¢ni za skvamocelularni karcinom larinksa (1).
Skvamocelularni karcinom larinksa eksprimira citokeratine i obrazac ekspresije citokeratina zavisi od
stepena diferencijacije tumora (130). Dobro diferentovani karcinomi eksprimiraju citokeratine koje
eksprimira i normalan plocasto slojeviti epitel larinksa (citokeratini visoke molekularne tezine) dok
slabo diferentovani karcinomi pokazuju ekspresiju citokeratina niske molekularne tezine (131). Smatra
se da tumori sa vefim procentom celija pozitivnih na Ki-67 (visi proliferativni indeks) ceSce
metastaziraju u limfne ¢vorove (132). P16 moze da bude pozitivan u skvamocelularnom karcinomu
larinksa, ali je dokazano da ne ukazuje na prisustvo HPV u tumorskim c¢elijama (126, 127). U jednoj
studiji je uoceno da se EGFR vise eksprimira u tumorima koji su slabije diferentovani i da je ekspresija
EGFR povezana sa kra¢im prezivljavanjem (133). Uoceno je da se CKI17 eksprimira u
skvamocelularnom karcinomu larinksa, ali se ne eksprimira u normalnom epitelu larinksa, pa je CK17
predloZen kao potencijalni dijagnosticki marker (134).

Patohistoloski prognosticki parametri.

Diferencijacija

Postoje razli¢ita miSeljanja o znacaju diferencijacije skvamocelularnog karcinoma larinksa. Postoje
stavovi da su slabije diferentovani tumori agresivnijeg bioloskog ponasanja, dok istovremeno postoje
stavovi da diferencijacija ne utice na biolosko ponasanje tumora. Glavni kamen spoticanja je vrlo
subjektivno odredivanje gradusa karcinoma (1)

Invazivni front tumora

Tumor moze da raste infiltrativno, ekspanzivno ili da pokazuje kombinaciju ova dva tipa rasta. Smatra
se da bolju prognozu imaju tumori koji rastu ekspanzivno (ostrva tumorskog tkiva koja pokazuju vrlo
jasno definisanu granicu u odnosu na okolno tkivo) (135, 136).

Vaskularna i perineuralna invazija
Vaskularna invazija predstavlja prisustvo tumorskih ¢lija u krvnim 1 limfnim sudovima dok
perineuralna invazija predstavlja prisustvo tumorskih ¢elija u nervu i/ili okolini nerva. Tumori u kojima
postoji vaskularna i perineuralna invazija ¢esc¢e recidiviraju i ¢eS¢e metastaziraju u limfne ¢vorove i
¢esce daju udaljene metastaze (1).

Ekstrakapsularno Sirenje metastaza iz limfnimih ¢vorova

Ekstrakapsularno Sirenje je penetracija tumora kroz kapsulu limfnog ¢vora u okolno tkivo 1 moze biti
makroskopsko (vidljivo golim okom) i mikroskopsko (vidljivo isklju¢ivo pod mikroskopom) (137).
Pojava ekstrakapsularnog Sirenja predstavlja lo§ prognosticki faktor, jer karcinomi sa
ekstrakapsularnim Sirenjem metastaza imaju vecu stopu rekurencije i ¢eS¢e daju udaljene metastaze (1).
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Linije resekcije

Cistim linijama resekcije se smatraju linije resekcije na kojima nema invazivnog karcinoma, karcinoma
in situ niti displazije (1). Postoje razli¢ita miSljenja o dovoljnoj udaljenosti linija resekcije od tumora.
Neki autori smatraju da je dovoljno da linije resekcije budu udaljene 5mm od tumora, dok drugi autori
smatraju da je dovoljna udaljenst od tumora 2mm (1). Po naSem saznanju ne postoji
imunohistohemijski marker koji bi se mogao koristiti za odredivanje linija resekcije. Ciste linije
resekcije se smatraju boljim prognostickim faktorom 1 pacijenti sa tumorima koji nisu bili na linijama
reskecije duze prezivljavaju, a kod takvih pacijenata su redi recidivi tumora (138).

Klini¢ki prognosticki faktori

Stadijum

Stadijum tumora je najvazniji prognosticki faktor za skvamocelularni karcinom larinksa i stadijumi se

odreduju na osnovu TNM klasifikacije (139).

TNM Kklasifikacija tumora larinksa (139)

T Primarni tumor

Tx Ne moze se proceniti da li ima tumora

TO Nema dokaza o postojanju primarnog tumora

Tis carcinoma in situ

Supraglotis

T1 Tumor ograniCen na jedno mesto u supraglotisu, uz
normalnu pokretljivost glasne zice

T2 Tumor invadira mukozu vise od jednog dela supraglotisa ili
glotisa, ili regiona izvan supraglotisa (npr. mukozu baze jezika,
valekulu ili medijalni zid piriformnog sinusa), a da pri tom ne
fiksira larinks.

T3 Tumor oganicen na larinks i fiksira glasne zice i/ili invadira
bilo Sta od sledeceg: postkrikoidni region, pre-epiglotisni
prostor, paraepiglotisni prostor, unutrasnji korteks tiroidne
hrskavice.

T4a Tumor probija tiroidinu hrskavicu i/ili invadira tkivo izvan
larinksa, npr, traheju, meka tkiva vrata ukljucujuéi
duboke/spoljasnje misice jezika, Stitnu zlezdu, ezofagus

T4b  Tumor invadira prevertebralni prostor, ili strukture
medijastinuma ili obavija karotidnu arteriju.

Glotis

T1 Tumor ogranien na glasnu Zzicu(e) (moze da zahvata
anteriornu ili posteriornu komisuru), uz normalnu pokretljivost
glasne zice.

T1a - Tumor zahvata jednu glasnu zicu.

T1b- Tumor zahvata obe glasne Zice.

T2 Tumor se §iri na supraglotis i/ili subglotis sa ili bez
poremecene pokretljivosti glasne Zice.

T3 Tumor ogranicen na larinks sa fiksiranjem glasne zice i/ili
invadira paraglotisni prostor i/ili unutrasnji korteks tiroidne
hrskavice.

T4a Tumor probija spoljasnji korteks tiroidne hrskavice i/ili
invadira tkiva izvan larinksa, npr. traheju, meka tkiva vrata
ukljucujuéi duboke/spoljasnje miSice jezika, S$titnu zlezdu,

ezofagus.

T4b  Tumor invadira prevertebralni prostor ili strukture
medijastinuma ili obavija karotidnu arteriju.

Subglotis

T1 Tumor ogranic¢en na subglotis
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T2 Tumor se Siri na glasnu zicu(e), koje su ocuvane ili
poremecene pokretljivosti.

T3 Tumor ogranicen na larinksa sa fiksiranim glasnim zicama.
T4a Tumor probija krikoidnu ili tiroidinu hrskavicu i/ili
invadira tkivo izvan larinksa, npr, traheju, meka tkiva vrata
ukljucujuéi duboke/spoljasnje misi¢e jezika, Stitnu zlezdu,
ezofagus

T4b Tumor invadira prevertebralni prostor ili
medijastinuma ili obavija karotidnu arteriju.

N — Regionalni limfni ¢vorovi (limfni ¢vorovi vrata)
NX Ne mogu se proceniti regionalni limfni ¢vorovi
NO Nema metastaza u regionalnim limfnim ¢corovima

N 1 Metastaza u jednom ipsilateralnom limfnom ¢voru ¢iji je
najveéi preénik <3 cm

N2 Metastaze opisane ipod kao N2a, N2b, ili N2c

N2a Metastaza u jednom ipsilateralnom limfnom ¢voru &iji je
najveéi precnik veéi od 3cm, a <6cm.

N2b Metastaze u multiplim ipsilateralnim limfnim ¢vorovima
¢iji je najevaci pre¢nik <6cm.

N2c Metastazeu bilateralnimili  kontralateralnim
¢vorovima ¢iji je najvedi preénik <6cm.

N3 Metastaze u limfnom ¢vori ¢iji je najveci preénik veci od
6cm.

strukture

limfnim

Napomena: Limfni ¢vorovi srednje linijje se smatraju

ipsilateralnim

M — Udaljene metastaze

MO Bez udaljenih metastaza

M1 Prisutne udaljene metastaze

Stadijumi

Stadijum 0 Tis NO MO

Stadijum | T1 NO MO

Stadijum 11 T2 NO MO0

Stadijum 1l T1-2 N1 MO
T3 NO-1 MO

Stadijum IVA T1-3 N2 MO
T4a NO-2 MO

Stadijum IVB T4b bilo koji N MO

Bilo koji T N3 MO
Stadijum IVC Bilo koji T bilo koji N M1



Lokalizacija.

Lokalizacija tumora predstavlja bitan prognosticki faktor. Karcinom moze biti lokalizovan u
supraglotisnoj, glotisnoj i subglotisnoj regiji.

Skvamoclularni karcinom supraglotisne regije

Skvamocelularni karcinom supraglotisne regije zahvata strukture supraglotisa: epiglotis (laringealnu i
lingvalnu povrsinu), ariepigloti¢ni nabor, aritenoide, lazne glasne Zice i ventrikule (30). Ovi karcinomi
predstavljaju oko 35% svih skvamocelularnih karcinoma larinksa (30). NajceS¢e se prezentuju kao
ulcerisan tumor koji moze da bude ravan, egzofitan, rede papilaran, a patohistoloski je najcesc¢e srednje
ili loSe diferentovan (30). Najcesce se Siri u preepiglotisni prostor, piriformni sinus, ili prema bazi
jezika, a retko invadira tiroidnu hrskavicu (1). S obzirom da se u supraglotisnom regionu nalazi bogata
mreza limfnih sudova, skvamocelularni karcinomi ove regije imaju visok potencijal da metastaziraju u
limfne ¢vorove dok je tumor jo§ uvek u ranom stadijumu (30). Prose¢no petogodi$nje prezivljavanje sa
skvamocelularnim karcinomom supraglotisne regije je izmedu 65% i 75% (140).

Skvamocelularni karcinom glotisne regije

Skvamocelularni karcinom larinksa glotisne regije zahvata strukture glotisa: prave glasne Zice, prednje
i zadnje komisure (30). Glotis je najée$¢e mesto na kome se javlja karcinom larinksa i oko 60%-65%
karcinoma se javlja u ovoj regiji (30). Makroskopski, tumori ove regije nisu veliki, a patohistoloski su
najcesce dobro, ili srednje diferentovani (30). Skvamocelularni karcinomi regije glotisa su najcesce
lokalizovani na jednoj glasnoj zici, mada u vi§im stadijumima bolesti mogu da se prosire na suprotnu
glasnu Zicu, u supraglotis, ili subglotis, a mogu i da probiju tiroidnu hrskavicu i da invadiraju meka
tkiva vrata (1). U T1 stadijumu skvamocelularni karcinom glotisne regije ima odli¢nu prognozu i
petogodisnje prezivljavanje je izmedu 82% 1 96%. U stadijumu T2 petogodiSnje prZivljavanje je nesto
nize 1 iznosi 51% do 85%, u stadijumu T3 je petogodiSnje prezivljavanje 48%-59%, a u stadijumu T4 je
od 0% do 30% (141, 30).

Skvamocelularni karcinom subglotisne regije

Skvamocelularni karcinom subglotisne regije je karcinom koji zahvata region koji poéinje 1cm ispod
vrha ventrikule 1 pruza se do ivice krikoidne hrskavice. Ova lokalizacija karcinoma je najreda i do 5%
karcinoma larinksa se javlja u ovoj oblasti (30). Karcinomi subglotisne regije su obi¢no veliki i duze
vreme su asimptomatski, dok se ne prezentuju simptomima opstrukcije vazdusnih puteva (30).
Patohistoloski su najcesée slabo diferentovani skvamocelularni karcinomi (30). Karcinomi ove regije se
obi¢no §ire u zid traheje, Stitnu zlezdu i ezofagus (1). Karcinomi ove regije imaju najgoru prognozu i
petogodisnje prezivljavanje iznosi od 0-40% (30).

Ostali faktori

Faktori koji mogu da imaju uticaj na prognozu su na prvom mestu starost pacijenta (142), potom
komorbiditeti (143), opste stanje pacijenta (142), prestanak pusenja i konzumacije alkohola (144).
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Klinicka slika skvamocelularnog karcinoma larinksa

Simptomi karcinoma larinksa su razli¢iti i zavise od anatomske lokalizacije tumora (145). S obzirom da
tumori supraglotisne lokalizacije ¢eS¢e metastaziraju I da se klinicki prezentuju u uznapredovalom
stadijumu bolesti, klinicki se manifestuju kao tumefakcija na vratu, prigusenjem glasa, simptomima
disfagije i u slu¢ajevima kada je tumorska masa veca, simptomima opstrukcije disajnih puteva (145).
Tumori glotisne lokalizacije se obi¢no otkrivaju u ranom stadijumu, pa su prvi simptomi koje daju
uglavnom vezani za promene glasa - trajna promuklost (145). Cesto se javljaju i bol u uvu, hroni¢ni
kasalj, stridor, disfagija i hemoptizije. Tumori subglotisne lokalizacije se klini¢ki manifestuju
simptomima opstrukcije disajnih puteva (145).

Dijagnostika skvamocelularnog karcinoma larinksa

Laringoskopija fleksibilnim laringoskopom, iako dosta potcenjena, metoda je izbora kojom se najbolje
vizuelizuje larinks (146). Rezultati dobijeni ovom metodom su komplementarni rezultatima dobijenim
rigidnom laringoskopijom, a prednosti ove metode su to §to ne zahteva uvodenje pacijenta u totalnu
anesteziju (radi se u lokalnoj anesteziji), a dobije se uvid u pokretljivost glasnih Zica, $to nije slucaj sa
endoskopijom rigidnim laringoskopom (146). Metodom laringoskopije rigidnim laringoskopom se
uzima biopsija lezije. Laringoskopija rigidnim laringoskopom se obavlja u opstoj anesteziji i treba da je
obavlja hirurg uz pomoc¢ anesteziologa. Hirurg moze proceniti da li se transoralnim putem moze
ukloniti lezija, a anesteziolog moze proceniti da li su potrebne dodatne anestezioloSke mere poput jet-
ventilacije(146).

Neophodan je 1 radioloski pregled pacijenta koji ukljuCuje snimanje pacijenta metodama
kompjuterizovane tomografije (CT) ili magnetnom rezonancijom (MR), koja je bolji izbor za procenu
invazije hrskavice (146). Neophodno je uraditi i rendgenski snimak grudnog kosa zbog otkrivanja
potencijalnih metastaza.

Na osnovu patohistoloSkog nalaza, pregleda laringoskopom 1 radioloSkih nalaza, tim lekara odlucuje o
najboljim opcijama za le¢enje pacijenta.

Terapija skvamocelularnog karcinoma larinksa

Terapija skvamocelularnog karcinoma larinksa u ranom stadijumu (T1i T2)

Stadijumi T1 i T2 se smatraju ranim stadijumima skvamocelularnog karcinoma larinksa (146).
Karcinomi u T2 stadijumu imaju ve¢i mogucnost rekurencije (146). Terapijski modaliteti koji se koriste
u ranom stadijumu skvamocelularnog karcinoma larinksa su transoralna laserska mikrohirurgija (TLM)
ili radio terapija (RT), ili kombinacija ova dva terapijska modaliteta (146). Odabrati najbolji terapijski
pristup nije lako i postoje velike dileme pri odabiru optimalnog terapijskog pristupa. Najbolji terapijski
pristup treba da omoguéi najduze prezivljavanje i da nakon njega funkcije glasa i gutanja budu
najoptimalnije ocCuvane. Postoje podaci da je petogodiSnje prezivljavanje vrlo slicno nakon
radioterapije kao jedine terapijske procedure u odnosu na lasersku mikrohirurgiju kao jedini terapijski
modalitet (147). U studijama je procenjivan i kvalitet glasa i ocenjeno je da je kvalitet glasa bolji nakon
radioterapije kao terapije izbora (148). U poslednje vreme su ovi rezultati dovedeni u pitanje. U jednoj
studiji novijeg datuma uporedeno je petogodiSnje prezivljanje nakon radioterapije kao jedinog
terapijskog modaliteta i hirurgije kao jedinog terapijskog modaliteta i kombinacije hirurgije i
radioterapije. Doslo se do zakljucka da je petogodiSnje prezivljavanje bolje nakon TLM (90%) nego
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nakon radioterapije (83%) a da postoji vrlo mala razlika u petogodi$njem prezivljavanju izmedu TLM
(90%) i kombinacije TLM i RT (91%) (149). Mnoge studije koje se bave ovom problematikom su u
toku 1 izgledno je da ¢e se u buduénosti pronaci optimalan tretman skvamocelularnog karcinoma u
ranom stadijumu.

Terapija skvamocelularnog karcinoma u T3 stadijumu

Postoji nekoliko terapijskih opcija za leGenje skvamocelularnog karcinoma u stadijumu T3. Ove opcije
obuhvataju totalnu laringektomiju, koja je do sredine osamdesetih bila terapija izbora, zatim,
radioterapiju, hemioterapiju ili neku od kombinacija ovih terapijskih modaliteta (146). Najveca dilema
oko izbora terapije je nac¢i optimalnu terapijski pristup koji ¢e obezbediti najduze prezivljavanje i
najbolji kvalitet Zivota. U nekoliko studija koje su istrazivale stavove pacijenata izvedeni su zakljucci
da je pacijentima bitniji kvalitet Zivota u odnosu na duzinu prezivljavanja (150, 151). Kombinovana
radioterapija sa primenom hemioterapeutika, ili sa primenom Cetuksimaba (monoklonalno antitelo koje
blokira receptor za epidermalni faktor rasta (eng Epidermal Growth Factor Receptor — EGFR)), daje
najbolje rezultate u ocuvanju funkcije larinksa, dok je nakon totalne laringektomije najbolje
petogodisnje prezivljavanje (146). Totalna laringektomija je terapija izbora za pacijente koji imaju
poremecaj funkcije larinksa i farinksa i fiksiranu glasnu Zicu (146). Za pacijente kojima bolest nije
diseminovana na strukture vrata, adjuvantna terapija nije potrebna (146). Neinvazivna terapija koja
podrazumeva kombinaciju radioterapije sa Cetuksimabom je metod izbora za pacijente koji imaju
bolest lokalizovanu na larinks, bez infiltracije hrskavice, bez opstrukcije vazdusnih puteva, koji su
dobrog opsteg stanja, bez komorbiditeta (146).

Terapija skvamocelularnog karcinoma u T4 stadijumu

Terapija izbora za skvamocelularni karinom larinksa u T4 stadijumu je laringektomija (146).
Radioterpija ne uti¢e na tumore koji su invadirali hrskavicu. Opcije su ili parcijalna laringektomija kod
manjih tumora, ili totalna laringketomija za veée tumore (146).
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1.4. Citokeratini

Citokeratini su grupa strukturnih proteina koji se nalaze u epitelu. To su heteropolimeri koji se sastoje
od parova intermedijarninh filamenata. Intermedijarni filamenti su jedna od tri glavne grupe
citoskeletnih filamenata kod visih eukariota. Naziv “intermedijarni” se odnosi na njihovu duzinu od
10nm, jer se po duzini nalaze izmedu mikrofilamenta (u koje spada aktin), koji imaju duZinu od 6-8nm
I mukrotubula koji imaju duzinu preko 25nm (152). Citokeratini su brojna porodica proteina i postoje
Cak 54 gena koji enkodiraju citokeratine (153). Citokeratini imaju vrlo precizno definisan obrazac
ekspresije. Postoje citokeratini koji se eksprimiraju samo u odredenim stadijuma diferencijacije
epitelne Celije, ili samo u odredenom tipu epitela (154). Najvaznija uloga citokeratina je odrzavanje
strukturnog integriteta ¢elija, ali osim toga, ufestvuju u mnogim drugim vaznim procesima poput
regulisanja mnogobrojnih procesa na subcelijskom nivou; ucestvuju u zarastanju rana i uti¢u na
apoptozu (154). Na osnovu molekularne tezine dele se na citokeratine visoke i niske molekularne
tezine, a na osnovu izoelektri¢ne tacke se dele na Kisele i bazne. Uglavnom se javljaju u paru, Kiseli sa
baznim, ili citokeratin niske molekularne teZine sa citokeratinom visoke molekularne teZine.
Citokeratini 9 do 19 su intermedijarni filamneti tipa I, kiselog su tipa i imaju malu molekularnu tezinu
koja iznosi od 40 do 56,6kDa. Keratini od 1 do 8 su bazni, pripadaju intermedijarnim filamentima tipa
IT i imaju veliku molekularnu tezinu koja iznosi od 53 do 68kDa (155). U nasem istrazivanju smo
ispitivali ekspresiju CK8, CK10, CK13 i CK17.

1.4.1. Citokeratin 8

Citokeratin 8 (CK8) je primarni citokeratin prostih, jednorednih epitela i nalazi se u paru sa
citokeratinom 18 (CK18). Nalazi se u epitelnim celijama koje su sa jedne strane u kontaktu sa
ekstracelularnim matriksom, a sa druge strane u kontaktu sa lumenom duktusa, ili sa spoljasnjom
povrsinom (156). Smatra se da su upravo CK8 i CK18 prvi citokeratini koji su se pojavili u procesu
evolucije, a ujedno su i prvi citokeratini koji se sintetiSu u embrionu, pre procesa implantacije embriona
(157). Geni koji enkodiraju CK8 nalaze se na hromozomu 12, §to ga, uz CK18, razlikuje od ostalih
intermedijarnih filamenata tipa | za koje se geni koji ih enkodiraju nalaze na hromozomu 7 (152).
CK&8/18 se eksprimiraju u cilindiricnom epitelu koji oblaze duktuse, crevnom epitelu 1 mezotelu, ali
nisu jedini par citokeratina koji se eksprimira u navedenim celijama. U hepatocitima, acinusnim
¢elijama pankreasa i epitelnim ¢elijama proksimalnih tubula bubrega CK8/18 postoje kao jedini par
keratina (154). CK8/CK18 se mogu fokalno eksprimirati u suprabazalnom sloju nekeratinizuju¢eg
plocastoslojevitog epitela (158). Osim u epitelnim ¢elijama, CK8/CK18 se mogu eksprimirati i u
mezenhimalnim ¢éelijama poput glatkomisi¢nih ¢éelija i fibroblasta u limfnim évorovima (159).

Primarna uloga CK8/18 nije odrzavanje strukturnog integriteta (160), ali njihove uloge su veoma
znadajne. CK8/CK 18 imaju protektivnu ulogu u hepatocitima. Cuvaju hepatocite od oSteéenja i stresa
tako $to se ponasaju kao fosfatni “sunderi” i upijaju stresom aktivirane kinaze (161). Imaju jako bitnu
ulogu u ocuvanju funkcije placentne barijere, tako Sto spreavaju apoptozu indukovanu TNF-om (eng.
Tumor Necrosis Factor) dzinovskih ¢elija trofoblasta (162). CK8 i CK18 osim §to sprecavaju apoptozu
trofoblastnih celija, spre¢avaju i apoptozu hepatocita indukovanu preko FAS ili TNF (163).
Fosforilisani CK8 i CK18 se vezuju za 14-3-3 adaptivne proteine i na taj nacin imaju neku od
regulatornih uloga u procesu ¢elijskog ciklusa (160). Iako se ne eksprimira u plocastoslojevitom epitelu
bez patoloskih promena, ekspresija CK8 je uo€ena u skvamocelularnom karcinomima mnogih regija. U
skvamocelularnom karcinomu larinksa je uocena povecana ekspresiia mRNK CK8 (164). U
karcinomima orofaringealne regije, pove¢ana imunohistohemijska ekspresija CK8 i korelira sa vis§im
stadijumom tumora i ve¢om dubinom invazije (165). CK8 se pokazao kao dobar imunohistohemijski
marker za dijagnostikovanje skvamocelularnog karcinoma i displazija cerviksa uterusa. CK8 se

27



eksprimira u vecem broju celija u leziji kako raste gradus lezije od CINI ka skvamocelularnom
karcinomu (166). Prema nasim saznanjima, imunohistohemijska ekspresija CK8 nije ispitivana do sada
u benignim i malignim lezijama larinksa.

1.4.2. Citokeratin 10

Citokeratin 10 (CK10) je intermedijarni filament tipa I, koji se eksprimira u Keratinocitima
suprabazalnog sloja epiderma koji su izgubili mitotsku aktivnost. Nalazi se u paru sa citokeratinom tipa
1 i ovaj par citokeratina se smatra citokeratinima procesa diferencijacije i keratinizacije (160). Ova dva
keratina prave guste snopove koji su karakteristicni za suprabazalne slojeve epitela i obezbeduju
Cvrstinu epitela. (154). U neizmenjenom plocastoslojevitom epitelu larinksa, samo su retke,
pojedinacne suprabazalne Celije pozitivne na CK10 (167). Osim davanja ¢vrstine epitelu, smatra se da
CK10 ima i druge uloge. CK10 inhibira proliferaciju keratinocita i njihovu progresiju kroz ¢elijski
ciklus preko signalnog puta koji je zavistan od retinoblastomskog gena. Nagada se da CKI10
privremeno sprecava celijsku smrt keratinocita, da bi keratinociti mogli da zavrse proces diferencijacije
(160). Mutacije gena za CK10 imaju znacajnu ulogu u patogenezi epidermoliti¢ne keratoze, koznog
oboljenja koje se karakteriSe stvaranjem bula (168). Poremecaj ekspresije CK10 je uo¢en u mnogim
malignim i premalignim lezijama epiderma. Gubitak imunohistohemijske ekspresije CK10 u
keratinocitima ukazuje na malignu alteraciju aktni¢nog heilitisa (169). PoviSena ekspresija mRNK
CK10 je uocena u skvamocelularnom karcinomu larinksa. (164). U skvamocelularnim karcinomima
oralne regije je gubitak imunohistohemijske ekspresije CK10 prediktor distalnih metastaza, a poviSena
ekspresija CK10 ukazuje na nizi gradus karcinoma. (165). Gubitak ekspresije CK10 u keratinocitima
ukazuje na malignu transformaciju epitela cerviksa uterusa (166).

1.4.3. Citokeratin 13

Citokeratin 13 (CK13) je intermedijarni filament tipa | i u paru sa citokeratinom 4 predstavlja
citokeratine mukozne diferencijacije. Eksprimira se homogeno i jednakim intenzitetom u svim
slojevima epitela osim u bazalnim c¢elijama. Homogeno i jednakim intenzitetom se eksprimira i u
urotelu, osim u kiSobranskim ¢elijama (eng. — umbrella cells). CK13 se ne eksprimira u epidermu i
adneksalnim strukturama epiderma (154). Deficijencija CK13 je uzrok nastanka belog sunderastog
nevusa (eng. white sponge nevus), benigne lezije oralne mukoze koja se klinicki manifestuje
sunderastim lezijama mukoze bele boje (170). Na osnovu istrazivanja uloge CK13 u patogenezi belog
sunderastog nevusa, zakljuceno je da je CK13 neophodan za odrzavanje strukturnog integriteta epitela,
da ima funkciju u imunoloskim procesima, zatim da ima ulogu u procesu diferencijacije epitela,
regulisanju metaboli¢kih procesa i da ima bitnu funkciju u regulisanju aktivnosti kinaza koje se
aktiviraju kao odgovor na stres (170). Zakljuceno je da celije u kojima nema ekspresije CK13 imaju
veliku predispoziciju da krenu u nekontrolisanu hiperproliferaciju (170). Zakljuceno je da nedostatak
CK13 uti¢e na povecanu aktivnost ciklina E1 i E2 (171). Ciklin E se vezuje za Cdk2 u G1 fazi. Ciklin
E/Cdk2 kompleks fosforilise p27Kipl(inhibitor ciklina D). Fosforilisani p27Kipl se degradira, $to
dovodi do povecanja ekspresije ciklina A u procesu progresije u S fazu celijskog ciklusa (172).
Poremecaj ekspresije CK13 je uocen u displazijama i skvamocelularnim karcinomima koji nastaju iz
nekeratinizujuceg epitela. U skvamocelularnom karcinomu larinksa je detektovana delecija gena za
CK13 LOH analizom. Pretpostavljeno je da CK13 ima ulogu tumorskog supresora (173). U
karcinomima i displazijama oralne regije je detektovan gubitak imunohistohemijske ekspresije CK13
(174, 175, 165). U jednoj studiji je detektovan gubitak ekspresije u 89 od 90 skvamocelularnih
karcinoma oralne regije i u 35 od 50 slucajeva displazije oralnog epitela. ZakljuCeno je da gubitak
ekspresije u epitelu nije posledica gubitka ekspresije CK13 u ¢elijama, ve¢ da je posledica povecanog
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broja ¢elija koje uopste ne eksprimiraju CKI13. U studiji je ispitivana ekspresija viSe razlicitih
citokeratina medu kojima su bili i CK10 i CK17 i zakljuceno je da je CK13 najkonstantniji marker sa
aberantnom ekspresijom u premalignim i malignim lezijama oralne mukoze (176). Gubitak ekspresije
CK13 se pokazao i u lezijama cerviksa uterusa kao dobar dijagnosticki marker za razlikovanje
normalnog epitela i lezija sa malignim potencijalom (166). Molekularni mehanizmi zbog kojih je
ekspresija CK13 sniZzena u tumorima nisu potpuno jasni, ali se pretpostavlja da vaznu ulogu imaju
epigenetske alteracije (177).

1.4.4. Citokeratin 17

Citokeratin 17 (CK17) je intermedijarni filament tipa | i smatra se citokeratinom mioepitelnih i
bazalnih ¢elija. To je citokeratin koji se eksprimira u bazocelularnim karcinomima i pilosebacealnim
jedinicama, ali se ne eksprimira u normalnom epidermu (154). Eksprimira se i u znojnim zlezdama,
glandularnim strukturama dojke, spoljasnjem delu dlacnog folikula, ali se ne eksprimira u
nekeratinizujuéem plocastoslojevitom epitelu (178). Citokeratin 17 je prisutan u fetalnom epidermu.
(178). U fizioloskim procesima, CK17 se eksprimira U procesu zarastanja rana (179). Pocinje da se
eksprimira na ivicama rane 12 ¢asova nakon povredivanja, i ekspresija mu je slaba. Nakon 18 sati od
povredivanja ekspresija postaje jaka, da bi svoj maksimum dostigla nakon 30 ¢asova od povredivanja
(179). Ekspresija CK17 je lokalizovana na ivici povrede (179). Do dvadesete nedelje nakon
povredivanja, CK17 se eksprimira u svim slojevima epitela, a nakon 7 meseci od povrede, ekspresija
CK se uocava u fokusima suprabazalnog sloja (180).

Otkriveno je da CK17 ima ulogu u procesu inflamacije preko interakcije sa autoimunim regulatorom
(autoimuni regulator, eng. Autoimune regulator, AIRE) (181). Citokeratin 17 je protein koji ima mnoge
uloge i uglavnom ih obavlja preko svojih interakcija sa drugim proteinima u citoplazmi (182). Nakon
procesa ubikvitinacije, CK17 interaguje sa STAT 3 i stimuli$e proces proliferacije ¢elije (182). CK17
stimuliSe proliferaciju Celija i preko svoje interakcije sa komponentama signalne kaskade AKT/mTOR
(183). U toku fosforilacije CK17 povecava se koli¢ina 14-3-36 regulatornog proteina u c¢eliji koji se
vezuje za fosforilisani CK17 i putem AKT/mTOR stimuliSe proliferaciju ¢éelije. Kada se CK17
defosforilise, 14-3-30 se translocira u nukleus gde inhibira process proliferacije ¢elije (183). Uoceno je
da se koli¢ina transkripcionog faktora AIRE povecava u zavisnosti od koli¢ine CK17 u ¢eliji. AIRE je
neophodan za pokretanje procesa tumorgeneze preko Gli-2 (181). Naime, sinteza AIRE mRNK zavisi
od interakcije CK17 heterogenog ribonukleinskog proteina hnRNK P. Uoceno je, takode, da se AIRE i
CK17 translociraju u jedro gde se vezuju za specificne promotorske regione koji sadrze NF-«xB
sekvencu i tako stimuliSu ekspresiju proinflamatornih gena i gena koji stimuliSu process celijske
proliferacije (181). AIRE je neophodan za pokretanje procesa tumorgeneze preko Gli-2 (181). Ovo je
jedinstveni primer da citokeratini, koji su inace lokalizovani u citoplazmi mogu da se lociraju u
nukleusu (184). Smatra se da je CK17 neophodan za odrzavanje hnRNP K u citoplazmi (185). hnRNP
K je protein za koji se vezuju mRNK. Da bi bio aktivan, potrebno je da se nalazi u citoplazmi, a CK17
je takode neophodan da bi hnRNPK mogao da reguliSe ekspresiju proinflamatornih RNK: CXCL11,
CXCL10, CXCL9 koji su ligandi za CXCR3 (185). Interakcija CK17 sa hnRNPK je neophodna za
stimulisanje rasta i proliferacije tumora od strane CXCR3. (185). Otkrivena je jo$ jedna funkcija CK17
u ¢elijskom jedru. CK17 se preko NLS (signal nuklearne lokalizacije, eng. nuclear localization signal),
prenosi iz citoplazme u jedro (186). U jedru se vezuje za p27 tokom trajanja G1 faze, §to sprecava da
kompleks CDKN1B/P27KIP1 obavlja svoju funkciju zaustavljanja celijskog ciklusa (186). Uloga
CK17 je ispitivana i u tumorima mezenhimalnog porekla i otkriveno je da CK17 aktivira HIF 1o (faktor
la indukovan hipoksijom, eng. hypoxia inducible facor la) i na taj nacin stimuliSe Wartburg-ov
metabolicki put i proliferaciju ¢elija (187). Zapazeno je da CK17 u tumorgenezi sarkoma moze imati
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ulogu i1 u stimulisanju procesa epitelno-mezenhimne transformacije preko svoje interakcije sa
komponentama AKT/mTOR signalne kaskade (188).

Ekspresija CK17 je uocena u skvamocelularnim karcinomima mnogih regija, ali je uocena i U
karcinomima koji ne nastaju od plocastoslojevitog epitela kao i u sarkomima (189).

U skvamocelularnim karcinomima oralne regije je uoceno da je ekspresija CK17 povecana u malignim
tumorima u odnosu na displazije i epitel bez patoloskih promena (190, 191 ). U karcinomima oralne
regije je povecana ekspresija CK17 u tumoru povezana sa veom stopom rekurencije, ali nije u
korelaciji sa duzinom prezivljavanja (190).

U karcinomima orfaringealne regije takode je uocena ekspresija CK17 i pokazalo se da je ekspresija
CK17 los prognosticki faktor za skvamocelularni karcinom ove regije (192). Smatra se da je CK17
dijagnosticki znacajan marker za skvamocelularni karcinom larinksa (134).

U keratinocitima koze se ne eksprimira CK17, ali se zato eksprimira u skvamocelularnom karcinomu
koze (193).

U displazijama i skvamocelularnom karcinomu cerviksa uterusa je takode uocena ekspresija CK17,
koji se smatra korisnim dijagnostickim markerom, ali ne i prognostickim markerom (194, 195).
Ekspresija CK17 u tumorima ovarijuma (196), adenokarcinomima plu¢a (197), pankreasa (198), zu¢ne
kese (199), planocelularnom karcinomu ezofagusa (200), adenokarcinomu zeluca (201) i kolona (202)
se smatra loSim prognostickim znakom i povezana je sa kra¢im prezivljavanjem i prisustvom metastaza
u limfnim ¢vorovima. Smatra se da bi CK17 mogao da bude meta novih antitumorskih lekova (189).
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2. CILJEVI ISTRAZIVANJA

1.

Ispitivanje 1 poredenje ekspresije citokeratina 8, 10, 13 1 17 u skvamocelularnom karcinomu
larinksa i benignim lezijama larinksa (polip larinksa, papilom larinksa i keratosis papilaris
laryngis, displazije epitela larinksa).

Ispitati ekspresiju citokeratina 8, 10, 13, i 17 u epitelu oko tumora i utvrditi da li se ekspresija
navedenih citokeratina moze koristiti za odredivanje statusa linija resekcije.

Ispitati povezanost ekspresije citokeratina 8, 10, 13 i 17 sa stadijumom tumora, gradusom
tumora i sa dubinom invazije tumora.

Ispitati povezanost ekspresije citokeratina 8, 10, 13 i 17 sa prisustvom metastaza
skvamocelularnog karcinoma larinksa u limfnim ¢vorovima.
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3. MATERIJAL | METODE

3.1. Selekcija ispitanika i odabir materijala:

U istrazivanje su ukljuceni pacijenti koji su bili, u periodu od 01.01.2010. do 31.12.2020., hirurski
tretirani na Klinici za ORL i maksilofacijalnu hirurgiju Univerzitetskog klinickog centra Srbije zbog
skvamocelularnog karcinoma larinksa i benignih lezija (papiloma larinksa, polipa larniksa, papilarne
keratoze larinksa 1 displazije larinksa) 1 koji imaju patohistoloski dijagnostikovane lezije. U istraZivanje
je uklju¢eno ukupno 163 pacijenta. 83 pacijenta je sa dijagnostikovanim skvamocelularnim
karcinomom larinksa. Medu njima se nalazi 39 pacijenata kojima je hirurski uklonjena glasnica i1 44
pacijenta koji su podvrgnuti kompletnoj laringektomiji. Svim pacijentima sa dijagnozom
skvamocelularnog karcinoma larinksa je odreden TNM stadijum. U istrazivanje je ukljucen 1 81
pacijent sa dijagnostikovanim benignim lezijama larinksa: 20 pacijenata sa dijagnostikovanim polipom
larinksa, 20 pacijenata sa dijagnostikovanim papilomom larinksa, 12 slu¢ajeva sa dijagnostikovanom
papilarnom keratozom larinksa i 28 slucajeva sa dijagnostikovanom displazijom larinksa. Iz istorija
bolesti pacijenata na Klinici za ORL i maksilofacijalnu hirurgiju Univerzitetskog klinickog centra
Srbije prikupljeni su podaci o polu, starosti pacijenata, lokalizaciji tumora, patohistoloskom gradusu,
veli¢ini tumora, TNM stadijumu, prisustvu metastaza u limfnim ¢vorovima i broju limfnih ¢vorova sa
metastazama. Nakon toga su odabrani parafinski kalupi sa dovoljnom koli¢inom tkiva koja je potrebna
za pravljenje potrebnih preseka za imunohistohemijsku analizu. Sa kalupa su iseCeni preparati
odgovarajuc¢e velicine i kvaliteta. Dva iskusna patologa su pregledala sve ploCice obojene H&E,
revidirala patohistoloske nalaze i za istrazivanje odobrala slucajeve sa reprezentativnom histoloSkom
slikom u kojima se nalazi zdrava sluznica larinksa i/ili Zlezdane strukture koje ¢e biti iskoris¢ene kao
pozitivne unutrasnje kontrole. Kao pozitivne spoljasnje kontrole su iskoriSéeni isecci koze sa
adneksalnim strukturama. Pacijenti su podeljeni u tri grupe: grupa sa dijagnostikovanim
skvamocelularnim karcinomom, grupa sa dijagnostikovanim displazijama larinksa i grupa sa
dijagnostikovanim benignim lezijama larinksa. U grupi sa dijagnostikovanim karcinomom se nalazi
ukupno 83 pacijenta, od toga 44 pacijenta kojima je uradena totalna laringektomija 1 39 pacijenata
kojima je hirurski uklonjena glasna zica. U grupi sa dijagnostikovanom displazijom larinksa nalazi se
ukupno 28 pacijenata, od toga 18 sa dijagnostikovanom displazijom visokog gradusa i 10 sa
dijagnostikovanom displazijom niskog gradusa. U grupi sa dijagnostikovanim benignim lezijama nalazi
se ukupno 52 sluc¢aja, od toga 20 je sa dijagnostikovanim polipom larinksa, 20 sa dijagnostikovanim
papilomom larinksa i 12 sa dijagnostikovanom papilarnom keratozom larinksa.

3.2. Histoloska obrada tkiva

Po uzimanju biopsije tumora i lezija larinksa, uzorci su bili fiksirani 12-24h u 4% puferovanom
formalinu, zatim su ispirani vodom, pa su potom, tokom 24 ¢asa, dehidrirani u alkoholima rastuce
koncentracije (od 70% do apsolutnog alkohola). Nakon dehidracije u alkoholu su uzorci bili
lipofilizovani u ksilolu i nakon lipofilizacije su kalupljeni u parafinske blokove. Dobijeni parafinski
blokovi su seceni standardnim mikrotomom na isecke debljine 3-5um. Preseci su dalje bojeni
hematoksilin-eozinom (H&E) (Tabela 3).
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Tabela 3.Shematski prikaz recepture za hematoksilin-eozin bojenje

IO I 71 o] IO PTOUTOSORRPR 5 minuta

2. TEKSHON .. te e et be e be e be e 5 minuta

3. 100% AIKONOI ....cvivieiiiieiee st 3 minuta

4. 100% AIKONOI ..o bbb 3 minuta

5. 96% alKONOL ......oviiiiiie e 3 minuta

B. 7090 @IKONOL ......oviieiiie e 3 minuta

7. dobro isprati destilovanom vodom

8. Mayer-0v hematoKSiliN ........cccocviiiiiiiicc e s 5 minuta

9. dobro isprati destilovanom vodom

10. amMONGACNA VOO ..cvvieiiiiiiiiieie st uroniti 10 puta
11. dobro isprati destilovanom vodom

12. E0SIiN (1% VOUENT FASIVOT) .....c.viuiieiiiiiiiiiieiecsie et 10-15 minuta
13. isprati dobro teku¢om vodom

14, 709 AIKONO ....ceiiieieee e e e 2 minuta

15. 969 IKONOI ....c.eiiiiii e 2 minuta

16. 100% AIKONO .....oeiiiiiicie e b 3 minuta

17. 200% AIKONOL ..o 3 minuta

18, TKSHON ... 5 minuta

19, TEKSHIOL ...t ene s 5 minuta

20, HHEKSHOL. ..ot staviti i odmah pokrivati.

Obrisati plo¢icu i montirati Canada balsam-om (60g u 100mL ksilola) ili DPX-om.

Na preparatima obojenim H&E postavljena je patohistoloska dijagnoza polipa larinksa, papiloma
larinksa, papilarne keratoze larinksa, displazije epitela larinksa, skvamocelularnog karcinoma larinksa.
Napravljena je selekcija preparata, tako da svaki preparat sadrzi normalnu sluznicu larinksa 1/ili
zlezdane strukture, koje ¢e se koristiti kao unutras$nje pozitivne kontrole. Procenjen je kvalitet uzorka,
to jest, da li se na parafinskom bloku nalazi adekvatna koli¢ina tkiva za potrebne analize. Sa odabranih
kalupa su se sekli preseci za imunohistohemijsku analizu.

3.3. Imunohistohemijska obrada tkiva

Imunohistohemijska obrada uzoraka je obavljena u Laboratoriji za imunohistohemiju Instituta za
patologiju “Dr Porde Joannovi¢* Medicinskog fakulteta Univerziteta u Beogradu. Imunohistohemijska
bojenje uzoraka koji su fiksirani u formalinu i ukalupljeni u parafinske blokove se sastoji od sledecih
koraka:

-deparafinizacija,

-proteoliticka digestija,

-blokiranje endogene peroksidaze,

-imunohistohemijsko bojenje primenom streptavidin-biotin tehnike.

Sec¢enjem parafinskih kalupa dobijeni su preseci 3-4um, koji su podvgnuti procesu susenja od 16h na
56°C a potom deparafinisani po slede¢oj proceduri:

S 11 5-7 minuta, ocediti
1 (o] 5-7 minuta, ocediti
100% AlKONOL......oviiieiiecee e s 3 minuta, ocediti
100% AlKONOL......oeiiieiieceee e 3 minuta, ocediti
9690 AIKONOI ......ooiviiieie e 3 minuta, ocediti
969 AlKONOI .......cocviiiiiecee e 3 minuta, ocediti
destilovana/dejonizovanavoda L 30 sekundi
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Proteoliticka digestija (demaskiranje antigena):

Deparafinisani preseci su potom preneti u plasti¢nu kivetu sa 250 mL radnog rastvora citratnog pufera
(10mmol/L, pH 6.0) pa su podvrgnuti procesu kuvanja u mikrotalasnoj peénici 2x5 minuta na
maksimalnoj temperaturi. Nakon kuvanja, preseci se hlade u citratnom puferu 30 minuta na sobnoj
temperaturi. Nakon hladenja se ispiraju destilovanom vodom dva puta po 30 sekundi.

Blokiranje endogene peroksidaze

Preparati se potapaju u 3% vodonik-peroksid (rastvoren u destilovanoj vodi) gde stoje 5 minuta. Nakon
toga se ispiraju destilovanom vodom i prelijivaju fosfatnim puferom (PBS-phosphate-buffered saline,
0,02 mol/L, pH 7,0) 3x 2 minuta.

Imunohistohemijsko bojenje primenom streptavidin-biotin tehnike

Za imunohistohemijsko bojenje koris¢en je komercijalni kit (Labelled streptavidin-biotin- LSAB+
metoda, DAKO, Danska). Bojenje je obavljeno po proceduri koja je navedena u uputstvima
proizvodaca:

FAZA I (primarno antitelo razblaZeno po uputstvu proizvodaca):

1. odliti visSak pufera, obrisati paZljivo oko isecka,

2 pokriti ise¢ak sa minimalnom koli¢inom (20-30uL) primarnog antitela,
3. inkubacija 30 minuta na sobnoj temperaturi,

4. pazljivo isprati PBS iz $pric-boce,

5 preliti svezim puferom.

FAZA 11 (biotinilizovano vezno antitelo):

odliti viSak pufera, obrisati pazljivo oko isecka,

pokriti ise¢ak sa minimalnom koli¢inom (20-30uL) LINK antitela,
inkubacija 30 minuta,

pazljivo isprati PBS iz $pric-boce,

preliti svezim puferom.

AZA 111 (strepavidin-peroksidaza):

odliti viSak pufera, obrisati paZljivo oko isecka,

pokriti ise¢ak sa minimalnom koli¢inom (20-30uL) streptavidin-peroksidaze,
inkubacija 30 minuta,

pazljivo isprati PBS iz $pric-boce,

preliti svezim puferom.

AZA IV (supstrat hromogen):

odliti viSak pufera, obrisati paZljivo oko isecka,

pokriti ise¢ak sa minimalnom koli¢inom (20-30pL) hromogena diaminobenzidina (DAB)
inkubacija 10 minuta,

ispiranje destilovanom vodom.

FAZA V (kontrastiranje):

1. Mayer-ov hematoksilin 5 do 10 minuta,

2. pazljivo isprati destilovanom vodom,

3. uroniti 10 puta u kivetu sa 0,037 mol/L amonija¢ne vode,

4. ispiranje destilovanom/dejonizovanom vodom 2 do 5 minuta.

Pokriti vodenim medijumom.

PodvPEPTORODDETORMODND R

Mesta specificnog vezivanja antitela su braon boje, dok hematoksilin koji se nespecificno vezuje za
jedra svih ¢elija, boji plavo.
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Rastvori korisé¢eni u imunohistohemijskim metodama i H&E bojenju

CITRATNI PUFER: 10 mmol/L, pH 6,0
Stock A : 0.1 mol limunska kiselina CgHgO; (MT 210.4)

lHMUNSsKa KiSEliNG CgHgO 7. uuiiuiiiiiii ittt bae e 10,52 (2.10) g
AESLHOVANG VOUA .....oveieciececce ettt sreeneens 500 (100) mL
Stock B: 0.1 mol natrijum citrat C¢HsNaz;O; (MT 294.10)

natrijum Citrat CeHuNAgO7 ..c.voviieie i e 14,705 ¢

[0 [Ty (1 (oA VZ T = Yo Lo - NPT 500 mL

RADNI RASTVOR PUFERA :
9 mL A + 41 mL B, dopuniti do 500 mL dejonizovanom (destilovanom vodom) ili
18 mL A + 82 mL B, dopuniti do 1000 mL dejonizovanom (destilovanom vodom)

FOSFATNI PUFER (PHOSPHATE-BUFFERED SALINE - PBS), 0.02 mol/L, pH 7,0

®  INACT bbb 8,009
8 KC e 0,20 ¢
®  KHIPO o e 0,20 ¢
® NBHPO, 1o 1,439

Dopuniti do 1L destilovanom vodom.

AMONIJACNA VODA:
koncentrovani amonijum hidroKSid ..........cccooiiiiiiiiniiieeee e 2,5mL
AESLIIOVANG VOU& ..ot dopuniti do 1000 mL

Cuvati na sobnoj temperaturi u dobro zatvorenoj tamnoj boci.

MAYER-ov HEMATOKSILIN:

®  HEMALOXYIIN..c..iiiice e 1lg
o desStilovana VOA..........ccoviiiiric 1L
o natrijum (Kalijum) Jodat ..........cccooeriiiiiiiiie e 0,29
o kalijum (amonijum)-aluminijum Sulfat ...........cccocoeriininii 509
o liMUNSKA KISEING. ... ..civiiiiiieiceie e lg
®  NIOKal NIAFAL ...t e 509

Rastvoriti hematoksilin u destilovanoj vodi, ako je potrebno uz blago zagrevanje. Dodati natrijum (kalijum) jodat, a zatim
kalijum (amonijum)-aluminijum sulfat. Dobro izme$ati dok se stipsa ne rastvori, dodati limunsku kiselinu i hloral hidrat, pa
ponovo dobro izmesati i prokuvati 5 minuta, dok se svi sastojci kompletno ne rastvore a rastvor ne dobije crveno-ljubicastu
boju. Ohladiti i profiltrirati. Boja se dobro zatvori i moZe da stoji mesecima. Cuva se u svetloj boci na svetlu.

Tkivo se boji 5-10 minuta, a zatim se dobro ispira mlakom teku¢om vodom 10-20 minuta. Da bi plava boja bila intenzivnija
moze se potopiti 10-30 sekundi u 2% vodeni rastvor natrijum bikarbonata (jedra tamno-plava, okolina slabo obojena).

EOZIN - 1% VODENI RASTVOR

®  BOSIN Y o 10¢g
o deStilovana VOO&.........ccciiireiiie e 1L
Dodati kristal timola da se ne talozi. Profiltrirati pre upotrebe.

Celokupna procedura je koriséena za sledeca antitela, u odgovarajué¢im razblazenjima:

. CK8 (Dako, mouse anti-cytokeratin 8, clone35pH11), 1:50,

. CKZ10 (Thermo Scientific, monoclonal mouse anti-cytokeratin 10, clone DE-K10), 1:400,
. CK13 (BioSB, monoclonal rabbit anti-cytokeratin 13, clone EP69), 1:50,

o CK17 (Dako, monoclonal mouse anti-cytokeratin 17 clone E3), 1:20,
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Za svako primenjeno antitelo je postojala pozitivna i negativna kontrola. Uzorci koze sa adneksalnim
strukturama, kao i1 normalan epitel larinksa i1 zlezdane strukture larinksa su koris¢eni kao pozitivne 1
negativne kontrole:

- zlezdane strukture larinksa i1 koze (pozitivna kontrola za CK8 1 negativna za ostala antitela);

- dlac¢ni folikul (pozitivna kontrola za CK17)

- normalan epitel koZe (pozitivna kontrola za CK 10, negativna kontrola za CK17 i CK®8)

- normalan plocastoslojeviti i jednoredni epitel larinksa (pozitivna kontrola za CK13, negativna
kontrola za CK8, CK17).

Imunohistohemijsko bojenje je analizirano na svetlosnom mikroskopu (BX50F4, Olympus Optical,
Japan).

Imunoreaktivnost antitela je gradirana semikvantitativnom metodom. Kao pozitivnost
imunohistohemijskog bojenja smatrana je citoplazmatska i/ili membranska pozitivnost bilo kog
intenziteta, a procenat obojenih ¢elija je odredivan na celoj povrsini preseka lezije ili tumora. Dva
iskusna patologa su pregledala sve imunohistohemijski obojene plocice i za one sluCajeve za koje se
nisu slagali, postignut je konsenzus. Vrednost za koju je postojala obostrana saglasnost je koriS¢ena u
istrazivanju. Nacin gradiranja ekspresije primenjenih antitela je prikazan u tabeli 4.

Tabela 4. Mesto specifi¢nog vezivanja antitela u ¢eliji i nacin gradiranja ekspresije antitela

Imunohistohemijski Mesto vezivanja Gradiranje ekspresije
marker
0....... bez ekspresije
... <5% pozitivnih ¢elija
CK8 Citoplazma 1 celijska | 2.......0d 5% do 50% pozitivnih ¢elija
membrana 3.......0d 50% do 75% pozitivnih ¢elija

4.......0d 75% do 100% pozitivnih ¢elija

0....... bez ekspresije

l...... <5% pozitivnih ¢elija
CK10 Citoplazma i Celijska | 2.......0d 5% do 50% pozitivnih éelija
membrana 3.......0d 50% do 75% pozitivnih ¢elija

4.......0d 75% do 100% pozitivnih ¢elija

0....... 100% pozitivnih ¢elija
1. > 75% Celija

CK13 Citoplazma i celijska | 2....... od 50% do 75% pozitivnih ¢elija
membrana 3 od 5% do 50% pozitivnih ¢elija
4....... <5% pozitivnih celija
0....... bez ekspresije
... <5% pozitivnih celija
CK17 Citoplazma 1 celijska | 2.......0d 5% do 50% pozitivnih ¢elija
membrana 3.......0d 50% do 75% pozitivnih ¢elija

4.......0d 75% do 100% pozitivnih éelija

3.4. Statisti¢ka obrada podataka

Za statisticku obradu podataka kori$éen je softver SPSS 20.0. U okviru statisti¢ke obrade formirana je
baza podataka, a zatim je izvrSeno grupisanje i tabeliranje rezultata po ispitivanim obeleZjima bolesnika
sa dijagnostikovanim polipom larinksa, papilomom larinksa, papilarnom keratozom larinksa,
displazijom larinksa niskog gradusa, displazijom larinksa visokog gradusa i skvamocelularnim
karcinomom larinksa.

Deskriptivni statisticki parametri su izraZeni kroz aritmeti¢ku sredinu sa merama disperzije (standardna
devijacija —SD, standardna greska —SE), medijanu, amplitudu varijacija (min-max) i raspodelu
relativnih frekvencija.
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Za ispitivanje povezanosti i modelovanje odnosa zavisne sa jednom ili viSe nezavisnih koriS¢ena je
logisticka regresiona analiza (za dihotomne zavisne varijable). Dijagnosticka ta¢nost je evaluirana
putem ROC krive (Receiving Operating Characteristics) kao i pomocu senzitivnosti, specifi¢nosti.
Rezultati su prikazani tabelarno. Izabrani nivo znacajnosti, odnosno verovatnoca greske prvog tipa
iznosi 0,05.
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4. REZULTATI

U istrazivanje su bila uklju¢ena 163 slucaja: 20 polipa larinksa, 20 papiloma larinksa, 28 displazija
larinksa, 12 papilarnih keratoza larinksa i 83 skvamocelularna karcinoma larinksa. U grupi displazija
koje su klasifikovane po novoj SZO 2017 klasifikaciji je bilo 10 displazija niskog gradusa (low-grade)
i 18 displazija visokog gradusa (high-grade) displazija. U grupi od 83 skvamocelularna karcinoma
larinksa se nalaze 44 slucaja u kojima su pacijenti podvrgnuti totalnoj laringektomiji i 39 slucaja u
kojima su pacijentima odsranjene glasnice. U grupi sa karcinomima je bilo 39 sluc¢aja stadijuma pT1, 8
slucajeva stadijuma pT2, 22 slucaja stadijuma pT3 i 14 slu¢ajeva stadijuma pT4. Ukupno je 26
slu¢ajeva skvamocelularnog karcinoma metastaziralo u limfne ¢vorove. U N1 stadijumu je bilo 6
slu¢ajeva, 3 slucaja su bila u N2a stadijumu, 3 slucaja su bila u N2b stadijumu, jedan slucaj je bio u
N2c¢ stadijumu i 13 slucajeva je bilu u N3 stadijumu (Tabela 5).

Tabela 5 Osnovne karakteristike pacijenata
Sve Papilom Polip Papilarna | Sve Displazije | Displazije | SCC
benigne larinksa larinksa | keratoza | displazije | niskog visokog larinksa
lezije n=20 n=20 larinksa n=28 gradusa gradusa n=83
n=52 n=12 n=10 n=18
Proseéne | 51,0+11,7 | 51,7£14,0 | 50,4+9,2 | 64184 64,4+8,6 | 64,0+8,8 | 64,0£85 | 64,4+8,7
starost
(god.)
+SD
Parametri | N | % N | % N | % N | % N | % N | % N | % N | %
Rod
Muski 38 | 73,115 | 750|15|750]8 66,7 | 24 | 857 |7 |70,0|17 | 944 ] 733|879
Zenski 14 1269 |5 250 |5 |250]4 3334 |143|3 [300]|1 |56 |10]121
Gradus
tumora
G1 20| 24,1
G2 54 | 65,1
G3 9 |108
Stadijum
tumora
pT1 39 47,0
pT2 7 |84
pT3 23 | 27,7
pT4 14 | 16,9
Metastaze u
limfnim
¢vorovima
NO 57 | 68,7
N1 6 |72
N2 7 |84
N3 13| 15,7

135 (82,8%) pacijenta su bili muskog pola, a 28 (17,2%) pacijenata je bilo zenskog pola. Od 83
pacijenta sa dijagnostikovanim skvamocelularnim karcinomom larinksa, 73 (88%) je bilo muskog pola
a 10 (12%) zenskog pola. Od 52 pacijenta sa dijagnostikovanim benignim lezijama 38 (73,1%) je bio
muskog pola, a 14 (26,9%) Zzenskog pola. Prose¢na starost pacijenata sa dijagnostikovanim
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skvamocelularnim karcinomom je 64,4+8,7 godina, a prosecna starost pacijenata sa dijagnostikovanim
benignim lezijama je bila 51,0+11,7 godine.

U grupi pacijenata sa dijagnostikovanim polipima bilo je 15 (75%) muskaraca i 5 (25%) zena, odnosno
3 puta viSe muSkaraca od Zena. Prosec¢na starost pacijenata je 50,44+9,22 godina. Prosec¢na starost
pacijenata muskog roda je 51,6+8,9, a prosecna starost pacijenata Zenskog roda je 50,4+9,2 godina.

U grupi pacijenata sa dijagnostikovanim papilomima bilo je 15 (75%) muskaraca i 65 (25%) zena.
Prosecna starost pacijenata u ovoj grupi je 51,6+14. Prose¢na starost pacijenata muskog roda je
52,6+14,3 a prosecna starost pacijenata zenskog roda je 52+14,5.

U grupi pacijenata sa dijagnostikovanom papilarnom keratozom larinksa je 8 (66,7%) muskaraca i 4
(33,3%) zena. Prose¢na starost pacijenata u ovoj grupi je 64+8.,4 godina. ProseCna starost pacijenata
muskog roda je 59,75+4,7 godina. Prosecna starost pacijenata zenskog roda je 64+8,4 godina.

U grupi pacijenata sa dijagnostikovanom displazijom larinksa je 4 (14,3%) pacijenta zenskog roda i 24
(85,7%) pacijenta muskog roda. Prose¢na starost pacijenata u ovoj grupi je 64,4+8,6 godina. Prose¢na
starost pacijenata muskog roda je 64,4+8,6 godina. ProseCna starost pacijenata Zenskog roda u ovoj
grupi je 64,5+8,9 godina.

Ukupno je bilo 10 pacijenata sa dijagnostikovanom displazijom niskog gradusa. Muskog roda je bilo 7
(70%) pacijenata a 3 (30%) pacijenta su bila zenskog roda. Prosecna starost pacijenata oba roda u ovoj
grupi je bila 64+8,8 godina. ProseCna starost pacijenata muskog roda je bila 64+8,6 godina, dok je
prosec¢na starost pacijenata zenskog roda bila 64,3£8,9.

Ukupno je bilo 18 pacijenata sa dijagnostikovanom displazijom visokog gradusa, od toga 17 (94,4%)
su bili muskarci, a 1 (5,6%) su bile Zene. Jedina pacijentkinja sa dijagnostikovanom displazijom
visokog gradusa je stara 81 godinu, a prosecna starost pacijenata muskog pola je 64+8.5.

Od 83 pacijenta sa dijagnostikovanim skvamocelularnim karcinomom larinksa 73 (88%) je bilo
muskog pola a 10 (12%) zenskog pola. Prose¢na starost pacijenata u ovoj grupi je 64,4+8,7 godina.
Prosecna starost pacijenata muskog pola je 63,4+8,7, a proseCna starost pacijenata zenskog pola je
63,6+8,6. Od 26 pacijenata sa metastazama u limfne ¢vorove, 2 (7,7%) pacijenta su Zenskog roda a 24
(92,3%) pacijenta su muskog roda.
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4.1. SLAGANJE OCENJIVACA

4.1.1. Slaganje ocenjivaca za CK8

Dva iskusna patologa su pogledala sve imunohistohemijski obojene plo¢ice na CK8 nezavisno jedan od
drugog i ocenjivala ekspresiju svakog antitela u lezijama. Nije bilo neslaganja u interpretaciji
imunohistohemijskog bojenja na CK8 izmedu dva ocenjivaca (Tabela 6).

Tabela 6: Slaganje ocenjivaca za CK8

CK8 T
0 1 2 4 Ukupno
CK8 N 0 150 0 0 0 150
1 0 8 0 0 8
2 0 0 4 0 4
4 0 0 0 1 1
Ukupno 150 8 4 1 163

Slaganje dva ocenjivaca je vrlo visoko, u ovom slucaju 100% (Tabela 7). Kappa testom, utvrdeno je da
postoji visoko statisticki znacajno slaganje izmedu dva ocenjivaca (Kappa=1,000 (95% CI 0,996-1,004;
p<0.001)

Tabela 7: Ukupno slaganje® za CK8

Asimptoticki  95%  interval
Asimptotika poverenja
Standardna
Kappa  greska z Sig. Donja granica Gornja granica
Ukupno slaganje  1.000 .060 16.591  .000 .996 1.004

a. Uzorak se sastoji od 163 subjekta i ukljucena su bila 2 posmatraca.
4.1.2. Slaganje ocenjivaca za CK10

Dva iskusna patologa su pogledala sve imunohistohemijski obojene ploéice nezavisno jedan od drugog
i ocenjivala ekspresiju CK10 u lezijama. Slucajevi za koje je postojalo medusobno neslaganje (Tabela
8), su opet pregledani od strane oba patologa, i postignut je konsenzus za skor koji ¢e se koristiti u
istrazivanju.

Tabela 8: Slaganje ocenjivaca za CK10

CK10T
0 1 2 3 4 Ukupno
CK10 0 96 0 0 0 0 96
1 3 32 0 0 0 35
2 0 0 25 0 0 25
3 0 0 0 4 1 5
4 0 0 0 0 2 2
Ukupno 99 32 25 4 3 163




Slaganje dva ocenjivaca je vrlo visoko, u ovom slucaju 95,7% (Tabela 9). Kappa testom, utvrdeno je da
postoji visoko statisticki znacajno slaganje izmedu dva ocenjivaca (Kappa=0,957 (95% CI1 0,954-0,961,
p<0,001)

Tabela 9: Ukupno slaganje® za CK10

Asimptoticki  95%  interval
Asimptotika poverenja
Standardna
Kappa  greska z Sig. Donja granica Gornja granica
Ukupno slaganje  .957 .053 18.032  .000 .954 961

a. Uzorak se sastoji od 163 subjekta i ukljucena su bila 2 posmatraca.
4.1.3. Slaganje ocenjivaca za CK13
Dva iskusna patologa su pogledala sve imunohistohemijski obojene plo€ice nezavisno jedan od drugog

1 ocenjivala ekspresiju CK13 u lezijama. Slucajevi za koje je postojalo medusobno neslaganje (Tabela
10) su opet pregledani od strane oba patologa i postignut je konsenzus za skor koji ¢e se koristiti u

istrazivanju.
Tabela 10: Slaganje ocenjivaca za CK13
CK13T
0 1 2 3 4 Ukupno
CK13N 0 35 0 0 0 0 35
1 0 8 0 0 0 8
2 0 0 36 0 0 36
3 0 0 3 40 0 43
4 0 0 0 1 40 41
Ukupno 35 8 39 41 40 163

Slaganje dva ocenjivaca je vrlo visoko, u ovom slucaju 96,8% (Tabela 10). Kappa testom, utvrdeno je
da postoji visoko statisti¢ki znacajno slaganje izmedu dva ocenjivaca (Kappa=0,968 (95% CI 0,965-
0,971; p<0,001)

Tabela 10: Ukupno slaganje® za CK13

Asimptoticki  95%  interval
Asimptotika poverenja
Standardna
Kappa  greska z Sig. Donja granica Gornja granica
Ukupno slaganje ~ .968 .042 22.896  .000 .965 971

a. Uzorak se sastoji od 163 subjekta i ukljucena su bila 2 posmatraca.
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4.1.4. Slaganje ocenjivaca za CK17

Dva iskusna patologa su pogledala sva imunohistohemijski obojene ploCice nezavisno jedan od drugog
1 ocenjivala ekspresiju CK13 u lezijama. Sluc¢ajevi za koje je postojalo medusobno neslaganje (Tabela
11) su opet pregledani od strane oba patologa, i postignut je konsenzus za skor koji ¢e se koristiti u

istrazivanju.
Tabela 11: Slaganje ocenjivaca za CK17
CK17T
0 1 2 3 4 Ukupno
CK17N 0 39 1 0 0 0 40
1 1 19 0 0 0 20
2 0 4 57 2 0 63
3 0 0 0 28 1 29
4 0 0 0 0 11 11
Ukupno 40 24 57 30 12 163

Slaganje dva ocenjivaca je vrlo visoko, u ovom slucaju 92,5% (Tabela 12). Kappa testom, utvrdeno je
da postoji visoko statisti¢ki znacajno slaganje izmedu dva ocenjivaca (Kappa=0.926 (95% CI 0,924-
0,929; p<0,001) (Tabela 12).

Tabela 12: Ukupno slaganje® za CK17

Asimptoticki  95%  interval
Asimptotika poverenja
Standardna
Kappa  greska Z Sig. Donja granica Gornja granica
Ukupno slaganje  .926 .043 21.576  .000 924 929

a. Uzorak se sastoji od 163 subjekta i ukljucena su bila 2 posmatraca.
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4.2. IMUNOHISTOHEMIJSKA EKSPRESIJA CK8, CK10, CK13 | CK17 U NORMALNOM
EPITELU LARINKSA, BENIGNIM LEZIJAMA LARINKSA, DISPLAZIJAMA LARINKSA
| SKVAMOCELULARNOM KARCINOMU LARINKSA

4.2.1. Imunohistohemijska ekspresija CK8, CK10, CK13 i CK17 u normalnom epitelu larinksa.

U normalnom epitelu larinksa (Slika 8) nije uoc¢ena ekspresija ni CKS8 (Slika 9) ni CK10 (Slika 10).
CKS8 je eksprimiran u zlezdanom epitelu laringealnih zlezda (slika 9). Ekspresija CK13 je uniformna i
istog intenziteta u suprabazalnom sloju normalnog epitela larinksa (Slika 11), s tim, $to se CK13 ne
eksprimira u bazalnom sloju epitela. Ekspresija CK17 nije uocena u ¢elijama normalnog epitela
larinksa (Slika 12). U epitelu prelaznog tipa (Slika 13), koji ¢esto diferencijalno dijagnosti¢ki dolazi u
obzir prilikom razmatranja dijagnoze displazije larinksa, takode je uocena homogena ekspresija CK13
(Slika 14)

Slika 8: Normalan epitel larinksa, (HEx40).
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Slika 9: Normalan epitel larinksa, (CK8x40). > Nema ekspresije CK8 u epitelu larinksa. *CK8 se
eksprimira u Zelezdanom epitelu larinksa, koji sluzi kao pozitivna unutrasnja kontrola.
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Slika 10: Normalan epitel larinksa, (CK10x40). Nema ekspresije CK10 u normalnom epitelu larinksa.
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Slika 11: Normalan epitel larinksa, (CK13x40). Uocava se homogena i uniformna ekspresija CK13 u
suprabazalnim slojevima normalnog epitela larinksa.
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Slika 12: Normalan epitel larinksa, (CK17x40). Nema ekspresija CK17 u normalnom epitelu larinksa.
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Slika 14: Prelazni epitel larinksa (CK13x100). Homogena ekspresija CK13 u prelaznom epitelu
larinksa.

4.2.2. Imunohistohemijska ekspresija CK8, CK10, CK13 i CK17 u benignim lezijama larinksa

U Tabeli 13 su predstavljene vrednosti skorova ekspresije CK8, CK10, CK13 i CK17 u benignim
lezijama larinksa. U naSem uzorku se nalazi ukupno 52 slucaja benignih lezija i to 20 slucajeva
papiloma larinksa, 20 slucajeva polipa larinksa i 12 slucajeva papilarne kertoze larinksa. Ni u jednoj
benignoj leziji nije uocena ekspresija CK8. Ekspresija CK10 je uocena u 16 (30,7%) benignih lezija.
Gubitak ekspresije CK13 je uocen u 17 (32,7%) benignih lezija, a ekspresija CK17 je uocena u 30
(57,7%) benignih lezija (Tabela 13).

Tabela 13: Imunohistohemijska ekspresija CK8, CK10, CD13 i CK17 u benignim lezijama larinksa

IHH skor CK8 CK10 CK13 CK17

N % N % N % N %
0 52 100 36 69.3 35 67.3 22 42.3
1 0 0 6 115 2 3.8 4 7.7
2 0 0 9 17.3 11 21.2 17 32.7
3 0 0 1 1.9 4 7.7 6 115
4 0 0 0 0 0 0 3 5.8
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4.2.3. Imunohistohemijska ekspresija CK8, CK10, CK13 i CK17 u polipima larinksa

U Tabeli 14 su predstavljene vrednosti skorova ekspresije CK8, CK10, CK13 i CK17 u polipima
larinksa.

Ni u jednom od nasih slucajeva polipa larinksa (Slika 15) nije uocena ekspresija CK8 (Slika 16).
Ekspresija CK10 je uoc¢ena u 10 (50%) ispitivanih slucajeva. U 5 (25%) slucajeva je ekspresija fokalna,
u visim slojevima epitela (Slika 17). U 4 (20%) slucajeva je ekspresija ,,mrljasta“, odnosno uoc¢ena u
nekoliko plaza epitelnih ¢elija. U jednom (5%) slucaju je ekspresija CK10 difuzna.

U 14 (70%) nasih slucajeva je ekspresija CK13 homogena (Slika 18). U 2 (10%) slucajeva je uocen
fokalni gubitak ekspresije CK13. U cetiri (20%) slucaja je uocen mrljasti gubitak ekspresije CK13 u
epitelu koji je bez patoloskih promena.

Ekspresija CK17 je uocena u 19 (95%) svih nasih slucajeva polipa larinksa, dok ekspresije CK17 nema
samo u jednom slucaju (5%). U 2 (10%) slucaja ekspresija CK17 je fokalna. U 11 (55%) slucajeva
obrazac ekspresije je fokalan i mrljast. U 3 slucaja (15%) obrazac ekspresije je najveéim delom
mrljast, ali se u odredenim delovima lezije uoCava i difuzna ekspresija CK17. U 3 (15%) nasih
sluc¢ajeva CK17 se eksprimira difuzno najve¢im delom (Slika 19). Intenzitet ekspresije CK17 varira od
slabog do jakog u istoj leziji. Svi delovi epitela u kojima se eksprimira CK17 su regularnih
patohistoloskih osobina (Tabela 14).

Tabela 14: Imunohistohemijska ekspresija CK8, CK10, CD13 i CK17 u polipima larinksa.

IHH skor CK8 CK10 CK13 CK17

N % N % N % N %
0 20 100 10 50 14 70 1 5
1 0 0 5 25 2 10 2 10
2 0 0 4 20 4 20 11 55
3 0 0 1 5 0 0 3 15
4 0 0 0 0 0 0 3 15
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Slika 15: polip larinksa, (HEx100).
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Slika 16: Polip larinksa, (CK8x100). Nema ekspresije CK8 u epitelu polipa larinksa. *CK8 se
eksprimira u zlezdanom epitelu, $to sluzi kao unutrasnja pozitivna kontrola.
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Slika 17: Polip larinksa, (CK10x100). Uocava se fokalna i mrljasta CK10 pozitivnost u povr$nim
delovima epitela.
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Slika 18: Polip larinksa, (CK13x100). Homogena ekspresija CK13 u epitelu polipa larinksa.
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Slika 19: Polip larinksa, (CK17x100). Uocava se difuzna pozitivnost ¢elija u suprabazalnom sloju na
CK17
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4.2.4. Imunohistohemijska ekspresija CK8, CK10, CK13 i CK17 u papilomima larinksa

U Tabeli 15 su predstavljene vrednosti skorova ekspresije CK8, CK10, CK13 i CK17 u papilomima
larinksa.U naSim uzorcima papiloma larinksa (Slika 20) nije uo¢ena ekspresija CK8 (Slika 21) i CK10
(Slika 22). CK13 je jako i difuzno pozitivan u 19 (95%) nasih slucajeva (Slika 23), dok se u jednom
sluaju (5%) uocava gubitak ekspresije CK13 u nekoliko fokusa u kojima je epitel regularnih
patohistoloskih osobina. Ekspresija CK17 nije uocena u 17 (85%) nasih slu¢ajeva papiloma larinksa
(Slika 24), dok je u jednom slucaju (5%) uocena fokalna pozitivnost, u jednom slucaju (5%) fokalna i
mrljasta pozitivnost i u jednom slucaju (5%) dominantno difuzna pozitivnost (Tabela 15). Intenzitet
ekspresije CK17 varira od vrlo slabog do jakog u svakom slu¢aju u kome je uoena pozitivnost
epitelnih ¢éelija na CK17. Epitel u kome je uocena pozitivnost na CK17 ne pokazuje znake displazije

niti znake maligne alteracije, to jest, regularnih je patohistoloskih osobina.

Tabela 15: Imunohistohemijska ekspresija CK8, CK10, CD13 i CK17 u papilomima larinksa.

IHH skor CK8 CK10 CK13 CK17

N % N % N % N %
0 20 100 20 0 19 95 17 85
1 0 0 0 0 0 0 1 5
2 0 0 0 0 1 5 1 5
3 0 0 0 0 0 0 1 5
4 0 0 0 0 0 0 0 0
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Slika 20: Papilom larinksa, (HEx100).
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Slika 21: Papilom larinksa, (CK8x100). U epitelu nema ekspresije CK8
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Slika 22: Papilom larinksa, (CK10x100). U epitelu nema ekspresije CK8
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lmmn-un : 5 J ; SO : 2
Slika 23: Papilom larinksa, (CK13x100). U epitelu se uocava homogena ekspresija CK13.
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Slika 24: Papilom larinksa, (CK17x100). U epitelu nema ekspresije CK17
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4.2.5. Imunohistohemijska ekspresija CK8, CK10, CK13 i CK17 u papilarnoj keratozi larinksa

U Tabeli 16 su predstavljene vrednosti skorova ekspresije CK8, CK10, CK13 i CK17 u papilarnoj
keratozi larinksa.U nasim uzorcima papilarne keratoze larinksa (Slika 25) nije uo¢ena ekspresija CK8
(Slika 26). U 6 (50%) nasih slucajeva je uocCena ekspresija CK10. U jednom slucaju (8,3%) je
ckspresija CK10 fokalna, dok je u 5 sluCajeva (41,7%) ekspresija CK10 difuzna u fokusima
keratinizacije (Slika 27) i mrljasta u epitelu ispod fokusa keratinizacije (Slika 27). Ekspresija CK13 je
homogena i difuzna u 2 (16,7%) nasa slucaja papilarne keratoze larinksa. U 6 sluCajeva je zabelezen
fokalan gubitak ekspresije CK13, dok je u 4 sluc¢aja (33,3%) uocen difuzni gubitak ekspresije CK13
(Slika 28). U 8 (66,7%) slucajeva je uocena ekspresija CK17, dok ekspresije CK17 nema u 4 (33,3%)
nasa slucaja papilarne keratoze larinksa. U jednom slucaju (8,3%) ekspresija CK17 je fokalna, u 5
slucajeva (41,7%) ekspresija CK17 je delom fokalna, delom mrljasta, a u 2 (16,7%) slucaja je obrazac
ekspresije CK17 dominantno difuzan (Slika 29). Intenzitet ekspresije CK17 varira od vrlo slabog do
jakog u istoj leziji. Nesto jaci intenzitet ekspresije CK17 je uocen u fokusima keratinizacije.

Tabela 16: Imunohistohemijska ekspresija CK8, CK10, CD13 i CK17 u papilarnoj keratozi larinksa.

IHH skor CK8 CK10 CK13 CK17

N % N % N % N %
0 12 100 6 50 2 16.7 4 33.3
1 0 0 1 8.3 0 0 1 8.3
2 0 0 5 41.7 6 50 5 41.7
3 0 0 0 0 4 33.3 2 16.7
4 0 0 0 0 0 0 0 0
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Slika 25. Papilarna keratoza larinksa, (HEx40), * ozna¢ava normalan epitel larinksa
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Slika 26. Papilarna keratoza larinksa, (CK8x40). Nema ekspresije CK8 u epitelu.*oznac¢ava normalan
epitel larinksa u kome takode nema ekspresije CKS8
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Slika 27. Papilarna keratoza larinksa, (CK10x40); > Uocava se difuzna ekspresija CKI10 u
hiperkeratoticnom sloju; # mrljasta ekspresija CK10 u spinoznom sloju; * normalan epitel larinksa
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Slika 28. Papilarna keratoza larinksa, (CK13x40); >Uocava se difuzni gubitak ekspresije CK13 u leziji;
*u normalnom epitelu larinksa je ekspresija CK13 homogena
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Slika 29. Papilarna keratoza larinksa, (CK17x10). >Uocava se difuzna pozitivnost na CK17 u
hiperkeratoticnom epitelu; # difuzna ekspresija CK17 u spinoznom i pljosnatom sloju epitela; *u
normalnom epitelu larinksa nema ekspresije CK17
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4.2.6. Imunohistohemijska ekspresija CK8, CK10, CK13 i CK17 u displazijama larinksa

U Tabeli 17 su predstavljene vrednosti skorova ekspresije CK8, CK10, CK13 i CK17 u displazijama
larinksa. U naSem uzorku se nalazi ukupno 28 slucajeva displazija larinksa, 10 displazija niskog
gradusa i 18 slucajeva visokog gradusa. Ni u jednom od naSih slucajeva sa dijagnostikovanim
displazijama larinksa nije uocena ekspresija CKS8. Ekspresija CK10 nije uocena u 8 (28,6%) slucajeva
sa dijagnostikovanim displazijama, dok je uocena u 20 (71,4%) slucajeva. Ekspresija CK13 je
delimi¢no ili potpuno izgubljena u svim slu¢ajevima sa dijagnostikovanom displazijom i to u fokusima
u kojima se uocavaju displasticne promene. Ekspresija CK17 nije uocena u 13 (46,4%) svih nasih
slucajeva sa dijagnostikovanom displazijom, dok se CK17 eksprimira u 15 (53,6%) slucajeva sa
dijagnostikovanom displazijom. U istoj leziji se uocava nekoliko obrazaca ekspresije CK17. Obrasci
ekspresije CK17 koji su uoceni su fokalna ekspresija u pojedina¢nim ¢elijama, ekspresija u manjim
plazama Celija i1 difuzna ekspresija u celoj leziji koja je uoc¢ena u samo dva slucaja (7,2%).

Tabela 17: Imunohistohemijska ekspresija CK8, CK10, CD13 i CK17 u displazijama larinksa.

IHH skor CK8 CK10 CK13 CK17

N % N % N % N %
0 28 100 8 28.6 0 0 13 46.4
1 0 0 5 17.9 1 3.6 3 10.7
2 0 0 9 32.1 7 25 9 32.1
3 0 0 4 14.3 16 57.1 1 3.6
4 0 0 2 7.1 4 14.3 2 7.2

4.2.7 Imunohistohemijska ekspresija CK8, CK10, CK13 i CK17 u displazijama larinksa niskog gradusa

U Tabeli 18 su predstavljene vrednosti skorova ekspresije CK8, CK10, CK13 i CK17 u displazijama
larinksa niskog gradusa. U nasim slucajevima displazije niskog gradusa (Slika 30) nije uocena
ekspresija CK8 (Slika 31).

Ekspresija CK 10 je uocena u 9 (90%) slucajeva. Fokalna ekspresija CK10 je uoéena u jednom (10%)
slucaju, u 4 (40%) slucaja je ekspresija fokalna i1 marljasta, u 4 (40%) slucajeva je ekspresija CK10
dominantno difuzna (Slika 32) i u jednom slucaju (10%) je ekspresija CK10 difuzna.

Gubitak ekspresije CK13 je zabelezen u svim Slucajevima displazije larinksa niskog gradusa. Fokalni
gubitak ekspresije CK13 je zabelezen u jednom (10%) slucaju, u 4 (40%) slucajeva je gubitak
ekspresije mrljast (Slika 33) i fokalan, u 4 (40%) slucajeva je gubitak ekspresije dominantno difuzan,
mada ima 1 mrljastog gubitka ekspresije, dok je u jednom slucaju zabeleZena potpun gubitak ekspresije
CK13. CK13 se ne eksprimira u epitelu koji je izmenjen, a u okolnom epitelu je ekspresija CK13
homogena.

Ekspresija CK17 je uocena u 3 (30%) slucajeva displazije larinksa niskog gradusa, dok se CK17 ne
eksprimira u 7 (70%) slucajeva (Slika 34). U 2 (20%) slucaja je uocena fokalna ekspresija CK17 dok je
u jednom slucaju (10%) dominantno difuzna. Ekspresija CK17 se uocava u patoloski izmenjenom
epitelu i u istoj leziji intenzitet ekspresije varira od slabog do jakog.

Tabela 18: Imunohistohemijska ekspresija CK8, CK10, CD13 i CK17 u displazijama larinksa niskog

gradusa.
IHH skor CK8 CK10 CK13 CK17

N % N % N % N %
0 10 100 1 10 0 0 7 70
1 0 0 1 10 1 10 2 20
2 0 0 4 40 4 40 0 0
3 0 0 3 30 4 40 1 10
4 0 0 1 10 1 10 0 0
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Slika 30: Displazija larinksa niskog gradusa (HEx100).
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Slika 31: Displazija larinksa niskog gradusa, (CK8x100). U leziji se ne eksprimira CK8
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Slika 32: Displazija larinksa niskog gradusa (CK10x100). Uocava se ekspresija CKI10 u
parakeratoti¢nom sloju i u spinoznom, sloju epitela.
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Slika 33: Displazija larinksa niskog gradusa, (CK13x100). Uoc¢ava se mrljast gubitak ekspresije CK13
u epitelu lezije.
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Slika 34: Displazija larinksa niskog gradusa, (CK17x100). U leziji se ne eksprimira CK17.
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4.1.8. Imunohistohemijska ekspresija CK8, CK10, CK13 i CK17 u displazijama larinksa visokog
gradusa

U Tabeli 19 su predstavljene vrednosti skorova ekspresije CK8, CK10, CK13 i CK17 u displazijama
larinksa visokog gradusa.

U slucajevima displazije visokog gradusa (Slika 35) nije uocena ekspresija CK8 (Slika 36).

CK10 je se eksprimira u 11 (61,2%) slucajeva. Ekspresija je fokalna u 4 (22,2%), fokalna i mrljasta u 5
(27.8%) slucajeva, dok je difuzna u 2 slucaja (11,2%). Ekspresija CK10 nije uoc¢ena u 11 slucajeva
(61,2%) (Slika 37).

Gubitak ekspresije CK13 uocen je u svim slucajevima. U 2 (16,7%) slucaja je gubitak

ekspresije mrljast i fokalan, dok je u 15 (83,3%) slucajeva gubitak ekspresije CK13 difuzan (Slika 38).
CK17 se eksprimira u 12 (66,7%) slucajeva. Fokalna ekspresija CK17 je zabeleZena u jednom slucaju
(5.6%), u 9 (50%) slucajeva je ekspresija fokalna 1 mrljasta, dok je u 2 (11,1%) slucaja zabelezena
difuzna ekspresija CK17 (Slika 39). CK17 se eksprimira u patoloski izmenjenom epitelu. Intenzitet
ekspresije varira u svakoj pojedina¢noj leziji od slabog do jakog.

Tabela 19: Imunohistohemijska ekspresija CK8, CK10, CD13 i CK17 u displazijama larinksa visokog

gradusa.
IHH skor CK8 CK10 CK13 CK17

N % N % N % N %
0 18 100 7 38.8 0 0 6 33.3
1 0 0 4 22.2 0 0 1 5.6
2 0 0 5 27.8 3 16.7 9 50.0
3 0 0 1 5.6 12 66.6 0 0
4 0 0 1 5.6 3 16.7 2 11.1
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Slika 35: Displazija larinksa visokog gradusa, (HEx100); *normalan epitel larinksa
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Slika 36: Displazija larinksa visokog gradusa, (CK8x100). U leziji se ne eksprimira CK8 *CK8 se ne
eksprimira ni u normalnom epitelu larinksa
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Slika 37: Displazija larinksa visokog gradusa, (CK10x100). U leziji se ne eksprimira CK10 * CK10 se
ne eksprimira ni u normalnom epitelu larinksa
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Slika 38: Displazija larinksa visokog gradusa, (CK13x100). U leziji se uocava difuzni gubitak
ekspresije CK13 u spinoznom sloju; * ekspresija CK13 je homogena u normalnom epitelu larinksa
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Slika 39: Displazija larinksa visokog gradusa, (CK17x100). U leziji se uo¢ava difuzna ekspresija CK17
u viSim slojevima epitela koji se nalaze u oklini parakeratoti¢nog epitela. * CK17 se ne eksprimira u
normalnom epitelu larinksa
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4.2.9. Imunohistohemijska ekspresija CK8, CK10, CK13 i CK17 u skvamocelularnom karcinomu
larinksa

U Tabeli 20 su predstavljene vrednosti skorova ekspresije CK8, CK10, CK13 i CK17 u
skvamocelularnom karcinomu larinksa.

U nasim slucajevima skvamocelularnog karcinoma larinksa (Slika 40), ekspresija CK8 je uocena u 13
(15,7%) slucajeva. Fokalna ekspresija je uocena u 8 (9,6%) slucajeva, u 4 (4,8%) slucajeva ekspresija
je mrljasta, dok je u jednom (1,3%) slucaju ekspresija CK8 difuzna. U 70 (84,3%) sluCajeva nema
ekspresije CK8 (Slika 41).

Ekspresija CK10 je uocena u 28 (33,7%) slucajeva. Fokalna ekspresija je uocena u 21 (35,3%) slucaju,
a mrljasta ekspresija je uocena u 7 (8,4%) slucajeva. U 55 (66,3%) slu€ajeva nije uocena ekspresija
CK10 (Slika 42).

Gubitak ekspresije CK13 je uoen u svim slucajevima skvamocelularnog karcinoma. Fokalni gubitak
ekspresije je uocen u 5 (6%) slucajeva, mrljasti gubitak ekspresije je uoc¢en u 21 (25,3%) slucaju, dok je
difuzni gubitak ekspresije CK13 uocen u 57 (68,7%) slucajeva (Slika 43).

Ekspresija CK17 je uocena u 79 (95,2%) sluCajeva. Fokalna ekspresija je uoCena u 14 (16,9%)
sluc¢ajeva. Mrljasta ekspresija je uoCena u 36 (43,4%) slu€ajeva. Difuzna ekspresija CK17 je uo€ena u
29 (34,9%) slucajeva (Slika 44). U istoj leziji se uocava viSe razliitih obrazaca ekspresije CK17.
Intenzitet ekspresije varira od slabog do jakog u istoj leziji. U fokusima keratinizacije je intenzitet
ekspresije CK17 snazniji. U istoj leziji se mogu pojaviti velike oblasti negativne na CK17 i oblasti u
kojima postoji fokalna, mrljasta ili difuzna ekspresija CK17 (Slika 46).

Tabela 20: Imunohistohemijska ekspresija CK8, CK10, CD13 i CK17 u skvamocelularnom karcinomu
larinksa

IHH skor CK8 CK10 CK13 CK17

N % N % N % N %
0 70 84.3 55 66.3 0 0 4 4.8
1 8 9.6 21 35.3 5 6 14 16.9
2 4 4.8 7 8.4 21 25.3 36 43.4
3 0 0 0 0 21 25.3 22 26.5
4 1 1.3 0 0 36 43.4 7 8.4
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Iik 40: Skvamocelularni karcinom larinksa, (Hx100). *fragment norg epitela larinksa.
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Slika 41: Skvamocelularni karcinom larinksa, (CK8x100). *Fragment normalnog epitela larinksa. Ne
uocava se ekspresija CKS8 ni u karcinomu ni u fragmentu normalnog epitela larinksa.
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Slika 42: Skvamocelularni karcinoma larinksa, (CK10x100). * Fragment nomalnog epitela larinksa. U
skvamocelularnom karcinomu larinksa se ne uocava ekspresija CK10.
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Slika 43: Skvamocelularni karcinom larinksa, (CK13x100). Uocava se difuzni gubitak ekspresije
CK13 u skvamocelularnom karcinomu;*U fragmentu normalnog epitela larinksa se uo¢ava homogena
ekspresija CK13.
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200 pm

Slika 44: Skvamocelularni karcinom larinksa, (CK17x100). Uocava se difuzna ekspresija CK17 u
skvamocelularnom karcinomu larinksa. *U fragmnetu normalnog epitela larinksa nema ekspresije
CK17
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Slika 45: Skvamocelularni karcinoma larinksa, (HEx40).
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500 pm

Slika:46 Skvamocelularni karcinom larinksa, sa slike br. 45, (CK17x100); nehomogena ekspresija
CK17. Uocavaju se fokusi ekspresije CK17, dok je veci deo tumora negativan na CK17.
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4.3. DDAGNOSTICKA VREDNOST CK8, CK10, CK13 I CK17 U DIFERENCIJALNOJ

DIJAGNOSTICI SKVAMOCELULARNOG KARCINOMA LARINKSA | BENIGNIH LEZIJA
LARINKSA

ROC kriva je iskoriS¢ena da bi se ispitala dijagnosticka vrednost CKS8, CK10, CK13 i CK17 u

diferencijalnoj dijagnostici skvamocelularnog karcinoma larinksa u odnosu na benigne lezije larinksa
(Slika 47).
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Slika 47. ROC kriva za dijagnosti¢ku vrednost CK8, CK10, Ck13 i CK17 u diferencijanoj dijagnozi
skvamocelularnog karcinoma larinksa i benignih lezija larinksa

Izracunate su vrednosti povrsine ispod krive za svaki marker (Tabela 21)

Tabela 21: Vrednosti povrsine ispod krive za CK8, CK10, CK13 i CK17 u diferencijalnoj dijagnostici
skvamocelularnog karcinoma larinksa i benignih lezija larinksa

Povrsina ispod krive

Asimptoticki  95% interval
Asimptotski  poverenja
Citokeratini Povriina  Std. greska® Sig. Donja granica Gornja granica
CK8 578 049 126 482 674
CK10 495 .052 915 392 597
CK13 .926 022 .000 .882 .969
CK17 692 049 .000 596 .788
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U tabeli 22 su prikazane grani¢ne vrednosti za ekspresiju CK8, CK10, CK13 1 CK17 u diferencijalnoj
dijagnostici skvamocelularnog karcinoma larinksa i benignih lezija larinksa. Grani¢na vrednost >1 je
odredena za CK13 kao dijagnosti¢ki znacajna sa senzitivno$cu 100%, specifi¢noscu 67,3% i povr§inom
ispod krive 0,926. Za CKI17 je kao dijagnosticki znaCajna odredena grani¢na vrednost >1 sa
senzitivnoSéu 95,2%, specificnoséu 43,3% 1 povrSinom ispod krive 0,692. Vrednosti povrSine ispod
krive za CK10 (0,495) i CKS8 (0,578) ukazuju da ovi markeri nisu dijagnosti¢ki znacajni u
diferencijalnoj dijagnostici skvamocelularnog karcinoma larinksa od benignih lezija larinksa.

Tabela 22: Grani¢ne vrednosti za ekspresiju CK8, CK10, CK13 i CK17 u diferencijalnoj dijagnostici
skvamocelularnog karcinoma larinksa i benignih lezija larinksa
Koordinate krive

Pozitivno ako je vecée ili

Citokeratini jednako od? Senzitivnost 1 - specifi¢nost
CK8 -1.00 1.000 1.000
50 157 .000
1.50 .060 .000
3.00 012 .000
5.00 .000 .000
CK10 -1.00 1.000 1.000
50 337 .308
1.50 .084 192
2.50 .000 019
4.00 .000 .000
CK13 -1.00 1.000 1.000
.50 1.000 327
1.50 940 .288
2.50 .687 077
3.50 434 .000
5.00 .000 .000
CK17 -1.00 1.000 1.000
.50 952 S77
1.50 783 500
2.50 349 173
3.50 .084 .058
5.00 .000 .000

a. Najmanja grani¢na vrednosti je razlika minimalne posmatrane vrednosti testa -1, a najveca
grani¢na vrednost je zbir najveée posmatrane vrednosti testa 1 1. Ostale grani¢ne vrednosti su
aritmeticke sredine dve susedne posmatrane vrednosti testa.
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4.4, DITAGNOSTICKA VREDNOST CKS8, CK10, CD13 I CK17 U DIFERENCIJALNOJ
DIJAGNOSTICI DISPLAZIJA LARINKSA | BENIGNIH LEZIJA LARINKSA

ROC kriva je iskoriS¢ena da bi se ispitala dijagnosticka vrednost CKS8, CK10, CK13 i CK17 u
diferencijalnoj dijagnostici displazija larinksa u odnosu na benigne lezije larinksa (Slika 48).
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Slika 48. ROC kriva za dijagnosticku vrednost CK8, CK10, Ck13 i CK17 u diferencijanoj dijagnozi

displazija larinksa i benignih lezija larinksa.
Izracunate su vrednosti povrsine ispod krive za svaki marker (Tabela 23)
Tabela 23: Vrednosti povrsine ispod krive za CK8, CK10, CK13 i CK17 u diferencijalnoj

dijagnostici displazija larinksa i benignih lezija larinksa

Asimptoticki  95% interval
Asimptotski poverenja

Citokeratini PovrSina Std. greSka Sig.b Donja granica Gornja granica
CK8 500 .068 1.000 .367 633
CK10 733 .061 .001 613 .853
CK13 921 029 .000 .865 978
CK17 462 .067 576 .330 594

U tabeli 24 su prikazane granicne vrednosti za ekspresiju CK8, CK10, CK13 1 CK17 u diferencijalnoj
dijagnostici displazija larinksa i benignih lezija larinksa. Grani¢na vrednost >1 je odredena za CK13
kao dijagnosticki znacajna sa senzitivnos¢u 100%, specificnoséu 67,3% i povrSinom ispod krive 0,921.
Za CK10 je kao dijagnosticki znacajna odredena grani¢na vrednost >1 sa senzitivnoséu 71,4%,
specificnosc¢u 69,2% i povrsinom ispod krive 0,733. Vrednosti povrsine ispod krive za CK8 (0,500) i
CK17 (0,462) ukazuju da ovi markeri nisu dijagnosti¢ki znacajni u diferencijalnoj dijagnostici
displazija larinksa od benignih lezija larinksa.
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Tabela 24: Grani¢ne vrednosti za ekspresiju CK8, CK10, CK13 i CK17 u diferencijalnoj dijagnostici
displazija larinksa i benignih lezija larinksa
Koordinate krive

Pozitivno ako je vece ili

Citokeratini jednako od Senzitivnost 1 - specifi¢nost
CK8 -1.00 1.000 1.000
1.00 .000 .000
CK10 -1.00 1.000 1.000
150 714 308
1.50 536 192
2.50 214 .019
3.50 071 .000
5.00 .000 .000
CK13 -1.00 1.000 1.000
.50 1.000 327
1.50 .964 .288
2.50 714 077
3.50 143 .000
5.00 .000 .000
CK17 -1.00 1.000 1.000
50 536 577
1.50 429 .500
2.50 107 173
3.50 071 .058
5.00 .000 .000

a. Najmanja grani¢na vrednosti je razlika minimalne posmatrane vrednosti testa -1, a
najveca grani¢na vrednost je zbir najveée posmatrane vrednosti testa i 1. Ostale grani¢ne
vrednosti su aritmetiCke sredine dve susedne posmatrane vrednosti testa.
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4.5. DDJAGNOSTICKA VREDNOST CK8, CK10, CD13 1 CK17 U DIFERENCIJALNOJ
DIJAGNOSTICI DISPLAZIJA LARINKSA NISKOG GRADUSA | DISPLAZIJA LARINKSA
VISOKOG GRADUSA

ROC kriva je iskoriS¢ena da bi se ispitala dijagnosticka vrednost CKS8, CK10, CK13 i CK17 u
diferencijalnoj dijagnostici dijagnostici displazija larinksa niskog gradusa u odnosu na displazije
larinksa visokog gradusa (Slika 49).
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Slika 49. ROC kriva za dijagnosticku vrednost CK8, CK10, Ck13 i CK17 u diferencijanoj dijagnozi
displazija larinksa niskog gradusa i displazija larinksa visokog gradusa.

Izracunate su vrednosti povrSine ispod krive za svaki marker (Tabela 25).

Tabela 25: Vrednosti povrsine ispod krive za CK8, CK10, CK13 i CK17 u diferencijalnoj dijagnostici
displazija larinksa niskog i visokog gradusa

Povrsina ispod krive

Asimptoticki  95%  interval

poverenja
Citokeratini Area Povrsina Std. greska Donja granica Gornja granica
CK8 500 116 1.000 273 727
CK10 742 .099 .037 548 935
CK13 325 113 131 103 547
CK17 278 102 .055 .078 478

U tabeli 26 su prikazane grani¢ne vrednosti za ekspresiju CKS8, CK10, CK13 i CK17 u diferencijalnoj
dijagnostici displazija larinksa niskog i visokog gradusa. Grani¢na vrednost >2 je odredena za CK10
kao dijagnostic¢ki znacajna sa senzitivnos¢u 80%, specifi¢noséu 61,1% i povrSinom ispod krive 0,742.
Vrednosti povrsine ispod krive za CK8 (0,500), CK13 (0,325) i CK17 (0,278) ukazuju da ovi markeri
nisu dijagnosticki znacajni u diferencijalnoj dijagnostici displazija niskog gradusa u odnosu na
displazije larinksa visokog gradusa.
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Tabela 26: Grani¢ne vrednosti za ekspresiju CK8, CK10, CK13 i CK17 u diferencijalnoj dijagnostici
displazija larinksa niskog i visokog gradusa
Koordinate krive

Pozitivno ako je vece ili

Citokeratini jednako od Senzitivnost 1 - specifi¢nost
CK8 -1.00 1.000 1.000
1.00 .000 .000
CK10 -1.00 1.000 1.000
50 900 611
1.50 .800 389
2.50 400 111
3.50 .100 .056
5.00 .000 .000
CK13 .00 1.000 1.000
1.50 900 1.000
2.50 500 833
3.50 .100 167
5.00 .000 .000
CK17 -1.00 1.000 1.000
50 300 667
1.50 .100 611
2.50 .100 111
3.50 .000 111
5.00 .000 .000

a. Najmanja grani¢na vrednosti je rezlika minimalne posmatrane vrednosti testa -1, a najveéa grani¢na
vrednost je zbir najvece posmatrane vrednosti testa 1 1. Ostale granicne vrednosti su aritmeticke
sredine dve susedne posmatrane vrednosti testa.
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4.6. DJAGNOSTICKA VREDNOST CK8, CK10, CD13 1 CK17 U DIFERENCIJALNOJ
DIJAGNOSTICI DISPLAZIJA LARINKSA | SKVAMOCELULARNOG KARCINOMA
LARINKSA

ROC kriva je iskoriS¢ena da bi se ispitala dijagnosticka vrednost CKS8, CK10, CK13 i CK17 u
diferencijalnoj dijagnostici skvamocelularnog karcinoma larinksa u odnosu na benigne lezije larinksa
(Slika 50).
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Slika 50. ROC kriva za dijagnosticku vrednost CK8, CK10, CK13 i CK17 u diferencijanoj dijagnozi
displazija larinksa i skvamocelularnog karcinoma larinksa.

Izracunate su vrednosti povrSine ispod krive za svaki marker (Tabela 27)

Tabela 27: Vrednosti povrsine ispod krive za CK8, CK10, CK13 i CK17 u diferencijalnoj dijagnostici
displazija larinksa i skvamocelularnog karcinoma larinksa

Povrsina ispod krive

Asimptoticki  95% interval
Asimptotski poverenja

Citokeratini PovrSina Std. greska Sig.b Donja granica Gornja granica
CK8 578 .058 217 464 693
CK10 242 .060 .000 125 359
CK13 589 .056 .160 479 699
CK17 739 .060 .000 621 .857

U tabeli 28 su prikazane grani¢ne vrednosti za ekspresiju CK8, CK10, CK13 i CK17 u diferencijalnoj
dijagnostici displazija larinksa i skvamocelularnog karcinoma larinksa. Grani¢na vrednost >1 je
odredena za CK17 kao dijagnosticki znaCajna sa senzitivnoS¢u 95,2%, specifiénoséu 46,4% |
povrsinom ispod krive 0.739. Vrednosti povrsine ispod krive za CK8 (0,578), CK13 (0,589) i CK10
(0,242) ukazuju da ovi markeri nisu dijagnosticki znacajni u diferencijalnoj dijagnostici displazija
larinksa i skvamocelularnog karcinoma larinksa.
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Tabela 28: Grani¢ne vrednosti za ekspresiju CK8, CK10, CK13 i CK17 u diferencijalnoj dijagnostici
displazija larinksa i skvamocelularnog karcinoma larinksa
Koordinate krive

Pozitivno ako je wvecée ili

Citokeratini jednako od Senzitivnst 1 - Specifi¢nost
CK8 -1.00 1.000 1.000
50 157 .000
1.50 .060 .000
3.00 012 .000
5.00 .000 .000
CK10 -1.00 1.000 1.000
50 337 714
1.50 .084 536
2.50 .000 214
3.50 .000 071
5.00 .000 .000
CK13 .00 1.000 1.000
1.50 940 964
2.50 .687 714
3.50 434 143
5.00 .000 .000
CK17 -1.00 1.000 1.000
.50 952 536
1.50 783 429
2.50 349 107
3.50 .084 071
5.00 .000 .000

a. Najmanja grani¢na vrednosti je razlika minimalne posmatrane vrednosti testa -1, a
najveca granic¢na vrednost je zbir najve¢e posmatrane vrednosti testa i 1. Ostale granicne
vrednosti su aritmeti¢ke sredine dve susedne posmatrane vrednosti testa.
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4.7. POVEZANOST EKSPRESIJE CITOKERATINA CK8, CK10, CK13 | CK17 U
SKVAMOCELULARNOM KARCINOMU LARINKSA SA GRADUSOM TUMORA

U nasem istrazivanju, od 83 slucaja sa dijagnostikovanim skvamocelularnim karcinomom larinksa, 20
slucajava je sa dijagnostikovanim dobro diferentovanim karcinomom — gradus 1(G1), 54 sa srednje
diferentovanim karcinomom — gradus 2 (G2), i 9 slucajeva je sa slabo diferentovanim karcinomom —
gradus 3 (G3) (Tabela 29).

Tabela 29: Distribucija skvamocelularnih karcinoma po gradusu

Gradus tumora Gl G2 G3

N 20 54 9

U tabeli 30 je predstavljena distribucija skorova imunohistohemijskog bojenja na CK8 po gradusima
skvamocelularnog karcinoma larinksa. Od 20 slucajeva gradusa 1, u 18 nije zabelezena ekspresija CKS8,
dok je u dva slucaja ekspresija CK8 skorovana sa 1. Od 54 slucaja skvamocelularnog karcinoma
gradusa G2, u 45 slucajeva nije uocena ekspresija CK8, dok je u 5 slu¢ajeva ekspresija CK8 skorovana
sa 1, u 3 slucaja skorovana sa 2 i u jednom slu€aju skorovana sa 4. U skvamocelularnim karcinomima
stadijuma G3, u 6 slu¢ajeva nije uocena ekspresija CK8, jedan slucaj je skorovan sa 1 i dva slucaja su
skorovana sa 2.

Tabela 30: Distribucija skorova imunohistohemijskog bojenja na CK8 po gradusima skvamocelularnog
karcinoma larinksa

Gradus CKa8 skor

tumora 0 1 2 3 4
1 18 2 0 0 0
2 45 5 3 0 1
3 6 1 2 0 0

U tabeli 31 je predstavljena distirbucija skorova imunohistohemijskog bojenja ha CK10 po gradusima
skvamocelularnog karcinoma larinksa. U skvamocelularnim karcinomima gradusa G1, u 11 slu¢ajeva
nije uoCena ekspresija CK10, u 6 slucajeva ekspresija CK10 je skorovana sa 1, a u tri slucaja je
skorovana sa 2. U skvamocelularnim karcinomima gradusa G2, u 36 slucajeva nije uocena ekspresija
CK10, u 14 slucajeva je ekspresija CK10 skorovana sa 1 i u cetiri slucaja je skorovana sa 2. U
skvamocelularnim karcinomima gradus G3, u 8 slucajeva nije uoCena ekspresija CK10, dok je u
jednom slucaju ekspresija CK10 skorovana sa 1.

Tabela 31: Distirbucija skorova imunohistohemijskog bojenja na CK10 po gradusima
skvamocelularnog karcinoma larinksa

Gradus CK10 skor

tumora 0 1 2 3 4
1 11 6 3 0 0
2 36 14 4 0 0
3 8 1 0 0 0

U tabeli 32 je predstavljena distribucija skorova imunohistohemijskog bojenja na CK13 po gradusima
skvamocelularnog karcinoma larinksa. U skvamocelularnim karcinomima gradusa G1, u jednom
slucaju je ekspresija CK13 skorovana sa 1, u Sest slucajeva je skorovana sa 2, u pet slucajeva je
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skorovana sa 3 i u osam slucajeva je skorovana sa 4. U skvamocelularnim karcinomima gradusa G2, u
cetiri slucaja je ekspresija CK13 skorovana sa 1, u Cetrnaest slucajeva je skorovana sa 2, u petnaest
slu¢ajeva je skorovana sa 3 i u dvadeset jednom slucaju je skorovana sa 4. U skvamocelularnim
karcinomima gradusa G3, u jednom slucaju je ekspresija CK13 skorovana sa 2, u jednom slucaju je sa
3, 1u sedam slucajeva je skorovana sa 4.

Tabela 32: Distribucija skorova imunohistohemijskog bojenja na CK13 po gradusima
skvamocelularnog karcinoma larinksa

Gradus CK13 skor

tumora 0 1 2 3 4
1 0 1 6 5 8
2 0 4 14 15 21
3 0 0 1 1 7

U tabeli 33 je predstavljena distribucija skorova imunohistohemijskog bojenja na CK17 po gradusima
skvamocelularnog karcinoma larinksa. U skvamocelularnim karcinomima gradusa G1, u jednom
slucaju nije uocena ekspresija CK17, u tri slucaja je ekspresija CK17 skorovana sa 1, u sedam slucajeva
sa 2, u Cetiri sluc¢aja sa 3 1 u pet slucajeva sa 4. U skvamocelularnim karcinomima gradusa G2, u dva
slucaja nije uocena ekspresija CK17, u osam slucajeva je ekspresija CK17 skorovana sa 1, u dvadeset
pet slucajeva sa 2, u sedamnaest sluc¢ajeva sa 3 i u dva sluéaja sa 4. U skvamocelularnim karcinomima
gradusa G3, u jednom slucaju nije uocena ekspresija CK17, u tri slucaja je ekspresija CK17 skorovana
sa 1, u Cetiri slucaja sa 2 1 u jednom slucaju sa 3.

Tabela 33: Distirbucija skorova imunohistohemijskog bojenja na CK17 po gradusima
skvamocelularnog karcinoma larinksa.

Gradus CK17 skor

tumora 0 1 2 3 4
1 1 3 7 4 5
2 2 8 25 17 2
3 1 3 4 1 0

Izracunati su Spirmanovi rho koeficijenti 1 predstavljeni su u tabeli 34.

Tabela 34: Korelacija ekspresije CK8, CK10, CK13 i CK17 sa gradusom skvamocelularnog
karcinoma larinksa

Spearman's rho

CKS8 CK10 CK13 CK17
Gradus Correlation Coefficient .108 -.198 143 -.219
Sig. (2-tailed) .333 .072 .198 .047

Na osnovu rezultata dobijenih statistic(kom obradom, zakljueno je da postoji znacajna
negativna korelacija izmedu ekspresija CK17 i gradusa skvamocelularnog karcinoma larinksa.
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4.8. POVEZANOST EKSPRESIJE CITOKERATINA CK8, CK10, CK13 | CK17 U
SKVAMOCELULARNOM KARCINOMU LARINKSA SA STADIJUMOM TUMORA

U prikupljenom materijalu ima 83 slucaja sa dijagnostikovanim skvamocelularnim karcinomom
larinksa. U stadijumu pT1 je 39 slucajeva, u stadijumu pT2 je 7 slucajeva, u stadijumum pT3 je 23
slu¢aja i u stadijumu pT4 je 14 slucajeva (Tabela 35).

Tabela 35: Distribucija skvamocelularnog karcinoma larinksa po stadijumima tumora

P Stadijum pT1l pT2 pT3 pT4

N 39 7 23 14

U tabeli 36 je predstavljena distribucija skorova imunohistohemijskog bojenja na CK8 po stadijumuma
skvamocelularnog karcinoma larinksa. U stadijumu pT1, u 36 slu¢ajeva nema ekspresije CKS, 2 slucaja
imaju imunohistohemijski skor 1 1 jedan slu¢aj ima imunohistohemijski skor 3. U stadijumu pT2, u 5
slucajeva nema ekspresije CKS8, dok je jedan slucaj skorovan sa 1 i jedan slucaj skorovan sa 4. U
stadijumu pT3, u 16 slucajeva nije uocena ekspresija CK8, 4 slu€aja su skorovana sa 1 i tri slucaja su
skorovana sa 2. U nasim slu¢ajevima stadijuma pT4, u 13 slucajeva nema ekspresije CKS i jedan slucaj
je skorovan sa 1.

Tabela 36: Distribucija skorova imunohistohemijskog bojenja na CK8 po stadijumuma
skvamocelularnog karcinoma larinksa.

Stadijum CK8 skor

0 1 2 3 4
1 36 2 1 0 0
2 5 1 0 0 1
3 16 4 3 0 0
4 13 1 0 0 0

U tabeli 37 je predstavljena distribucija skorova imunohistohemijskog bojenja na CK10 po
stadijumuma skvamocelularnog karcinoma larinksa. U stadijumu pT1, u 21 slucaju nema ekspresije
CK10, 12 slucajeva ima imunohistohemijski skor 1 1 6 slucajeva ima imunohistohemijski skor 2. U
stadijumu pT2, u 6 slucajeva nema ekspresije CK10, dok je jedan slucaj skorovan sa 1. U stadijumu
pT3, u 18 slucajeva nije uocena ekspresija CK10 a 5 slucajeva je skorovano sa 1. U stadijumu pT4, u
10 slu€ajeva nema ekspresije CK10, tri slu¢aja su skorovan sa 1 i jedan slucaj je skorovan sa 2.

Tabela 37: Distribucija skorova imunohistohemijskog bojenja na CK10 po stadijumuma
skvamocelularnog karcinoma larinksa

Stadijum CK10 skor

0 1 2 3 4
1 21 12 6 0 0
2 6 1 0 0 0
3 18 5 0 0 0
4 10 3 1 0 0
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U tabeli 38 je predstavljena distribucija skorova imunohistohemijskog bojenja na CK13 po
stadijumuma skvamocelularnog karcinoma larinksa. U stadijumu pT1, 2 slucaja su skorovana sa 1, 10
slucajeva je skorovano sa 2, 13 slucajeva sa 3 1 14 slucajeva sa 4. U stadijumu pT2, jedan slucaj je
skorovan sa 1, 4 slucaja sa 2 1 2 slucaja sa 3. U stadijumu pT3, jedan slucaj je skorovan sa 1, 6
slucajeva je skorovano sa 2, tri slu¢aja su skorovana sa 3 i1 13 slucajeva je skorovano sa 4. U stadijumu
pT4, jedan slucaj je skorovan sa 1, jedan slucaj je skorovan sa 2, 3 slucaja su skorovana sa 4 1 9
slucajeva je skorovano sa 4.

Tabela 38: Distirbucija skorova imunohistohemijskog bojenja na CK13 po stadijumuma
skvamocelularnog karcinoma larinksa

Stadijum CK13 skor

0 1 2 3 4
1 0 2 10 13 14
2 0 1 4 2 0
3 0 1 6 3 13
4 0 1 1 3 9

U tabeli 39 je predstavljena distribucija skorova imunohistohemijskog bojenja na CK17 po
stadijumuma skvamocelularnog karcinoma larinksa. U stadijumu pT1, u tri slucaja nema ekspresije
CK17, 3 slucaja su skorovana sa 1, 14 slucajeva sa 2, 13 slucajeva sa 3 i 6 slucajeva sa 4. U stadijumu
pT2, jedan slucaj je skorovan sa 1, 5 slucajeva sa 2 i jedan slucaj sa 4. U stadijumu pT3, u jednom
slu¢aju nema ekspresije CK17, 6 slucajeva je skorovano sa 6, 13 slucajeva sa 2 i tri sluc¢aja sa 3. U
stadijumu pT4, 4 slucaja su skorovana sa 1, 4 slucaja su skorovana sa 2 i 6 slucajeva su skorovana sa 4.

Tabela 39: Distribucija skorova imunohistohemijskog bojenja na CK17 po stadijumuma
skvamocelularnog karcinoma larinksa.

Stadijum CK17 skor

0 1 2 3 4
1 3 3 14 13 6
2 0 1 5 0 1
3 1 6 13 3 0
4 0 4 4 6 0

Izracunati su Spirmanovi rho koeficijenti i predstavljeni su u tabeli 40.

Tabela 40: Korelacija ekspresije CK8, CK10, CK13 i CK17 sa stadijumom skvamocelularnog
karcinoma larinksa

Spearman's rho

CK8 CK10 CK13 CK17
Stadijum Koeficijent korelacije  .132 -.182 187 -.197
Sig. (2-tailed) 234 .099 .090 075

Na osnovu rezultata dobijenih statistickom obradom, zakljueno je da nema znafajne povezanosti
ekspresije CK8, CK10, CK13 i CK17 u skvamocelularnom karcinomu larinksa sa stadijumom
skvamocelularnog karcinoma larinksa.
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4.9. POVEZANOST EKSPRESIJE CITOKERATINA CK8, CK10, CK13 | CK17 U
SKVAMOCELULARNOM KARCINOMU LARINKSA SA PRISUSTVOM METASTAZA U
LIMFNIM CVOROVIMA

U koris¢enom uzorku ukupno je 83 slucaja skvamocelularnog karcinoma larinksa. Sa metastazama u
limfne ¢vorove je 26 slucajeva, dok je bez metastaza 57 slucajeva. U stadijumu N1 je 6 slucajeva, u
stadijumu N2 je 7 slucajeva, a u stadijumu N3 je 13 slucajeva.

U tabeli 41 je prikazana distribucija skorova CK8 u odnosu na prisustvo metastaza u limfnim
¢vorovima. U grupi sa metastazama u limfne ¢vorove, u 21 slu¢aju nema ekspresije CK8, u 4 slucaja je
ekspresija CK8 sokrovana sa 4 i u jednom slucaju je skorovana sa 2. U grupi bez metastaza u limfne
¢vorove, u 49 slucajeva je ekspresija CK8 skorovana sa 0, 4 slucaja su skorovana sa 1, 3 slucaja su
skorovana sa 2 i jedan slucaj je skorovan sa 4.

Tabela 41: Distribucija skorova CK8 u odnosu na prisustvo metastaza u limfnim ¢vorovima

Prisustvo CKa8 skor

metastaza 0 1 2 3 4
da 21 4 1 0 0
ne 49 4 3 0 1

U tabeli 42 je prikazana distribucija skorova CK10 u odnosu na prisustvo metastaza u limfnim
¢vorovima. U grupi sa metastazama u limfne ¢vorove, u 21 slu€aju nema ekspresije CK10, u 4 slucaja
je ekspresija CK10 skrovana sa 1 i u jednom slucaju vana sa 2. U grupi bez metastaza u limfne
¢vorove, u 34 slucajeva nema ekspresije CK10, 17 slu¢ajeva su skorovana sa 1 a 6 slu¢ajeva sa 2.
Tabela 42: Distribucija skorova CK10 u odnosu na prisustvo metastaza u limfnim ¢vorovima.

Prisustvo CK10 skor

metastaza 0 1 2 3 4
da 21 4 1 0 0
ne 34 17 6 0 0

U tabeli 43 je prikazana distribucija skorova CK13 u odnosu na prisustvo metastaza u limfnim
¢vorovima. U grupi sa metastazama u limfne ¢vorove, u 7 slucajeva je skorovano sa 2, 7 slucajeva sa 3
112 slucajeva sa 5. U grupi bez metastaza u limfne ¢vorove, 5 slucajeva je skorovano sa 1, 14 slucajeva
sa 2, 14 slucajeva sa 3 i 24 slucaja sa 4.

Tabela 43: Distribucija skorova CK13 u odnosu na prisustvo metastaza u limfnim ¢vorovima.

Prisustvo CK13 skor

metastaza 0 1 2 3 4
da 0 0 7 7 12
ne 0 5 14 14 24

U tabeli 44 je prikazana distribucija skorova CK17 u odnosu na prisustvo metastaza u limfnim
¢vorovima. U grupi sa metastazama u limfne ¢vorove, jedan slucaj je bez ekspresije CK17, 5 slucajeva
je skorovano sa 1, 13 slucajeva sa 13 i 7 slucajeva sa 3. U grupi bez metastaza u limfne ¢vorove, u 3
slu¢aja nema ekspresije CK17, 9 slucajeva je skorovano sa 1, 23 slucaja sa 2, 15 slucajeva sa 31 7
slucajeva sa 4.

100



Tabela 44: Distribucija skorova CK17 u odnosu na prisustvo metastaza u limfnim ¢vorovima.

Prisustvo CK17 skor

metastaza 0 1 2 3 4
da 1 5 13 7 0
ne 3 9 23 15 7

Izracunati su Spirmanovi rho koeficijenti 1 predstavljeni su u tabeli 45.

Tabela 45: Korelacija ekspresije CK8, CK10, CK13 i CK17 sa stadijumom skvamocelularnog
karcinoma larinksa

Spearman's rho

CK8 CK10 CK13 CK17
N stadijum Koeficijent korelacije  .081 -.190 .067 -.098
Sig. (2-tailed) 468 .086 547 379

Na osnovu rezultata dobijenih statistickom obradom, zakljueno je da nema znafajne povezanosti
ekspresije CK8, CK10, CK13 i CK17 u skvamocelularnom karcinomu larinksa sa prisustvom
metastaza u limfnim ¢vorovima.
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4.10. POVEZANOST EKSPRESIJE CITOKERATINA CK8, CK10, CK13 1 CK17 U
SKVAMOCELULARNOM KARCINOMU LARINKSA SA DUBINOM INVAZIJE TUMORA

U tabeli 46 su prikazane prose¢ne dubine invazije u mm po skoru imunohistohemijskog bojenja na
CK&8. Prosecna dubina invazije za skor 0 je 9,56mm, prose¢na dubina invazije za skor 1 je 11,1mm,
prosecna dubina invazije za skor 2 je 13,57mm, nije bilo slu¢aja skorovanog sa 3, i prose¢na dubina
invazije slucajeva skorovanih sa 4 je 9mm.

Tabela 46: Prose¢na dubina invazije u mm po skoru imunohistohemijskog bojenja na CK8

CK8 skor 0 1 2 3 4
Prose¢na 9,56 11,1 13,57 / 9
dubina invazije

mm

U tabeli 47 su prikazane prose¢ne dubine invazije u mm po skoru imunohistohemijskog bojenja na
CK10. Prosecna dubina invazije za skor 0 je 9,56mm, prose¢na dubina invazije za skor 1 je 9,10mm,
prosec¢na dubina invazije za skor 2 je 9,5mm, nije bilo slucaja skorovanog sa 3, nije bilo slucaja
skorovanog sa 4.

Tabela 47: Prose¢na dubina invazije u mm po skoru imunohistohemijskog bojenja na CK10.

CK10 skor 0 1 2 3 4
Proseéna 9,56 9,10 9,50 / /
dubina invazije

mm

U tabeli 48 su prikazane prose¢ne dubine invazije u mm po skoru imunohistohemijskog bojenja na
CK13. Nije bilo sluc¢aja skvamocelularnog karcinoma skorovanog sa 0. Prosecna dubina invazije za
skor 1 je 9,75mm, prose¢na dubina invazije za skor 2 je 9,62mm, prosecna dubina invazije za skor 3 je
8,80mm i prosecna dubina invazije slucajeva skorovanih sa 4 je 9,56mm.

Tabela 48: Prose¢na dubina invazije u mm po skoru imunohistohemijskog bojenja na CK13.

CK13 skor 0 1 2 3 4
Prose¢na / 9,75 9,62 8,80 9,56
dubina invazije

mm

U tabeli 49 su prikazane proseéne dubine invazije u mm po skoru imunohistohemijskog bojenja na
CK13. Prosecna dubina invazije za skor 0 je 9,04, za skor 1 je 9,62mm, prosena dubina invazije za
skor 3 je 9,84mm, a prosecna dubina invazije za skor 4 je 10,24mm

Tabela 49: Prose¢na dubina invazije u mm po skoru imunohistohemijskog bojenja na CK17.

CK17 skor 0 1 2 3 4
Prosec¢na 9,04 9,62 9,63 9,84 10,24
dubina invazije

mm
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IzraCunati su Spirmanovi rho koeficijenti 1 predstavljeni su u tabeli 50.

Tabela 50: Korelacija ekspresije CK8, CK10, CK13 i CK17 sa stadijumom skvamocelularnog
karcinoma larinksa

Spearman's rho

CK8 CK10 CK13 CK17
Dubina invazije (mm) Koeficijent korelacije  .378 -.175 .023 -.297
Sig. (2-tailed) .002 154 .855 014

Na osnovu rezultata dobijenih statistickom obradom, zaklju¢eno je da postoji znaCajna povezanosti
ekspresije CK8 i u skvamocelularnom karcinomu larinksa sa dubinom invazije tumora i znacajna
negativna korelacija izmedu ekspresije CK17 u skvamocelularnom karcinomu karinksa i dubine
invazije tumora.
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5. DISKUSIJA

Ovo je prvo istrazivanje u kome je ispitana dijagnosticka korisnost CK13 u benignim i malignim
lezijama larinksa. CK13 se pokazao kao dijagnosticki znaCajan imunohistohemijski marker u
diferencijalnoj dijagnozi benignih lezija i displazija larinksa, kao i u diferencijalnoj dijagnozi izmedu
benignih lezija i skvamocelularnog karcinoma larinksa.

U normalnom epitelu larinksa je ekspresija CK13 homogena i uniformna u suprabazalnim ¢elijama
epitela. U benignim lezijama je ekspresija CK13 homogena i uniformna u 35 od 52 slucaja (67,3%) dok
se gubitak ekspresije CK13 uocava u 17 od 52 benigne lezije (32,7%). U svim benignim lezijama je
gubitak CK13 uocen u epitelu koji se morfoloski ne razlikuje od normalnog epitela. U svim
slucajevima displazije larinksa i skvamocelularnog karcinoma larinksa je uocen gubitak ekspresije
CK13. Nakon statisticke obrade, za CK13 je odabrana grani¢na vrednost >1 kao dijagnosticki
znacajna (senzitivnost 100%, specificnost 67,3% 1 povrsina ispod krive 0,926) za diferencijalnu
dijagnozu izmedu skvamocelularnog karcinoma larinksa i benignih lezija larinksa. Ukoliko postoji
diferencijalno dijagnosticka dilema izmedu benigne lezije i skvamocelularnog karcinoma, a u leziji je
uoCen gubitak ekspresije CKI13, lezija je skvamocelularni karcinom. Grani¢na vrednost >1
(senzitivnost 100%, specifi¢nost 67,3% 1 povrsina ispod krive 0,921) je odabrana kao dijagnosticki
znacajna za diferencijalnu dijagnozu izmedu displazije larinksa i benignih lezija larinksa. Ukoliko na
osnovu morfoloske slike postoji diferencijalno dijagnosticka dilema izmedu benigne lezije 1 displazije
larinksa, a uocen je bilo kakav gubitak ekspresije CK13 u leziji, lezija je displazija larinksa. Prema
nasim saznanjima, imunohistohemijski marker CK13 nije do sada ispitivan kao dijagnosti¢ki marker u
lezijama larinksa. Do sada su samo Guang He i saradnici (173) istrazivali promene na genu CK13 u
skvamocelularnom karcinomu larinksa i otkrili su da postoji delecija CK13 gena.Takode su zakljuéili
da je ekspresija CK13 gena znacajno veca u normalnom tkivu larinksa nego u skvamocelularnom
karcinomu larinksa, $to je u skladu sa rezultatima dobijenim u naSem istrazivanju (173). Gubitak
ekspresije CK13 gena je bio izrazeniji u slabije diferentovanim tumorima. Pretpostavili su da CK13
gen moze biti tumor supresorski gen (173). Van Der Velden 1 saradnici su ispitivali
imunohistohemijsku ekspresiju CK13 u skvamocelularnom karcinomu larinksa i uocili da postoji
smanjenje ekspresije u odnosu na normalan epitel larinksa, $to je uz skladu sa nasim rezultatima (203).
Uocili su da je smanjene ekspresije CK13 intenzivnije u karcinomima viSeg gradusa. Autori nisu
ispitivali dijagnosticki znacaj gubitka ekspresije CK13. Ekspresija CK13 je ispitivana u epitelnim
tumorima drugih regija. Uocili smo da postoji gubitak ekspresije CK13 u 17 od 52 (32,7%) benignih
lezija u epitelu koji je bez patoloskih promena, $to objasnjava nizu specifi¢nost ovog markera. Van der
Velden i saradnici su ispitivali ekspresiju CK13 u benignim lezijama i dosli do zakljucka da je
ekspresija CK13 nehomogena u lezijama sa hiperkeratozom (167), sto se razlikuje od nasih zapaZanja.
Razlike u zakljuécima su posledica malog uzorka u pomenutoj studiji (u studiju je bilo ukljuc¢eno samo
12 benignih lezija) i u razli¢itim klonovima antitela koja su koris¢ena za imunohistohemijsko bojenje.
Ekspresija CK13 nije ispitivana do sada u displazijama larinksa.

Ekspresija CK13 je ispitivana u displazijama i skvamocelularnim karcinomima drugih regija.

Gubitak ekspresije CK13 se pokazao kao znaCajan za dijagnozu oralnih displazija i skvamocelularnog
karcinoma oralne regije (204, 205, 206) sto je u skladu sa nasim rezultatima. Farrukh S et al. (204) su u
svom istraZzivanju uocili gubitak ekspresije CK13 u 50% uzoraka sa displazijama oralnog epitela 1
skvamocelularnim karcinomom, §to je znafajno manje u odnosu da rezultate dobijene u nasem
istrazivanju. Razlike su posledica drugacije intepretacije gubitka ekspresije CK13. U naSem
istrazivanju kao gubitak ekspresije je smatran nizi intenzitet ekspresije CK13 u odnosu na zdravo tkivo,
odnosno nehomogena ekspresija CK13, dok su Farrukh i sar. kao gubitak ekspresije smatrali samo
potpuno odsustvo ekspresije CK13. U svom istrazivanju su ipak napomenuli da su u svim analiziranim
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slu¢ajevima sa dijagnostikovanim displazijama oralnog epitela i skvamocelularim karcinomom uocili
smanjen intenzitet ekspresije i nehomogenu ekspresiju CK13 $to je u skladu sa nasima rezultatima.
Sakamoto i saradnici su u svom istrazivanju ekspresije CK13 u skvamocelularnom karcinomu I
displazijama oralne regije detektovali gubitak ekspresije u 89 od 90 skvamocelularnih karcinoma
oralne regije i u 35 od 50 slucajeva displazije oralnog epitela (176). Zakljuceno je da gubitak ekspresije
nije posledica gubitka ekspresije CK13 u ¢elijama, ve¢ da je posledica povecanog broja celija koje
uopste ne eksprimiraju CK13. U studiji je ispitivana ekspresija vise razlicitih citokeratina medu kojima
su bili 1 CK10 i CK17 i zakljuceno je da je CK13 najkonstantniji marker sa aberantnom ekspresijom u
premalignim i malignim lezijama oralne mukoze. (176), sto je u skladu sa nasim rezultatima.

Razlozi za gubitak ekspresije CK13 u tkivu malignih epitelnih tumora nisu jasni. Smatra se da bi gen za
CK13 mogao biti tumor supresorski gen (173). Zakljuceno je da ¢elije u kojima nema ekspresije CK13
imaju veliku predispoziciju da krenu u nekontrolisanu hiperproliferaciju. Zakljuceno je da nedostatak
CK13 uti¢e na povecanu aktivnost ciklina E1 i E2, §to za posledicu ima stimulaciju proliferacije ¢elije
(171). Mi pretpostavljamo da bi gubitak CK13 mogao biti rani dogadaj u karcinogenezi
skvamocelularnog karcinoma larinksa i da su kasnije mutacije odgovorne za morfoloske promene u
epitelu.

CK 17 je vrlo senzitivan, ali slabo specifiCan marker za dijagnozu skvamocelularnog karcinoma
larinksa. Statistickom obradom podataka, odabrana je grani¢na vrednost > 1 (senzitivnost 95,2%,
specificnost 43,3%, povrSina ispod krive 0,692) kao dijagnosticki znacajna. Ukoliko postoji
dijagnosticka dilema izmedu benigne lezije 1 skvamocelularnog karcinoma, a CK17 se eksprimira u
leziji, lezija bi se mogla proglasiti skvamocelularnim karcinomom. Ekspresija CK17 u
skvamocelularnom karcinomu larinksa je do sada ispitivana u jednom istrazivanju gde je zaklju€eno da
je CK17 specifican 100% 1 senzitivan 95% imunohistohemijski marker za skvamocelularni karcinom
larinksa (134). Ovi rezultati se ne slazu u potpunosti sa nasim rezultatima. U naSem istraZivanju je
ekspresija CK17 specificna za dijagnostiku skvamocelularnog karcinoma larinksa, ali je senzitivnost
ove metode znatno niza 43,3% u odnosu da senzitivnost iste metode u pomenutoj studiji 95%. Razlike
u senzitivnosti izmedu dve studije su posledica veéeg broja benignih lezija koje su ukljucene u nasu
studiju, za koje se ispostavilo da eksprimiraju CK17. U naSu studiju smo ukljucili 20 slu¢ajeva polipa
larinksa od kojih 19 (95%) eksprimiraju CK17 i 12 slucajeva papilarne keratoze larinksa od kojih 8
(68,3%) eksprimiraju CK17. U studiji Cohen-Kerem i saradnika (134) je bilo uklju¢eno samo 6 polipa
larinksa. Moguce je da su razlike u rezultatima posledica 1 razlike u klonovima koriS¢enih antitela.
Takode, postoji razlika u interpretaciji podataka, jer je u naSoj studiji koris¢en semikvantitativni metod
skorovanja ekspresije antitela, dok je u sudiji Cohen-Kerem i saradnika koris¢en metod
kompjuterizovane histomorfometrije, koji, iako precizniji, nije pogodan za upotrebu u dijagnosticke
svrhe. Regenbogen 1 saradnici su u svom istraZzivanju u koje je bilo ukljuceno 25 slucajeva sa
dijagnostikovanim skvamocelularnim karcinomom larinksa dosli do zaklju¢ka da je CKI17 sa
senzitivno$¢u od 84% 1 specificnos¢u od 95% vrlo pouzdan imunohistohemijski marker za
dijagnostikovanje skvamocelularnog karcinoma larinksa (192), §to je u suprotnosti sa nasim
rezultatima. Razlike u rezultatima su posledica razlike u veli¢ini uzorka (Regebogen i saradnici su u
istrazivanju imali samo 25 slucajeva skvamocelularnog karcinoma larinksa), koriS¢ena razliitih
klonova CK17 1 posledica toga S§to su Regebogen i1 saradnci uporedivali ekspresiju CK17 u
karcinomima sa ekspresijom CK17 u normalnom epitelu larinksa, za razliku od naseg istrazivanja gde
je ekspresija CK17 u karcinomima uporedivana sa ekspresijom CK17 u benignim lezijama larinksa u
kojima se ispostavilo da postoji ekspresija CK17.

Zakljuc¢ili smo da CKI17 nije imunohistohemijski marker koji je najpogodniji za inerpretaciju.
Pozitivnost u naSim slucajevima varira od vrlo slabe do jake, a obrazac ekspresije od fokalnog do
difuznog u istoj leziji. Ovo je naroc€ito uocljivo u slucajevima skvamocelularnog karcinoma pacijenata
koji su podvrgnuti totalnoj laringektomiji. Preseci na kojima je radeno imunohistohemijsko bojenje su
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velike povrSine i uoceno je da postoje delovi tumora u kojima nema ekspresije CK17, delovi tumora u
kojima postoji fokalna ekspresija ili ekspresija u pojedina¢nim ¢elijama, a da postoje i delovi tumora u
kojima je ekspresija CK17 mrljasta ili difuzna (u obliku plaza). Takav nejednak i nehomogen nacin
ekspresije CK17 predstavlja problem za dijagnostiku na malim biopsijama, jer nepostojanje ekspresije
CK17 na delu tumora koji je bioptiran ne znaci da se u tumoru ne eksprimira CK17, ve¢ znaci da samo
nije bioptiran deo tumora koji eksprimira CK17.

Ekspresija CK17 je ispitivana u skvamocelularnim karcinomima oralne regije i zakljuceno je da je
CK17 dijagnosti¢ki znacajan marker za dijagnozu skvamocelularnih carcinoma te regije (207, 208,
209). U pomenutim studijama je ekspresija CK17 uocena u manjem procentu tumora, nego $to je to
slu¢aj u nasem istrazivanju u kome je uocena ekspresija CK17 u svim slu¢ajevima skvamocelularnog
karcinoma larinksa. Ove razlike su posledica drugadijeg skorovanja ekspresije CK17. CK 17 se
pokazao kao znacajan dijagnosti¢ki marker za karcinome orofaringealne regije (210). Ekspresija CK17
u leziji takode ukazuje na skvamocelularni karcinom cerviksa uterusa (166, 211, 212) i koze (213).
Ekspresija CK17 nije po nasim saznanjima ispitivana u displazijama larinksa. U naSim istraZivanju se
pokazalo da CK17 nije znacajan dijagnosticki marker za razlikovanje benignih lezija larinksa od
displazija larinksa. Ekspresija CK17 nije uocena u 13 (46,4%) nasih slucajeva displazije, pa je stoga
povrsina ispod krive, koja je dobijena statistickom analizom 0,462, §to nije dijagnosti¢ki znacajan
rezultat. CK 17 se takode nije pokazao kao znacajan dijagnosticki marker za razlikovanje displazija
visokog gradusa od displazija niskog gradusa. U istrazivanjima koja su se bavila ekspresijom CK17 u
displazijama epitela oralne regije, zaklju¢eno je da je CKI17 dobar dijagnosticki marker za
dijagnostikovanje oralne displazije i da poveéanje ekspresije CK17 korelira sa visSim gradusom
displazije, $to ga ¢ini dobrim dijagnostickim markerom za gradiranje displazija oralne regije (208,
214). Iste karakteristke ekspresije CK17 su uo¢ene i u displazijama cerviksa uterusa, (166, 211, 212),
displasti¢nih promena u kozi (213) i diferentovanih vulvarnih intraepitelnih neoplazija (214, 215), gde
se moze Koristiti za dijagnostikovanje i gradiranje displazije. Razultati dobijeni u prethodno navedenim
studijama se razlikuju od naSih rezultata. Razlike u rezultatima mogu biti posledica manjeg broja
sluc¢ajeva displazija u nasoj studiji, drugacije patogeneze nastanka displazija larinksa u odnosu na
displazije cerviksa uterusa, vulve 1 koze, ili drugacijeg embrionalnog porekla larinksa i oralne sluznice.
CK17 je senzitivan, ali slabo specifican marker za razlikovanje displazija larinksa od
skvamocelularnog karcinoma larinksa. Nakon statisticke obrade odabrana grani¢na vrednost >1 kao
dijagnosticki znacajna (senzitivnost 95,2%, specifi¢nost 46,4% i povrsina ispod krive 0,739) za
diferencijalnu dijagnozu izmedu displazija larinksa i skvamocelularnog carcinoma larinksa. Ukoliko
postoji diferencijalno dijagnosticka dilema izmedu displazije 1 skvamocelularnog carcinoma larinksa, a
u leziji se eksprimira CK17, lezija je verovatno skvamocelularni karcinom larinksa.

Ovi rezultati ukazuju da poviSena ekspresija CK17 u leziji ukazuje na malignu prirodu lezije, Sto je u
skladu sa istrazivanjima sprovedenim na lezijama oralne regije (207, 208, 209), cerviksa uterusa (166,
211, 212) i vulve (215).

Poznato je da citokeratin 17 igra ulogu u kancerogenezi i procesu zapaljenja. S obzirom da polip
larinksa nastaje kao odgovor strome na zapaljenje ili traumu, moglo bi se pretpostaviti da je poviSena
ekspresija CK17 u epitelu polipa larinksa indukovana upravo zapaljenjem. U prilog ove tvrdnje govore
rezultati istraZzivanja u kome je zakljuCeno da citokini koje lu¢e T-limfociti stimuliSu ekspresiju
citokeratina CK1, CK10, CK6, CK16 i CK17 (216). Poznato je da IFN-y stimulise ekspresiju CK17
(217), a povisen nivo IFN-y je detektovan u glasnim zicama nakon traume (218), §to bi moglo biti
potencijalno objaSnjenje za poviSenu ekspresiju CK17 u epitelu polipa larinksa. CK17 se u naSem
istrazivanju pokazao kao marker koji ukazije na maligni potencijal lezije i eksprimira se u svim
karcinomima larinksa uklju¢enim u nase istrazivenje. CK17 se ponasa kao onkogen. CK17 indukuje
proliferaciju cCelije preko interakcije sa STAT-3 (182), preko svoje interakcije sa komponentama
AKT/mTOR signalne kaskade (183). Interaguje sa AIRE i podsti¢e proces tumorgeneze koji je
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posredovan Gli-2 (181). CK 17 ulazi u nukleus gde se vezuje za p27 i na taj nain spreCava
zaustavljanje ¢elijskog ciklusa u G1 fazi, pa ¢elija ulazi u S fazu celijskog ciklusa (186). Koji je tacan
mehanizam delovanja CK17 u patogenezi skvamocelularnog karcinoma larinksa jo$ nije poznato.

U diferencijalno dijagnosti¢koj dilemi izmedu displazije larinksa i benignih lezija larinksa, CK10 se
pokazao kao koristan marker. Ekspresija CK10 nije uo¢ena u normalnom epitelu larinksa. U benignim
tumorima larinksa ekspresija CK10 je uoc¢ena u 16 (30,7%) slucajeva, a u displazijama je na CK10
pozitivno 20 (70,2%) slucajeva. Ekspresija CK10 je uocena u ¢ak 9 (90%) slucajeva displazije niskog
gradusa, 11 (61,2%) slu¢jeva displazije visokog gradusa i 28 (33,7%) slucajeva skvamocelularnog
karcinoma larinksa. Da se uociti da se CK10 eksprimira u lezijama sa malignim potencijalom, ali da je
procenat slucajeva sa ekspresijom CK10 obrnuto proporcionalan malignom potencijalu lezije, to jest,
da se pojavljuje u najveéem procentu displazija niskog gradusa, pa da procenat slucajeva pozitivnih na
CK10 pada u nasimm uzorcima displazija visokog gradusa i da je procenat slucajeva pozitivnih na
CK10 najnizi u nasim uzorcima skvamocelularnog karcinoma larinksa. Statistickom obradom
podataka, odabrana je grani¢na vrednost > 1 (senzitivnost 71.4%, specificnost 69,4%, povrSina ispod
krive 0,733) kao dijagnosticki znacajna. Ukoliko na osnovu morfoloske slike postoji diferencijalno
dijagnosticka dilema izmedu benigne lezije 1 displazije larinksa, a CK10 se eksprimira u leziji,
sugestivno je da se radi o displaziji larinksa. CK10 se pokazao kao koristan marker u diferencijalnoj
dijagnostici displazija niskog gradusa i displazija visokog gradusa. Statistickom obradom podataka,
odabrana je grani¢na vrednost > 2 (senzitivnost 80,0%, specifi¢nost 61,1%, povrsina ispod krive 0,742)
kao dijagnosticki znacajna. Ukoliko postoji diferencijalno dijagnosticka dilema izmedu displazije
visokog gradusa i displazije niskog gradusa, a u leziji je vise od 5% celija pozitivno na CK10,
verovatno se radi o displaziji niskog gradusa. CK10 je imunohistohemijski marker koji se eksprimira u
normalnom, keratinizujuéem epitelu koze, u tonzilarnim kriptama i u Hassal-ovim korpuskulima. U
svim ostalim nekeratinizuju¢im epitelima se ne eksprimira, ili se eksprimira samo u pojedinacnim,
retkim, suprabazalnim ¢elijama (219). U istrazivanju Carrilho i saradnika, uocena je ekspresija CK10 i
u normalnoj sluznici ektocerviksa, a gubitak ekspresije CK10 je smatran dijagnosticki znac¢ajnim za
dijagnozu displazije i skvamocelularnog karcinoma cerviksa uterusa (166). Gubitak ekspresije CK10
bio je izrazeniji u displazijama viSeg gradusa, dok je najizrazeniji gubitak bio u skvamocelularnom
karcinomu (166). Ovakvi rezultati su dijametralno suprotni od nasih rezultata. Moguca objasnjenja za
razlike su drugacija patogeneza nastanka lezija cerviksa (infekcija HPV-om je glavni etioloski faktor u
nastanku displazija i karcinoma cerviksa uterusa, dok u nastanku displazija i skvamocelularnog
karcinoma HPV ne igra znacajnu ulogu) i drugacije osobine epitela dve regije, s obzirom na razli¢ito
embrionalno poreklo cerviksa 1 larinksa. Gubitak ekspresije CK10 u aktini¢nom heilitisu je dijagosticki
znak displazije (169), sto je opet u potpunoj suprotnosti sa nasim rezultatima da je pojava ekspresije
CK10 pocetni znak maligne transformacije. Objasnjenje za ove razlike se opet moze naci u drugacijoj
patogenezi lezije (UV zracenje kao etioloski faktor u nastanku displazija u aktini¢nom heilitisu) i
drugacijim osobinama epitela usne 1 larinksa. U displazijama ezofagusa je uocena ekspresija CK10
(220) kao i u ortokeratotiénim displazijama (221), $to je u skladu sa nasim rezultatima. CK10 se nije
pokazao kao dijagnosticki znacajan imunohistohemijski marker za dijagnostiku skvamocelularnog
karcinoma larinksa. Cohen-Kerem i saradnici su u svom istrazivanju zakljuéili da je CK10 vrlo
senzitivan (senzitivnost 90,9%) i umereno specific¢an (specifi¢nost 69,2%) imunohistohemijski marker
za dijagnostiku skvamocelularnog karcinoma larinksa (164). Razlike u rezultatima su posledica
razli¢ite metodologije jer su Cohen-Kerem i saradnici PCR metodom i Southern Blot metodom merili
kolicinu CK10 iRNK u uzorku. Takode, navedene razlike u uzorcima su posledica razlicitosti uzorka.
Cohen-Kerem i saradnici su uporedivali koli¢inu CK10 iRNK ekstrahovanu iz skvamocelularnog
karcinoma larinksa sa koli¢inom CK10 iRNk ekstrahovanom iz normalnog epitela larinksa, u kome se
ne eksprimira CK10, a u uzorku nisu imali benigne lezije larinksa u kojima se, kao §to smo zakljucili
moze eksprimirati CK10.
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CKS8 se nije pokazao kao znacajan dijagnosticki marker u dijagnostici benignih lezija, displazija i
skvamocelularnog karcinoma larinksa.

Zakljucili smo da je CK13 odlican marker za odredivanje linija resekcije. Ekspresija CK13 se gubi u
svim lezijama sa malignim potencijalom koje su ukljuCene u naSe istrazivanje (displazije niskog 1
visokog gradusa i skvamocelularni karcinom larinksa). Ekspresija CK13 je jaka i homogena u
normalnom epitelu larinksa, pa je gubitak ekspresije CK13 je lako uocljiv. Smatramo da se tumor
nalazi na linijama resekecije kad bojenje na CK13 na linijama resekcije nije uniformno, odnosno kada
postoji gubitak ekspresije CK13 u epitelu. CK13 je zna¢ajan marker kada postoji dilema da li se radi o
epitelu prelaznog tipa, ili o displasticnom epitelu, s obzirom da je bojenje epitela prelaznog tipa jako i
homogeno, za razliku od displazije.

Do sada je CK17 predlozen kao pouzdan marker koji bi pomogao u interpretaciji da li se tumor nalazi
ili ne nalazi na linijama resekcije, $to se razlikuje od naSih rezultata. Cohen-Kerem i saradnici su
koristili  kompjutersku histomorfometriju u interpretaciji svojih rezultata (134), sto nije lako
primenljivo u prakti¢nom radu, a po nasem iskustvu, postoje vrlo velike varijabilnosti u ekspresiji
CK17 u lezijama sa malignim potencijalom, S$to ga ¢ini nepouzdanim markerom za odredivanje linija
resekcije. Naime, CK17 nije eksprimiran u svim lezijama sa malignim potencijalom. U 13 (46,4%) svih
slucajeva sa dijagnostikovanom displazijom larinksa i u 4 (4,8%) nasih uzoraka sa dijagnostikovanim
skvamocelularnim karcinomom nema ekspresije CK17. CK17 se pri tome u istoj leziji eksprimira na
razliite nacine. Postoje oblasti u istoj leziji u kojima nema ekspresije CK17 i oblasti u kojima je
ekspresija fokalna, mrljasta ili $to je rede homogena u vidu plaza. Zbog nepostojanja ekspresije u svim
lezijama sa malignim potencijalom i nehomogene ekspresije, CK17 po naSem misljenju nije adekvatan
imunohistohemijski marker za odredivanje linija resekcije.

U nasem istrazivanju smo dosli od zakljucka da postoji negativna korelacija izmedu procenta celija u
leziji koje su pozitivne na CK17 i gradusa (diferentovanosti) skvamocelularnog karcinoma. Zakljucili
smo da se najveéi procenat ¢elija pozitivnih na CK17 nalazi u dobro diferentovanim karcinomima a
najmanji procenat CK17 pozitivnih celija se nalazi u slabo diferentovanim skvamocelularnim
karcinomima, odnosno ekspresija CK17 se gubi sa povecavanjem gradusa tumora. Cohen-Kerem i
saradnici su u svom istrazivanju dosli do zakljucka da ekspesija CK17 nije povezana sa gradusom
tumora (134). Razlike u rezultatima su posledica drugacije interpretacije pozitivnosti CK17 kao i broja
ispitanika, jer su Cohen-Kerem i saradnici imali manji uzorak od 57 skvamocelularnih karcinoma
larinksa, dok je u naSem istrazivanju broj slucajeva skvamocelularnog karcinoma larinksa bio 83. E-S
Xu 1 saradnici su u svom istrazivanju na karcinomima regije glave i vrata, u koje je bilo ukljuceno 3
skvamocelularna karcinoma larinksa, dosSli do zakljucka da se ekspresija CK17 smanjuje u slabije
diferentovanim karcinomima ove regije (210), $to je u skladu sa nasim zaklju¢cima. Regenbogen i
saradnici su u svom istrazivanju u koje je bilo ukljueno 25 sluajeva sa dijagnostikovanim
skvamocelularnim karcinomom larinksa, doSli do zakljuc¢ka da se ekspresija CK17 u karcinomima
smanjuje sa porastom gradusa tumora (192), sto je u skladu sa nasim rezultatima. Ekspresija CK17 je
veca u dobro i umereno diferentovanim skvamocelularnim karcinomima nego u slabo diferentovanim
karcinomima oralne sluznice (190), sto je u skladu sa nasim rezultatima. Safadi i saradnici su u svom
istrazivanju na karcinomima oralne i orofaringealne regije zakljucili da je ekspresija CK13 vecéa u
dobro diferentovanim karcinomima (165), $to je u suprotnosti sa rezultatima koje smo mi dobili.
Razlika u zaklju¢cima moZe da bude posledica toga Sto Safadi i saradnici nisu u svoju studiju ukljucili
skvamocelularne karcinome larinksa koji se po svojim osobinama razlikuju od karcinoma oralne i
orofaringealne regije (222).

Na osnovu rezultata dobijenih statistickom obradom podataka smo dosli do zaklju¢ka da ne postoji
povezanost izmedu ekspresije citokeratina CK8, CK10, CKI3 i CKI17 sa stadijumom
skvamocelularnog karcinoma larinksa. Po naSim saznanjima, ekspresija ovih citokeratina nije
uporedivana sa stadijumima tumora do sada.
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Na osnovu rezultata dobijenih statistiCkom analizom smo dosli do zakljucka da ne postoji povezanost
izmedu ekspresije citokeratina CK8, CK10, CK13 i CK17 sa prisustvom metastaza skvamocelularnog
karcinoma larinksa u limfnim ¢vorovima. E-S Xu su u svom istrazivanju na karcinomima regije glave i
vrata, u koje je bilo uklju¢eno 3 slucaja skvamocelularnog karcinoma larinksa, zakljucili da je
smanjenje ekspresije CK17 u tumorima prediktor pojave metastaza u limfnim ¢vorovima (210). Ovi
rezultati se razlikuju od naSih razultata. Razlike mogu da budu posledica drugacijeg uzorkovanja
materijala. Za istrazivanje E-S Xu su koriS¢eni tkivni mikronizovi, gde su za imunohistohemijsku
analizu birani mali reprezentativni fokusi precnika par milimetara, dok su u nasem istraZzivanju za
imunohistohemijsku analizu koris¢eni celi preseci tumorskog tkiva, $to je uzevsi u obzir nehomogenu
ekspresiju CK17 u tumorima, moglo da dovede do razlike u rezultatima. U pomenuto istrazivanje Su
bila ukljuc¢ena samo 3 slucaja skvamocelularnog karcinoma larinksa, $to je znaCajno manji uzorak od
naseg. U pomenutom istrazivanju je najveéi broj slucajeva bio iz drugih regija glave i1 vrata.
Skvamocelularni karcinom larinksa se po patogenezi razlikuje od skvamocelularnog karcinoma drugih
regija glave i vrata, $to je dokazano komparativnom genetskom studijom u kojoj je otkriveno da postoje
razlike u genetskom obrascu izmedu skvamocelularnog karcinoma larinksa i  skvamocelularnih
karcinomima respiratornog trakta (222.).

Na osnovu rezultata dobijenih statistickom obradom, zaklju¢eno je da postoji znaajna pozitivha
povezanost ekspresije CK8 i znafajna negativna korelacija ekspresije CK17 u skvamocelularnom
karcinomu larinksa sa dubinom invazije tumora. Sto je ekspresija CK8 prisutna u veéem procentu éelija
u leziji, dubina invazije je veca, a $to je ekspresija CK17 prisutna u veéem procentu ¢elija u tumoru,
dubina invazije je manja. Safadi i saradnici su u svojom istrazivanju na skvamocelularnim
karcinomima oralne i orofaringealne regije zakljucili da povecana ekspresija CKS8 u tumoru korelira sa
ve¢om dubinom invazije, a da ne postoji povezanost izmedu ekspresije CK10 1 CK13 u tumoru sa
dubinom invazije (165), $to je u skladu sa naSim rezultatima. U istrazivanje Safadi i saradnika nisu bili
ukljuéeni skvamocelularni karcinomi larinksa. Pokazalo se da je povecana ekspresija CK17 u
skvamocelulanom karcinomu analne regije povezana sa ve¢com dubinom invazije (223), Sto nije u
korelaciji sa nasim rezultatima. Moguca objasnjenja za razlike u razultaima su drugacija patogeneza i
drugacije biolosko ponaSanje skvamocelularnog karcinoma analne regije od skvamocelularnog
karcinoma larinksa. E-S Xu i saradnici su u svom istrazivanju na skvamocelularnim karcinomima
glave 1 vrata zakljucili da je smanjena ekspresija CK17 u tumoru povezana sa ve¢com dubinom invazije
(210), sto je u skladu sa nasim rezultatima. Iako su rezlutati navedenog istrazivanja u skladu sa nasim,
Xu i saradnici su svoje istrazivanje bazirali na tkivnom mikronizu na kome nije moguce adekvatno
proceniti ekspresiju CK17 zbog heterogenog obrasca ekspresije CK17 u istoj leziji. Takode, u njihovo
istrazivanje su bila ukljucena samo tri slu¢aja skvamocelularnog karcinoma larinksa, §to je znac¢jano
manji uzorak od naseg.
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6. ZAKLJUCCI:

1.

Citokeratin 13 je dijagnosticki znacajan marker za razlikovanje benignih lezija larinksa od lezija sa
malignim potencijalom (displazija larinksa) i skvamocelularnog karcinoma larinksa. Ukoliko se u leziji
gubi ekspresija CK13, lezija ima maligni potencijal i u pitanju je ili displazija ili skvamocelularni
karcinom larinksa. Ukoliko u leziji koja je izgubila ekspresiju CK13 postoji i ekspresija CK17, lezija se
moze okarakterisati kao skvamocelularni karcinom.

Ukoliko postji difencijalno dijagnosticka dilema izmedu benigne lezije i displazije larinksa, a u leziji se
eksprimira CK10, lezija se moze okarakterisati kao displazija.

Ukoliko postoji diferencijalno dijagnosticka dilema izmedu displazije niskog gradusa i displazije
visokog gradusa, a u leziji se eksprimira CK10 u 5% ili viSe Celija, lezija se mozZe okarakterisati kao
displazija niskog gradusa.

Ukoliko postoji diferencijalno dijagnosticka dilema izmedu displazije larinksa i skvamocelularnog
karcinoma larinksa, a u leziji se eksprimira CK17, lezija je verovatno skvamocelularni karcinoma
larinksa.

Gubitak ekspresije CK13 je sa specificnosé¢u od 100% znak da lezija ima maligni potencijal. Pojava
ekspresije CK17 je znak visokog malignog potencijala lezije. CK17 se moZe koristiti kao pomoc¢ni
dijagnosticki marker uz CK13 za postavljanje dijagnoze skvamocelularnog karcinoma larinksa. Pojava
ekspresije CK10 je znak da se radi o displaziji larinksa. Ekspresija CK10 je ucestalija u displazijama
niskog gradusa nego u displazijama visokog gradusa, pa se CK10 moze koristiti kao pomoc¢ni
dijagnosticki marker uz CK13 za razlikovanje benignih lezija od displazija latinksa i za razlikovanje
displazija niskog gradusa od displazija visokog gradusa. CK8 se eksprimira samo u skvamocelularnim
karcinomima larinksa, ali CK8 se nije pokazao kao dijagnosticki znacajan marker za skvamocelularni
karcinoma larinksa. Dijagnosticka vrednost CK13, CK10 i CK17 u diferencijalnoj dijagnostici
benignih lezija larinksa, displazija larinksa i skvmocelularnog karcinoma larinksa je prikazana na slici
51.

2.

CK13 je dijagnosticki koristan marker za odredivanje linija resekcije displazija i skvamocelularnog
karcinoma. S obzirom da se ekspresija CK13 gubi ili slabi u svim lezijama sa malignim potencijalom, a
da je ekspresija CK13 homogena i konstantna u normalnom epitalu larniksa, svaki gubitak ili slabljenje
ekspresije CK13 u epitelu oznacava da se na tom mestu nalazi lezija. Da nema lezije na linije reskcije
se moze tvrditi ukoliko je ekspresija CK13 homogena. Ekspresija CK8, CK13 i CK17 nije bila od
dijagnostickog znacaja za odredivanje statusa linija resekcije.

3.

Ne postoji povezanost ekspresije CK8, CK10, CK13 i CK17 sa stadijumom skvamocelularnog
karcinoma larinksa, ali postoji negativna povezanost ekspresije CK17 sa gradusom tumora. Ukoliko je
ekspresija CK17 prisutna u ve¢em procentu Celija u tumoru, tumor je bolje diferentvan, odnosno, nizeg
je gradusa. Postoji pozitivna korelacija ekspresije CK8 i negativna korelacija ekspresije CK17 sa
dubinom invazije tumora, $to sugerise da je ekspresija CK8 u skvamocelularnom karcinomu larinksa
lo$ prognosticki faktor.

4.

Ne postoji povezanost ekspresije CK8, CK10, CK13 i CK17 sa prisustvom metastaza
skvamocelularnog karcinoma larinksa u limfnim ¢vorovima vrata.
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CK13

T

Bilo kakav gubitak ekspresije Nema gubitka ekspresije
(SCClarinksa vs displazija) (benigna lezija)
CK17
Eksprimira se u <5% Eksprimira seu > 5%
(displazija) (8CC)
CK10
Eksprimira se u > 5% Eksprimira se u <5%
(Displazija niskog gradusa) (Displazija visokog gradusa)

Slika 51: Dijagnosticki algoritam koris¢enja CK13, CK17 i CK10 u dijagnostici lezija larinksa
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J1a je TOKTOpCKa AMCepTallyja 1moj HacJIOBOM

JUIJATHOCTUYKU 3HAYAJ EKCIIPECHUIE HOUTOKEPATHUHA BUCOKE
MOJIEKYJIAPHE TEXMHE W  HHUCKE  MOJIEKYJIAPHE  TEXHUHE V
CKBAMOLIEJIYJIAPHOM KAPLHMHOMY JIAPMUHKCA W BEHUT'HUM JIE3UJAMA
JIAPUHKCA

®  pe3yJsITaT COICTBEHOT UCTPAKUBAUKOT PAJa;

® Ja qucepTanyja y UEIWHU HH Y JISJIOBUMA HUje OWjIa MpeyIoKeHa 3a CTHIAKE IPYTre JUIIoOMe
mpema CTYIUjCKUM MPOrpaMuMa JPYTUX BUCOKOIIKOJICKUX YCTaHOBA;

e J1a Cy pe3yiTaTh KOPEKTHO HAaBEJCHU U

® Ja HUCAM KpIINO/JIa ayTOpCKa IIPaBa U KOPUCTUO/JIa UHTEJIEKTYaIHY CBOJUHY JPYTUX JHLA.
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VY Beorpany, 31.01.2023.




M3jaBa 0 UCTOBETHOCTH IITAMIIaHE U €JIEKTPOHCKE BEP3Hj€ JOKTOPCKOT pajaa

Nwme u npe3ume aytopa 1ap Hosuna bopuunh

bpoj nnnekca MM-2017 5181

Crynujcku nporpam _ buosoruja TyMopa u OKCHAaTHBHA 000JbEHha

HacnoB pagma ~  JAMJATHOCTUYKHW 3HAYAJ EKCHPECUIJE HHUTOKEPATHUHA
BUCOKE MOJIEKYJIAPHE TEXWHE KM HUCKE MOJIEKVJIAPHE TEXHWHE VY
CKBAMOIIEJIYJIAPHOM KAPIIMHOMY JIAPUHKCA W BEHUTHUM JIESUJAMA
JJAPUHKCA

Mentopu Ilpod. np Tatjana Tep3uh

U3jaBspyjemM na je mraMiiaHa Bep3uja MOT JOKTOPCKOT pajia MCTOBETHA EJIEKTPOHCKOj BEP3UjU
KOjy caM Ipeao/ia paau noxpamuBama y JIMrHTaJHOM pPeno3uTopujymy YHHBep3uTeTa y
beorpany.

Jlo3BosbaBaM 1a ce o0jaBe MOjH JUYHHM TOJAIM BE3aHM 3a JoOWjare aKaJeMCKOT Ha3hBa
JOKTOpa HayKa, Kao ITO Cy UMe U TMpe3uMe, TOAMHA U MECTO polerma U AaTyM of0paHe paja.

OBU IMYHU MOAALM MOTY c€ 00jaBUTH Ha MPEXKHHM CTpaHHUIIaMa JUTUTaHE OHOIHOTEKe, Y
€JIEKTPOHCKOM KaTajiory U y nmybnukanvjama YHuBep3utera y beorpany

IHornuc ayropa

VY Beorpany, 31.01.2023.




N3jaBa o0 kopumhemy

Opnamhyjem VYHuBep3utrercky Oubmuorexy ,,CBerozap MapkoBuh™ ma y JlururaaHu
peno3uToprjyM YHuBep3utera y beorpamy yHece MOjy ITOKTOPCKY JUCEpTaIdjy TOJ
HACJIOBOM:

JUJATHOCTUYKMU  3HAYAJ  EKCIIPECUJE  IIMTOKEPATHMHA = BUHCOKE
MOJIEKVYJIAPHE TEXMHE W  HUCKE  MOJIEKYJIAPHE TEXHWHE VvV
CKBAMOILIEJTYJIAPHOM KAPIIMUHOMY JIAPUHKCA W BEHUI'HUM JIEBUJAMA
JIAPHKCA xoja je Moje ayTOpCKO JIeJo.

Jucepranujy ca CBUM IpHJIO3UMa Tpeao/Ia caMm y eJIeKTPOHCKOM (opMaTy MOTOJAHOM 32
TPajHO apXUBUPAHE.

Mojy IOKTOPCKY IUCEpTaIH]jy MOXpambeHy y JUruTaiHoM perno3uTopujymy YHHBEP3UTETa Yy
beorpany u nmoctynHy y OTBOPEHOM TPHUCTYITy MOTY Jla KOPHUCTE CBH KOjH HOIITYjy oxpende
caapkane y omabpanom tuny JymneHie Kpearusne 3ajegnuie (Creative Commons) 3a Kojy
caM ce OJUTy4Ho/Ja.

1. Ayropcteo (CC BY)
2. AyropctBo — Hekomepimjaiaao (CC BY-NC)
@AyTOpCTBO — "HekoMmepuujainao — 6e3 mpepana (CC BY-NC-ND)
4. AyTropcTBO — HEKOMEpIHjaaHO — Aeauth o uctuM yeiaosuma (CC BY-NC-SA)
5. Aytopcto — 6e3 mipepana (CC BY-ND)

6. AytopctBo — aenutu noj uctum yciopuma (CC BY-SA) (Monumo na 3a0KpyxKHUTE caMmo
JEIHy O]l mecT nmoHyhenux auneHIy. Kpatak onuc JIMIIEHIN je cacTaBHU J€0 OBE M3jaBe).

IMornmuce ayropa

VY Beorpany, 31.01.2023.




1. AytopcTBo. [lo3BOrbaBaTe yMHOXaBawe, AUCTPMOYLMjy N jaBHO caonwiTaBakwe Aena, u
npepage, ako ce HaBede MMe ayTopa Ha HauduMH ogpefeH of cTpaHe ayTopa wunu gaBaoua
nuueHue, Yak n y komepumjanHe cepxe. OBO je HajcnobogHuja o4 CBUX NULEHUM.

2. AytopcTBO — HekomepuwujanHo. [lo3BosbaBaTe yMHOXaBahe, AUCTPUOYUMjy M jaBHO
caonwiTaBawe ferna, u npepage, ako ce HaBe[e ume ayTopa Ha Ha4yuH oapefneH of cTpaHe
ayTopa nnu gasaoua nuueHue. OBa nuueHua He 403BOSbaBa kKoMepuujanHy ynotpeby aena.

3. AyTopcTBO — HeKomepuujanHo - 6e3 npepaga. [lo3BorbaBaTe YMHOXaBahe,
anctpmbyuujy n jaBHO caonwtaBawe gena, 6e3 npomeHa, npeobnukoBarba unu ynotpebde
Jerna y CBOM fJeny, ako ce HaBefe MMe ayTopa Ha HauuH ofpefheH of cTpaHe ayTopa unm
AaBaoua nuueHue. OBa nuueHua He Oo3BOSbaBa koMepuujanHy ynotpeby gena. Y ogHocy
Ha CBe ocTare fnuueHue, OBOM NULUEHLIOM ce orpaHnyaBa Hajpehu obum npaea kopuwhena
aena.

4. AyTOopCcTBO — HEKoOMepuujariHO — Aenutu noa MUCTUM ycrnoBuma. [lossorbaBate
yMHOXaBahe, ANCTpMByLuujy 1 jaBHO caonwiTaBawe Aena, U npepage, ako ce HaBege ume
ayTopa Ha HauuH ogpeheH oa cTpaHe ayTopa unvM daBaoua NvueHue U ako ce npepaga
anctpubympa nog UCTOM  unu cnvdHOM  nuueHuoMm. OBa nuueHua He [J03BOSbaBa
koMepuwmjanHy ynoTpeby aena n npepaga.

5. AytopctBOo — 6e3 npepapa. [do3BorbaBaTe YMHOXaBawe, AUCTPUOYUMjy WM jaBHO
caonwTaBamwe Aena, 6e3 npomeHa, npeobnukoBarwa unu ynotpebe gena y cBoM geny, ako
ce HaBefe ume ayTopa Ha HauyuH ogpeheH oA cTpaHe ayTopa wunu gasaoua nuueHue. OBa
nuueHua 403BOrbaBa KomepuujanHy ynotpeby gena.

6. AyTOpCTBO — [genuTM noa WCTUM YycrnoBuma. [lo3BorbaBaTe YMHOXaBahe,
AMCTpUbYLMjy ¥ jaBHO caoniuTaBake Aena, U npepaae, ako ce HaBede VMe ayTopa Ha HauvH
odpeheH of CTpaHe ayTopa Mnu gaBaoua NUUEeHLEe M ako ce npepaga auctpubyupa nog
NCTOM Unn cnmyHoM nuueHuom. OBa nuueHua Ao3BorbaBa KoMepuujanHy ynotpeby gena v
npepaaa. CnvnyHa je codTBEPCKUM NuLIeHLL[ama, OAHOCHO NiLeHLIaMa OTBOPEHOT Koa.



