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Značaj poremećaja gena regulatora ćelijskog ciklusa i ekspresije 

njihovih proteina u rabdomiosarkomu 

 

SAŽETAK: 

 

Cilj: Rabdomiosarkom (RMS) je tumor visokog stepena maligniteta. Poslednje dve decenije 

prognoza pacijenata sa ovim tumorom je značajno poboljšana, osim kod pacijenata iz 

visokorizične grupe. U cilju utvrđivanja novih  prognostičkih faktora ispitivali smo 

imunohistohemijsku ekspresiju proteina regulatora ćelijskog ciklusa i apoptoze, kao i obrasce 

metilacije promotora gena p16 u slučajevima RMS, i dobijene rezultate korelirati sa kliničko-

patološkim parametrima. 

 

Metodologija: Ova studija je obuhvatila 67 slučajeva RMS dijagnostikovanih na Institutu za 

patologiju Medicinskog fakulteta, Univerziteta u Beogradu, u periodu od 1994-2014 godine 

           Analizirani su sledeći kliničko-morfološki podaci: pol, starost, lokalizacija i veličina tumora, 

histološki tip i gradus, zahvaćenost regionalnih limfnih nodusa i postojanje metastatske bolesti. 

                

Rezultati: Evaluacijom ekspresije ciklina A u odnosu na kliničko-patološke parametre 

pacijenata sa RMS, uočena je statistička značajnost samo u odnosu na histolški tip tumora 

(p=0.047). U ćelijama RMS, ciklin D1 je pokazivao jedarnu ekspresiju i aberantna ekspresija 

ovog markera nije pokazivala značajnu korelaciju sa ispitivanim parametrima. Rezultati različite 

ekspresija p57 u ovom tumoru su pokazivali statističku značajnost u odnosu na histološki tip 

(p=0,042),gradus tumora (p=0,026) i u odnosu na ishod bolesti (p=0,021). Ekspresija survivina u 

tumorskim ćelijama RMS bila je citoplazmatska  i jedarna, Za razliku od citoplazmatske 

ekspresije survivina gde nije uočena njena povezanost sa prognostičkim faktorima, jedarna 

ekspresije ovog markera je bila statistički značajna u odnosu na starosne grupe, histološki tip i 

gradus tumora (p=0.009, p=0.008, p=0.010, redom). Analiza ekspresije nestina je pokazala 

statistički značaj u odnosu na starost pacijeanta (p = 0,028) i gradus tumora (p = 0,022).  Analiza 



metilacionog statusa promotora gena p16 je bila u saglasnosti sa imunohistohemijskom 

ekspresijom njegovog proteina. Prisustvo hipermetilacije promotora gena p16 je detektovano 

samo u jednom slučaju. Gubitak funkcije p16INK4A nije nastao metilacijom promotor gena. Od 

analiziranih markera uticaj na preživljavanje pacijenata imali su p57 (p=0,045) i nestin 

(p=0,044). Univarijantnom regresionom analizom kao značajni prediktivni faktori bolesnika sa 

RMS  izdvojili su se starost, histološki tip, gradus tumora, prisustvo regionalnih i udaljenih 

metastaza. Od ispitivanih  markera jedino je p57 bio blizu konvencionalnog nivoa značajnosti  

Zaključak: Ekspresija proteina regulatora ćelijskog ciklusa i apoptoze i metilacioni status p16 

promotor gena se nisu izdvojili kao nezavisni prognostički faktori. Ipak, njihova udruženost sa 

značajnim prognostičkim parametrima ukazuje da oni ipak mogu imati značaja u patogenezi 

RMS.  

 

 
KJUČNE REČI: Rabdomiosarkom, ćelijski ciklus, apoptoza, metilacija, preživljavanje. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

Significance  of disorder of the cell cycle regulator genes  and expression of 

their proteins in  rhabdomyosarcom 

 

 

SUMMARY 

 

Objective: Rhabdomyosarcoma (RMS) is a tumor of high-grade malignancy. During the last two 

decades the prognosis of patients with this tumor has been significantly improved, except in 

patients from the high-risk group. In order to determine new prognostic factors, we investigated 

the immunohistochemical expression of proteins, the  regulators of  cell cycles and apoptosis as 

well as the patterns of methylation of the p16 gene promoter in cases of RMS, and the results 

obtained  were to be correlated with clinicopathological parameters. 

Methodology: This study included 67 cases of RMS diagnosed at the Institute of Pathology, 

School of Medicine, University of Belgrade, in the period from 1994 to 2014. The following  

clinical and morphological data were analyzed: gender, age, tumor size and localization, 

histological type and grade, affected regional lymph nodes and the presence of metastatic 

disease. 

Results: By evaluation of the expression of cyclin A in relation to the clinicopathological 

parameters of patients with RMS, it was found a statistical significance only in relation to the 

histological type of tumor (p = 0.047). In the RMS cells, cyclin D1 showed  a nuclear expression 

and the aberrant expression of this marker did not show any significant correlation with the 

studied parameters. Results of different expressions of p57 in this tumor showed a statistical 

significance in relation to the histological type (p = 0.042), tumor grade (p = 0.026) and in 

relation to the disease outcome (p = 0.021). The survivin expression in RMS tumor cells was 

cytoplasmic and nuclear. Unlike cytoplasmic survivin expression where no correlation  with 

prognostic factors was found out, the nuclear expression of this marker was statistically 

significant in relation to the age groups, histological type of tumor and tumor grade (p = 0.009 , p 



= 0.008, p = 0.010, respectively). Analysis of the expression of nestin showed statistical 

significance in relation to the age of patients (p = 0.028) and tumor grade (p = 0.022). Analysis 

of  the methylation status of  the p16 gene promoter  was in agreement with the 

immunohistochemical expression of its protein. The presence of p16 gene promoter 

hypermethylation was detected in only one case. The loss of function of p16INK4A was not caused 

by  methylation of the promoter gene. Of the analyzed markers those which had an impact on the 

survival of patients were p57 (p = 0.045) and nestin (p = 0.044). Using an univariate  regression 

analysis, as significant predictors in patients with RMS were found to be age, histological type, 

tumor grade, the presence of regional and distant metastases. Of the tested markers only the p57 

was close to conventional levels of significance.  

Conclusion: Expression of cell cycle regulatory proteins and apoptosis and the methylation 

status of p16 gene promoter did not  appear as independent prognostic factors. However, their 

association with significant prognostic parameters indicates that they can still be of significance 

in the pathogenesis of RMS. 

 

 

KEY WORDS: Rhabdomyosarcoma, cell cycle, apoptosis, methylation, survival. 
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Rabdomiosarkomi (RMS) predstavljaju jedinstvenu grupu meko-tkivnih tumora 

poreklom od primitivnog mezenhima sa izraženom sklonošću ka nepotpunoj miogenezi. 

RMS se smatra malignim tumorom skeletnog mišića, jer uglavnom nastaje iz samog mišića 

ili u njegovoj neposrednoj blizini a građeni su od ćelija u različitim stadijumima mišićne 

diferencijacije. Može nastati i na onim lokalizacijama kod kojih normalno nema skeletne 

muskulature (bilijarni i genitourinarni trakt), tako da se u novijim istraživanjima postavlja 

pitanje o pravom poreklu ovog tumora (1). 

 RMS prvi put u literaturi pominje Stafford u prvoj polovini 19. veka, kada je 

prikazao slučaj RMS prostate kod petogodišnjeg dečaka. Nešto kasnije, Guersant prvi 

opisuje botrioidni tip RMS. Berard prikazujući tumor koji definiše kao “Tumeur 

embryonnaire du muscle striѐ”, praktično uvodi termin embrionalnog mišićnog tumora (2), 

a Zenker, 1864., misleći na sarkome poprečno prugaste muskulature predlaže termin 

rabdomiom (3). Najbliži današnjoj definiciji bio je Borst, koji ga naziva mioblastični 

sarkom (4). Entitet pleomorfni RMS predložio je Adami 1898. godine (4). Posle više od 

100 godina, 1958. godine, Horn i Enterline predlažu da se RMS klasifikuje na embrionalni, 

botrioidni, alveolarni i pleomorfni tip (5). 

 

1.1. Poreklo rabdomiosarkoma 

Fenotip RMS ćelije još uvek je kontroverzan. Morfološki nalaz, ekspresija 

skeletnomišićnih proteina (dezmin i miozin), kao i detekcija ultrastrukturnih elemenata 

poput aktin/miozinskog kompleksa su dugogodišnja zapažanja koja podržavaju skeletno 

mišićno poreklo RMS (6, 7, 8, 9).  

Međutim, činjenica je da se ovaj tumora javlja i na mestima lišenim skeletne 

muskulature, kao što su paratestikularna regija, žučna kesa, parameningealna lokalizacija i 

druge. Stoga se sve češće postavlja pitanje da li postoji RMS stem ćelija ili neka druga vrsta 

ćelija od koje može nastati ovaj tumor. 

Nekoliko studija je pokazalo prisustvo ćelijske populacije nalik stem ćeliji kod 

sarkoma, uključujući i RMS. Označene su kao "side population" (SP) (10). Međutim, 

neophodna su dodatna istraživanja koja bi dokazala da li su SP ćelije zaista 

rabdomiosarkomske stem ćelije i da li one postoje u humanom RMS. 
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Danas znamo da postoje različite vrste stem ćelija, embrionalne, germinativne, i 

tkivno specifične stem ćelije- mezenhimalna stem ćelija (MSĆ). MSĆ uprkos svojoj 

malobrojnosti, zadržavaju sposobnost da stvaraju različite ćelijske linije (11). Sve je više 

dokaza koji povezuju MSĆ sa specifičnim sarkomima, pa i sa alveolarnim RMS. U prilog 

ovoj teorije je tvrdnja da  PAX3, koji je glavni regulator miogeneze, može biti u stanju da 

izazove diferencijaciju MSĆ u pravcu skeletne mišićne ćelije delujući na MyoD, Myf5 i 

miogenin. Nasuprot tome, pojedini autori ukazuju da njegova inaktivacija kod 

eksperimentalnih životinja dovodi do teških malfomacija skeletne muskulature, ali ne i do 

razvoja tumora (12). 

Pored ove hipoteze, brojni su dokazi koji podržavaju mišićno poreklo RMS. U tom 

pogledu, ne isključuju se embrionalni mioblasti, mišićne satelitske ćelije koje se nalaze uz 

zrela mišićna vlakna (13), a koje su u stanju mirovanja ali su i sposobne za proliferaciju u 

patološkim uslovima (14). 

Uzevši sve u obzir možda ne treba isključiti mogućnost različitog porekla određenih 

histoloških podtipova RMS. Eksperimentalni dokazi podržavaju obe mogućnosti, pri čemu 

se one međusobno ne isključuju (13). 

 

1.2. Epidemiologija rabdomiosarkoma  

 Maligni mezenhimalni tumori (sarkomi) su grupa retkih ali anatomski i histološki 

različitih neoplazmi. Čine oko 1% neoplazmi odraslih osoba i 7% pedijatrijskih tumora 

(15). RMS čini polovinu pedijatrijskih sarkoma (16). Oko 350 novih slučajeva 

dijagnostikuje se u Sjedinjenim Američkim Državama svake godine. Godišnja incidenca 

kod osoba mlađih od 20 godina je 4,3 slučaja na milion stanovnika (17). Uočena je 

bimodalna uzrasna distribucija kod dece, tako da se RMS javlja između 2. i 6. godine 

života, i kasnije izmedju 10. i 18. godine starosti. Literaturni podaci pokazuju neznatno 

veću učestalost RMS kod dečaka (odnos dečaci:devojčice je 1.3:1.5) (16). Kod odraslih 

osoba RMS čini 3% svih malignih mekotkivnih tumora (18). 

Embrionalni RMS (ERMS) se najčešće javlja do 15. godine života sa najvećom 

incidencom u petoj godini. Uglavnom je lokalizovan u predelu glave i vrata, 

genitourinarnog trakta ili retroperitonealno. Alveolarni RMS (ARMS) se javlja kod 
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adolescenata i mlađih odraslih osoba i to u predelu ekstremiteta, paraspinalno, perinealno, 

kao i u predelu paranazalnih sinusa. Pleomorfni RMS je najređi histološki tip, koji se 

gotovo isključivo dijagnostikuje kod odraslih osoba, i to uglavnom u predelu ekstremiteta, i 

ima najlošiju prognozu (17). 

Većina RMS se javlja sporadično, ali se mogu javiti i u sklopu sa nekim 

familijarnim sindromima, kao što su neurofibromatoze, Li-Fraumeni sindrom, Beckwith-

Wiedemann sindrom (BWS) i Costello sindrom (18, 20, 21, 22). 

 

1.3. Lokalizacija i kliničke karakteristike rabdomiosarkoma 

 Za razliku od većine solidnih tumora dečje dobi, RMS se može razviti bilo gde na 

telu. Predeo glave i vrata opisan je u literaturi kao najčešća lokalizacija RMS (35%), a 

zatim slede genitourinarni trakt (24%) i ekstremiteti (19%) (22). 

RMS glave i vrata se lokalizuje u tri prilično široka anatomska regiona: orbita, 

parameningealno i neparameningealno. Tumori orbite, koja je i najčešća lokalizacija (75%), 

imaju dobru prognozu nakon hemo i radio terapije (16). Parameningealna lokalizacija 

uključuje nazofarinks i nosnu šupljinu, paranazalne sinuse, infratemporalnu 

pterigopalatinalnu šupljinu i srednje uho. Tumori na ovoj lokalizaciji nisu podložni 

kompletnoj hiruškoj resekciji pa ove pacijente svrstavaju u III klinički stadijum. Kada se 

radi o neparameningealnim RMS terapija je prilično teška zbog ograničenog hirurškog 

pristupa (23). 

RMS genitourinarnog trakta se uglavnom dijagnostikuje pre 5 godine života, češće 

kod dece muškog pola (24). Ova lokalizacija uključuje tumore poreklom iz mokraćne 

bešike, prostate, testisa i paratestikularne regije, penisa, perineuma, vagine i vulve 

(botrioidni tip) i uterusa. (25). U slučajevima kada tumor dostigne velike razmere otežana 

je kompletna hiruška resekcija, posebno kod RMS pelvične lokalizacije gde je agresivan 

hiruški pristup udružen sa značajnim morbiditetom (26). 

Kao što je rečeno, RMS ekstremiteta, se nalaze na trećem mestu po učestalost. I 

ovde je prognoza pacijenata određena mogućnostima za potpunu resekciju tumora. Osnovni 

cilj hiruške terapije je pošteda od amputacije ekstremiteta. Većina pacijenata sa ovom 

lokalizacijom ima RMS alveolarne histologije, pa samim tim i nepovoljniju prognozu (16). 
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Pored navedenih lokalizacija, primarno mesto razvoja RMS može biti trup, odnosno 

trbušni zid i grudni koš. U predelu trupa RMS se javlja u 6-7% slučajeva  ima lošu 

prognozu, jer je hiruška terapija prilično teška, naročito ako su zahvaćeni pleura i 

peritoneum. 

Nešto ređa primarna lokalizacija RMS je bilijarni trakt gde se uglavnom javlja u 

mlađoj starosnoj grupi. RMS bilijarnog trakta imaju dobru prognozu s obzirom da sa 

odlični rezultati postižu već sa radio i hemo terapijom (16)  

Izuzetno retko primarno mesto RMS može biti srce (27), perikard (28), pluća i 

pleura (29), plućna arterija (30), dojka (31), tibija (32), perianalno i pararektalno (33), kao i 

intrakranijalno (34). 

Pored lokalizacije primarnog tumora, značajan uticaj na prognozu ima stepen 

lokalne i udaljene rasprostranjenosti bolesti. Kod 30% obolelih postoje sekundarni depoziti 

u regionalnim limfnim nodusima a kod jedne četvrtine bolesnika sa RMS prisutne su 

udaljene metastaze koje se najčešće dijagnostikuju u plućima, koštanoj srži i kostima (36, 

37). 

 

1.4. Makroskopski izgled rabdomiosarkoma 

 Makroskopski izgled RMS je nekarakterističan i ne razlikuje se od drugih sarkoma. 

U većini slučajeva radi se o ovalnim, periferno nejasno ograničenim tumorima, čvrste 

konzistencije. Karakterističan izgled ima jedino botrioidni RMS koji raste u vidu 

polipoidnih ili grozdastih struktura koje su u vezi sa telesnim šupljinama ili mukoznim 

membranama. Razlikovanje pojedinih histoloških tipova RMS na osnovu makroskopskog 

izgleda nije moguće izuzev kada se radi o botrioidnom RMS (37). 

 

1.5. Histopatološke karakteristike i tipovi rabdomiosarkoma 

Dijagnoza RMS se postavlja na osnovu izgleda karakterističnih ćelija koje su 

različitog stadijuma mišićne diferencijacije. Neoplastične ćelije često nemaju jasan 

morfološki izgled, te je zbog toga u rutinskoj dijagnostici neophodna primena 

imunohistohemijskih metoda. Najčešće korišćeni markeri za postavljanje dijagnoze RMS 
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su: mioglobin, kreatin kinaza M, dezmin, mišić specifični aktin, miozin, myo d, miogenin 

(2, 39). 

 Prema klasifikaciji Svetske Zdravstvene Organizacije (SZO) postoje 4 osnovna 

histološka tipa: embrionalni (uključuje botrioidni i anaplastični podtip), alveolarni 

(uključuje solidni i anaplastični podtip), pleomorfni i "spindle" ćelijski/sklerozirajući RMS 

(39).  

 

1.5.1.  Embrionalni rabdomiosarkom  

Embrionalni rabdomiosarkom (ERMS) se može definisati kao maligni tumor 

rabdomioblasta, koji rekapitulira fenotipske i biološke osobine embrionalne skeletno-

mišićne ćelije. ERMS uključuje vretenasto ćelijsku, botrioidnu i anaplastičnu varijantu 

(39). Iz navedenog se može zaključiti da je morfološki izgled ovog histološkog tipa 

varijabilan i kreće se od slabo diferentovanog do dobro diferentovanog tumora koji se 

svojim izgledom približava slici fetalnog mišića (37). 

Iako je ERMS građen od ćelija histološki identičnih embrionalnoj skeletnoj 

mišićnoj ćeliji (Slika 1), u manje od 9% slučajeva se ovaj histološki tip lokalizuje u predelu 

skeletne muskulature. Vretenasto ćelijska i botrioidna varijanta ERMS imaju ograničen broj 

organa u kojima mogu nastati, pa tako vretenasto ćelijski podtip nastaje u tkivu skrotuma i 

u predelu glave i vrata. Može se javiti i kod odraslih, u ne-paratestikularnoj regiji. 

Botrioidni ERMS po definiciji je lokalizovan u submukozi, tako da je njegova lokalizacija 

ograničena na organe kao što je mokraćna bešika, bilijarni trakt, farinks, konjuktiva, ušni 

kanal. 

ERMS se karakteriše proliferacijom malih vretenastih ćelija sa okruglim, ovalnim 

ili izduženim hiperhromatičnim jedrom, neupadljivim jedarcetom i malom količinom blede 

citoplazme (Slika 2). Ćelije formiraju solidne plaže ili grade fascikuluse. Opisane ćelije 

predstavljaju najprimitivniji kraj ovog spektra. Krupnije ćelije, koje liče na trake, 

punoglavca ili pauka  predstavljaju  diferentovanije rabdomioblaste (Slika 3). 

Diferencijacija postaje očiglednija nakon primenjene hemioterapije, kada su 

diferentovani oblici rabdomioblasta dominantna komponenta histološke slike, pored 

regresivnih promena indukovanih terapijom (39). Stroma se uglavnom sastoji od rastresitog 
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vezivnog tkiva, sa ili fokalnom ili opsežnom miksoidnom promenom (38). U retkim 

slučajevima u tipičnom ERMS, fokalno ili difuzno, mogu se videti velike atipične 

hiperhromatične ćelije (anaplastična varijanta) (Slika 4). Prisustvo anaplastične 

komponente se može videti i u ARMS, mada je češće kod ERMS i tada je udruženo sa 

lošijom prognozom (40). 

 

 

Slika 1. Embrionalni RMS; HE, x200. 
 

 

Slika 2. Embrionalni RMS; HE, x400. 
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Slika 3. Embrionalni RMS; HE, x200. 

 

              
 

             Slika 4. Anaplastična varijanta embrionalnog RMS; HE, x400. 
 

Kod botrioidne varijante ERMS može se reći da je tipična histološka slika 

submukozna zona povećane celularnosti koja se opisuje kao Nicholsonov kambijalni sloj. 

Ćelije kambijalnog sloja su uglavnom vretenaste, sa relativno malo citoplazme, orjentisane 

paralelno sa površinom ili mogu biti sitne, limfocitima slične ćelije ispod mukoznih 
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membrana. U većini slučajeva u tumoru se nalaze razbacane vretenaste ili okrugle forme 

rabdomioblasta (37).  

 Vretenasto ćelijski ERMS, je sagrađen od vretenastih ćelija aražiranih u spirale ili 

fascikuluse. Ove ćelije mogu podsećati na glatko-mišićne ćelije sa bleđim jedrom i suženim 

krajevima, ali sa očuvanom poprečnom ispruganošću citoplazme.  

ERMS ima daleko povoljniju prognozu u odnosu na ostale histološke tipove, 

posebno kada govorimo o botrioidnom i vretenasto-ćelijskom podtipu (39). 

 

1.5.1.1. Genetske karakteristike embrionalnog rabdomiosarkoma 

Citogenetskim studijama nisu ustanovljene karakteristične strukturne hromozomske 

aberacije, kao u slučaju ARMS. CGH (comparativna genomska hibridizacija) analiza je 

pokazala da kod ERMS postoje smanjenja i poremećaji količine genetičkog materijala i da 

se to odnsi uglavnom na cele hromozome, za razliku od ARMS gde se radi o 

hromozomskim segmentima. Najčešće su uključeni hromozomi 8, 2, 11, 12, 13 i 20. 

Trizomije 7 i 11 kao i duplikacije 7q i 11q su specifične za ERMS. Od monozomija najviše 

su zastupljene -10, -15 a od delecija -3p, -6p, -9p, -10q, -16p, -22q (42, 43).  

U većini ERMS, gubitak hromozoma, delecije ili uniparentalna dizomija, rezultiraju 

gubitkom jednog od dva alela brojnih lokusa hromozoma 11 (44).  

Kod ERMS-a je uočen gubitak heterozigotnosti na 11p15 lokusu. Ovaj gubitak 

heterozigotnosti lokalizovan na 11p15.5 hromozomu koji sadrži imprintovane gene (geni 

aktivni sa samo jednog alela u zavisnosti od toga od kojeg je roditelja taj alel nasleđen). 

Imprintovani geni kodiraju insulinu-sličan faktor rasta 2 (IGF2), negativni regulator 

ćelijskog rasta, inhibitor ciklin zavisne kinaze (p57, Kip2) i druge (48). Ovi dokazi ukazuju 

da je tokom tumorogeneze ERMS došlo do inaktivacije imprintovanog tumor supresor 

gena, tako što se dešava gubitak aktivnog alela a retencija inaktivnog, a što rezultira 

pojačanom ekspresijom IGF-II gena lociranog na kratkom kraku 11 hromozoma. Rezultat 

ove pojave je postojanje konstantnog signala za nekontrolisanu proliferaciju, najverovatnije 

već transformisane mišićne ćelije, kao i sprečavanje smrti iste (39).  

 Analizom individualnih gena kod sporadičnih ERMS došlo se do izdvajanja 

nekoliko važnih onkogenih puteva: poremećaj funkcije Rb1 i TP53 tumor - supresora (45), 
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(46),(47), RAS mehanizama signalizacije (48), aktivacija hedgehog signalnog puta (49), 

mutacije gena fibroblastnog faktora rasta 4 (FGFR4) (50), povećan broj kopija ALK 

genskog lokusa (54), i na kraju epigenetska inaktivacija metilacijom nekih tumor 

supresornih gena i gena povezanih sa diferencijacijom (54). 

  

1.5.2. Alveolarni rabdomiosarkom 

Alveolarni rabdomiosarkom (ARMS) morfološki predstavlja ekvivalent stadijuma 

miotubusa, u razvoju normalnog skeletnog mišića (37). To je izuzetno celularan tumor 

sastavljen od nepravilnih i često nejasno ograničenih grupa slabo diferentovanih ćelija, tako 

da liči na Ewing sarkom ili limfom (51), 53). Ćelije su obično velike i uniformne, sa 

okruglim hiperhromatičnim jedrom i naglašenim jedarcetom, sa malom do umerenom 

količinom citoplazme. Fokalno se mogu uočiti i rabdomioblasti koji sadrže obilniju svetlo 

eozinofilnu citoplazmu (38).    

                 

                              Slika 5. Alveolarni RMS; HE, x100. 

 

Morfološki izgled ovog tumora je varijabilan u zavisnosti od količine  fibrozne 

strome. Tipični ARMS karakteriše stvaranje fibrovaskularnih septi koje razdvajaju 

diskretna gnezda tumorskih ćelija, nalik plućnim alveolama (Slika 5). Na periferiji gnezda, 

karakteristično, ćelije gube kohezivnost . Ććelije koje oblažu septe imaju izgled drvene 
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ograde (39). Dijagnostički važnu karakteristiku ARMS predstavlja prisustvo 

multinuklearnih džinovskih ćelija, koje zbog periferne lokalizacije jedara liče na venac.    

 

                  

                         Slika 6. Solidna varijanta ARMS; HE, x200. 

 

Solidna varijanta ARMS se odlikuje odsustvom fibrovaskularne strome i alveolarne 

tkivne arhitektonike, pri čemu ćelije pokazuju minimalan stepen rabdomioblastne 

diferencijacije (Slika 6) (39). 

Tumori kod kojih postoji kombinacija embrionalne i alveolarne građe ranije su 

smatrani podtipom ARMS (53). 

 

1.5.2.1. Genetske karakteristike alveolarnog rabdomiosarkoma 

 Citogenetska analiza pokazuju česte translokacije koje su posebno povezane sa 

ARMS. ARMS se karakteriše recipročnim translokacijama i to uglavnom t(2; 13) (q35, 

q14), dok je t(1; 13) (p36, q14) zabeležena u manjem broju slučajeva. Ove translokacije 

dovode do fuzionisanja PAX3 gena na hromozomu 2 sa FKHR (FOX01) genom na 

hromozomu 13, i do premeštanja  PAX7 gena na sa hromozoma 1 uz FKHR (FOX01A) gen 

(54). Ovi himerni fuzioni proteini imaju snažnu funkciju transkripcionih aktivatora sa 

onkogenim efektom (55). PAX3-FOXO1 fuzioni  protein je prisutan u oko 55%  ARMS, a 

PAX7-FOXO1 u oko 22%, dok su preostali slučajevi označeni kao fuzija-negativni ARMS 
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(56). Fuzija-negativni ARMS ne razlikuju se na nivou ekspresije gena i u pogledu kliničkog 

ishoda od ERMS, što dovodi do toga da neki autori smatraju da je fuzioni status faktor koji 

definiše ARMS (9, 58, 59). 

Fuzija-pozitivni ARMS je poznat po pojavi čestih genomskih amplifikacija (43), na 

primer MYCN onkogena na 2p24 (i to i kod PAX3- i PAX7-FOX01 pozitivnih slučajeva) 

(59). Amplifikacija 12q13-14 regiona obuhvata 27 gena, uključujući i CDK4 i 

karakteristična je samo za PAX3-FOX01 pozitivne slučajeve (59). Za amplifikaciju miR-

17-92 micro RNA unutar 13q31 regiona može se reći da je obeležje PAX7-FOX01 

pozitivnih slučajeva (60). 

Analizom pojedinačnih gena u sporadičnim ARMS pokazano je da postoji nekoliko  

značajnih onkogenih mehanizama kao što su inaktivacione mutacije TP53 i CDKN2A/ 

CDKN2B (46), a u manjem broju slučajeva mutacije FGFR4 (61).  

Povećan broj kopija ALK gena i snažna citoplazmatska ekspresija ALK proteina je 

uočena kod velikog broja slučajeva ARMS (62). Nekoliko poznatih tumor supresornih gena 

(RASSF1, HIC1 i CASP8) su hipermetilovani i time epigenetski inaktivirani (64, (64). 

 Unutar ARMS podtipa kod koga postoji PAX3-FOX01 fuzija povezan je sa lošijom 

prognozom, naročito ako je u pitanju diseminovana bolest  (56).  

 

 

Slika 7. Pleomorfni RMS; HE, x200. 
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Slika 8. Pleomorfni RMS; HE, x400. 

 

1.5.3. Pleomorfni rabdomiosarkom 

 Pleomorfni RMS se odlikuje izraženim ćelijskim i tkivnim pleomorfizmom (Slika 

7). Ćelije su različitog oblika (okrugle ili vretenaste) i veličine (sitnije ili krupnije), sa često 

jako eozinofilnom citoplazmom. U ovom histološkom tipu RMS prisutni rabdomioblasti su 

različitog izgleda (Slika 8). Kaišasti ili trakasti rabdomioblasti su najvoluminoznije ćelije sa 

više jedara i citoplazmom cik-cak izgleda. Reketasti rabdomioblasti su nepravilnih granica i 

vakuolizovane citoplazme sa ekscentrično postavljenim jedrom. Paučinasti rabdomioblasti 

su ćelije sa brojnim vakuolama i nitima u citoplazmi (37, 39, 38). 

 Prognoza ovog histološkog tipa je izuzetno loša i pouzdani prognostički faktori još 

uvek nisu ustanovljeni, a terapijske modalitete je teško odrediti zbog oskudnih podataka o 

pleomorfnom RMS koji se isključivo javlja u adultnoj populaciji (17). 

 

1.5.3.1. Genetske karakteristike pleomorfnog rabdomiosarkoma 

 Citogenetske studije pleomorfnog RMS otkrivaju kompleksan kariotip koji se ne 

razlikuje mnogo od ostalih adultnih pleomorfnih sarkoma (65) i spada u grupu sarkoma sa 

varijabilnim, kompleksnim genetskim alteracijama bez određenog obrasca (66). Numeričke 

i strukturne abnormalnosti su uobičajene sa viškom hromozoma 1, 5, 8, 14, 18, 20, i 22 i 
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gubitkom hromozoma 2, 5, 6, 10, 11, 13, 14, 15,16, 17, 18, 19 i Y, pri čemu je najčešće 

detektovan gubitak hromozoma 2, 13, 14, 15, 16, i 19. Kod pleomorfnog RMS nije uočena 

translokacija karakteristična za ARMS (66). 

  . 

1.5.4. Vretenasto ćelijski/sklerozirajući rabdomiosarkom 

Retka varijanta RMS sa vretenasto ćelijskom morfolologijom, prvi put je opisana u 

pedijatrijskoj populaciji sa paratestikularnom lokalizacijom (67).  

 Mikroskopski, to je tumor infiltrativnog rasta, sa storiformno ili fascikularno 

aranžiranim ćelijama (Slika 9). Dominanto se sastoji od vretenastih naeoplastičnih ćelija sa 

ovalnim ili izduženim jedrom, vezikularnim hromatinom, neupadljivim jedarcetom i 

eozinofilnom citoplazmom. Nuklearna atipija i mitotske figure  su uobičajene. U tumoru se 

mogu uočiti retki, razbacani eozinofilni rabdomioblasti sa hiperhromatičnim ekscentrično 

postavljenim jedrom. Poprečna ispruganost se povremeno može uočiti.  

RMS ove morfologije može pokazivati i hijalinizaciju strome različitog intenziteta, 

sa ćelijama aranžiranim u gnezda, mikroalveole ili trabekule dajući pseudovaskularni 

izgled, pa se tada označava kao sklerozirajući RMS (39, 38).  

 

                  

Slika 9. Sklerozirajući tip RMS; HE, x100. 
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1.5.4.1. Genetske karakteristike vretenasto ćelijskog rabdomiosarkoma 

 Citogenetske studije ograničenog broja slučajeva, pokazale su aneuploidije sa 

najčešće viškom hromozoma, kao i nekarakteristične strukturne abnormalnosti. PAX3- I 

PAX7-FOXO1 fuzija je uvek odsutna (39). 

U pedijatrijskoj populaciji ova varijanta RMS obično se dijagnostikuje u ranom 

stadijumu (IRS- I ili II), i za razliku od ostalih histoloških tipova metastaze su prisutne u 

malom broju slučajeva (16%). Pacijenti u ovoj grupi imaju lokalizovanu bolest i povoljan 

ishod, pa je  petogodišnje preživljavanje dosta visoko (95%). U adultnoj populaciji, 

prognoza je značajno lošija, sa recidivima i metastazama koje se dijagnostikuju kod skoro 

polovine pacijenata (39). 

Očigledno je da se RMS sastoji od morfološki sličnih ali biološki raznovrsnih lezija. 

Postavljanje tačne dijagnoze odnosno histološkog tipa RMS, od presudne je važnosti u 

terapiji ovog tumora. Na osnovu prognostičkog značaja histoloških tipova RMS, 

predložena je Međunarodna Klasifikacija od strane Intergroup Rhabdomyosarcoma Study 

Group (IRSG) (Tabela 1). 

 

Tabela 1. Međunarodna Klasifikacija RMS 

Povoljna prognoza 
Botrioidni rabdomiosarkom 

Vretenasto ćelijski  rabdomiosarkom 

Intermedijarna prognoza Embrionalni rabdomiosarkom 

Loša prognoza 
Alveolarni rabdomiosarkom 

Nediferentovani sarkom 

Podtipovi bez procenjene prognoze  Rabdomiosarkom sa rabdoidnim izgledom 

 

Lečenje RMS u adultnoj populaciji u velikoj meri se zasniva na principima 

Američkih i Evropskih Kooperativnih Grupa za lečenje dece s RMS, koja podrazumeva 

multimodalni pristup terapiji (hirurška, radio- i hemioterapija) (38). 
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1.6. Stadijumi rabdomiosarkoma 

Ubikvitarna lokalizacija RMS rezultira različitim kliničkim manifestacijama i 

različitim putevima diseminacije bolesti. Postoje značajne razlike u ponašanju ovog tumora 

u zavisnosti od lokalizacije, histološkog tipa, veličine, diseminacije bolesti, mogućnosti 

kompletnog hirurškog uklanjanj i starosti pacijenta u vreme postavljanja dijagnoze. Na 

osnovu ovih utvrđenih prognostičkih faktora pacijenti se svrstavaju u prognostičke grupe 

(niskog, srednjeg i visokog rizika) što određuje dalju terapijski pristup. 

Najšire primenjivan sistem za određivanje kliničkog stadijuma je IRSG. Od kada je 

formiran IRSG 1972 godine, ishod pacijenata obolelih od RMS značajno je poboljšan (68). 

Ukupno preživljavanje, za pacijente sa lokalizovanim RMS, se kreće od 55% kod IRSG-I 

do 71% kod IRSG-IV (69, 70). Međutim, uprkos nekoliko randomizovanih studija 

sistemska hemioterapija je uglavnom ostala nepromenjena od 1970 godine. Sa formiranjem 

Children’s Oncology Group (COG) 2000 godine, napori IRSG su nastavljeni u okviru COG 

Soft-Tissue Sarcoma (COG-STS) komiteta (71). 

 

1.6.1. Klinički i biološki faktori za određivanje prognostičkih grupa 

Određivanje prognostičkih grupa se bazira i na preterapijskom TNM sistemu za 

određivanje stadijuma i na hiruško/patološkom kliničkom grupisanju prema pravilima 

utvrđenim od strane IRSG (72). Klinička grupa se određuje nakon inicijalne hiruške a pre 

primene sistemske terapije, i prvenstveno se temelji na tome da li postoji rezidualni tumor 

nakon operativnog zahvata kao i zahvaćenost regionalnih limfnih nodusa (Tabela 2) (71). 

IRSG sistem kliničkog grupisanja se pokazao kao izuzetan za predviđanje ishoda 

bolesti kod ovih pacijenata (73). Trogodišnje preživljavanje za pacijente grupisane prema 

IRSG-IV je bilo 83% u grupi I, 86% u grupi II, i 73% u grupi III (70). Pacijenti svrstani u 

IV prognostičku grupu RMS imali su stopu preživljavanja <30% (74, 75). 

Pored kliničke grupe, i stadijum RMS je značajan prognostički faktor. Trogodišnje 

preživljavanje za pacijente IRSG-IV je bilo 86% u stadijumu 1, 80% u stadijumu 2, i 68% 

za stadijum 3. 
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Tabela 2. IRSG klinička (posthiruška) klasifikacija  

Grupa Proširenost bolesti 

Grupa  Proširenost bolesti 

Grupa I  Lokalizovana bolest, kompletna resekcija 

     Grupa 
Ia 

 Ograničena na mesto porekla 

     Group 

Ib 

 Infiltrativan, izvan mesta porekla; negativni limfni čvorovi 

Grupa II  Potpuna makroskopska resekcija sa regionalnim širenjem 

Grupa  IIa  Lokalizovan tumor sa ali sa mikroskopskim reziduama 

Grupa IIb 
 Makroskopski odstranjen tumor sa zahvatanjem regionalnih limfnih 

čvorova 

 Bez  mikroskopskih rezidua 

Grupa IIc 
 Makroskopski odstranjen tumor sa zahvatanjem regionalnih limfnih 

čvorova 

 sa mikroskopskim reziduama 

Grupa III Nepotpuno makroskopski odstranjen tumor 

Grupa IIIa Lokalizovana ili regionalna bolest, Biopsija 

Grupa IIIb Lokalizovana ili regionalna bolest, Resekcija (resekcija više od 50% tumora) 

Grupa IV Udaljene metastaze 

 

IRSG sistem za određivanje stadijuma zavisi od mesta primarnog tumora, veličine 

tumora, invazivnosti, zahvaćenosti limfnih čvorova i prisustva udaljenih metastaza (Tabela 

3) (70). Kada govorimo o lokalizaciji RMS ona može biti povoljna: kada je primarno mesto 

tumora u predelu orbite, glave i vrata (osim parameningealno), genito-urinarnog trakta 

(izuzev mokraćne bešike ili prostate) ili nepovoljna: mokraćna bešika, prostata, 

ekstremiteti, parameningealno, trup, retroperitoneum. Veličina tumora preko 5cm, 

zahvaćenost limfnih čvorova, kao i diseminovana bolest predstavljaju loš prognostički znak 

(61). 

Pored navedenog, prognostički faktor za RMS su godine u vreme postavljanja 

dijagnoze kao i histološki tip. Godine do neke mere koreliraju sa histološkim tipom i 

lokalizacijom tumora. Tako je ERMS češći u mlađoj starosnoj grupi, do 10 godine a kasnije  
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se češće javljaju ARMS i pleomorfni RMS, i to na lokalizacijama sa lošijom prognozom 

(76). Godine predstavljaju nezavistan prognostički faktor. Naime, kod dece starije od 10 

godina života preživljavanje je kraće nego kod mlađih prema IRS-II i IRS-IV (77). 

 

Tabela 3. TNM klasifikacija (preterapijska ) RMS prema IRSG  

Stadijum Primarno mesto Ta Veličinab 
Limfni 

čvorc 
Metastazed 

1 
Orbita, glava i vrat (izuzev PM),  
GU (NE MB/P), bilijarni trakt 

T1 

ili 
T2 

a ili b 
N0 ili N1 
ili Nx 

M0 

2 
MB/P, ekstremiteti, PM, ostala 

(trup, retroperitoneum) 

T1 
ili 

T2 

a N0 ili Nx M0 

3 
MB/P, ekstremiteti, PM, ostala 
(trup, retroperitoneum)                

 

T1 
ili 

T2 

 

a 
b 

 

N1 
N0 ili N1 

ili Nx 

 

M0 
M0 

4 Bilo koja 
T1 
ili 

T2 

a ili b 
N0 ili N1 

ili Nx 
M1 

PM, parameningealno; B/P, mokraćna bešika/prostata.  aT: T1, ograničen na mesto porekla, T2, proširen izvan 

mesta porekla i/ili infiltrira okolinu. bVeličina, ≤5 cm u prečniku; b, >5 cm u prečniku; 

 
 

U naporima da se odredi što efikasniji terapijski pristup COG-STS, je razvio sistem 

po kome se pacijenti svrstavaju u grupe rizika (niskog, srednjeg i visokog), a na osnovu 

preterapijskog stejdžinga (koga određuje primarna lokalizacija tumora i TNM status) i 

rasprotranjenosti bolesti nakon hiruške resekcije (klinička grupa). Pravila koja određuju u 

koju grupu će biti svrstani pacijenti sa RMS se konstantno menjaju a u zavisnosti od novih 

saznanja, posebno u domenu molekularno-genetskih ispitivanja. Trenutno važeći 

stratifikacioni sistem je prikazan u Tabeli 4. (16).  
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Tabela 4.  Grupe rizika u odnosu na stadijum, kliničku grupu, lokalizaciju i histološki tip 

RMS 
 

Grupe 

rizika 

Preterapijski 

stadijum 
Klinička grupa Lokalizacija Histološki tip 

Niskog 1 

 

 
1 ili 2 

 

 
I ili II 

 

 
Povoljna ili Nepovoljna 

 

 
ERMS 

1 III Orbita ERMS 

 

Niskog 2 

 

 
1 

 

 
III 

 

 
Povoljna 

 

 
ERMS 

3 I ili II Nepovoljna ERMS 

 

Srednjeg 

 

 
2 ili 3 

 

 
III 

 

 
Nepovoljna 

 

 
ERMS 

1-3 I–III Povoljna ili Nepovoljna ARMS 

Visokog 

 

4 

 

IV 

 

Povoljna ili Nepovoljna 

 

ERMS 

4 IV Povoljna ili Nepovoljna ARMS 

 

 

1.7. Ćelijski ciklus 

Ćelijski ciklus karakteriše serija cikličnih promena kroz koje prolazi ćelija 

stimulisana na deobu a koje su jasno definisane biohemijskim i morfološkim kriterijumima. 

Ćelijski ciklus je precizno organizovan proces koji obezbeđuje potpunu i tačnu replikaciju 

DNK pre deobe ćelije (78). 

Ćelijski ciklus je podeljen u četiri faze: S, G2, M i G1. 

Tokom S faze (S=sinteza), odvija se replikacija, odnosno sinteza nukleusne DNK. 

Trajanje S faze je različito, od nekoliko minuta u ranim embrionalnim ćelijama, do 

nekoliko sati u većini somatskih ćelija. 

G2 faza (G=gap, pukotina engl.) je period između S i M faze, kada ćelije imaju 

repliciranu DNK i spremaju se za deobu. Ova faza se automatski odvija u svim ćelijama 

koje uđu u S fazu. 
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U toku M faze (M=mitoze), dolazi do podele jedarnog materijala – kariokineze, i 

podele citoplazme – citokineze. Ovo je ujedno i najkraća faza ciklusa i kod tipične ćelije 

sisara traje oko jednog sata.  

G1 faza je period ćelijskog rasta tokom koje se obezbeđuje povećanje ćelijske mase. 

Trajanje ove faze varira, i zavisi od ćelijskog tipa i prisustva faktora rasta i osnovnih 

nutririvnih faktora. Ukoliko uslovi za proliferaciju nisu odgovarajući, ćelija ostaje u 

produženoj G1 fazi. U slučajevima kada je neophodna brza ćelijska proliferacija, G1 faza se 

skraćuje i ćelija odmah počinje da vrši sintezu DNK i ulazi u S fazu,  bez obzira na 

veličinu.  

 

1.7.1. Regulacija ćelijskog ciklusa 

Postoje tri osnovne grupe proteina značajne za odvijanje ćelijskog ciklusa: ciklin-

zavisne kinaze (engl. Cyclin-dependent kinases - CDKs), ciklini i inhibitori ciklin-zavisnih 

kinaza (Cyclin-dependent kinases inhibitors - CDKIs) (79). CDKs su familija protein 

kinaza koje su odgovorne za ključne prelaze između pojedinih faza ćelijskog ciklusa. Kada 

su aktivirane, CDKs fosforilišu druge proteine i na taj način obavljaju svoju specifičnu 

ulogu u ćelijskom ciklusu (80).  

Ciklini su proteini koji kada su prisutni u dovoljnoj koncentraciji aktiviraju CDKs. 

Podeljeni su u tri klase: G1-S, S i M cikline. U grupu G1-S spadaju ciklin D i E, koji su 

važni za G1 progresiju i G1-S prelaz. S familija uključuje cikline A1 i A2, a M familija 

cikline B1 i B2. Do danas je poznato 10 vrsta ciklina (označenih od A-J). Među nekim 

vrstama postoji više podvrsta (ciklin D1, D2 itd.), tako da je kod sisara do sada 

identifikovano 15 vrsta ciklina. Prema funkciji, ciklini se dele na G1 cikline i mitotičke 

cikline. U G1 cikline spadaju ciklin C1, D1-D3 i ciklin E, a u mitotičke ciklin A i B. Ciklini 

G1 su odgovorni za prelaz iz G1 u S fazu ćelijskog ciklusa. Ciklin B reguliše prelaz iz G2 u 

M fazu. Do sada jedini opisan ciklin sa dvostrukom ulogom u ćelijskom ciklusu je ciklin A. 

On je neophodan za DNK replikaciju tokom S faze i aktivan je u inicijaciji mitoze (79). 

Većina ciklina pokazuje fluktuacije u ekspresiji tokom  ćelijskog ciklusa, za razliku 

od CDKs  čiji je nivo ekspresije relativno konstantan (81).  
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CDK su enzimi koji vrše fosforilaciju (dodavanje fosfatnih grupa na specifične 

aminokiseline u proteinima) određenih ključnih proteina, pa ih tako najčešće aktiviraju. 

Kod čoveka je identifikovano ukupno 9 različitih CDK, obeleženih brojevima od 1-9. Posle 

sinteze, ova kinaza je u inaktivnom stanju i za njenu aktivaciju potrebno je da se za nju 

veže odgovarajući ciklin. Pored toga, potrebna je i dodatna fosforilacija CDK, koju obavlja 

jedna druga kinaza. 

 

CDKIs kontrolišu aktivnost kompleksa CDK-ciklina.  Dok je ekspresija CDKs i 

ciklina ista u različitim tipovima ćelija i tkiva, ekspresija CDKIs je često specifična za 

određene ćelije i tkiva. Postoje dve familije CDKIs, INK4 (Inhibitori CDK4) koju čine: 

(p15Ink4b, p16Ink4a, p18Ink4c i p19Ink4d) i Cip/Kip (CDK interreagujući protein ili kinazni 

inhibitorni protein) koja ima tri člana: (p21Cip1/Waf1, p27Kip1 i p57Kip2). Molekuli INK4 

porodice inhibitorno deluju na D-CDK4/CDK6 i tako inaktiviraju transkripciono- 

supresorsku funkciju pRb (80) . 

Ćelijski ciklus je regulisan nizom kontrolnih mehanizama koji mogu da spreče 

njegovo dalje odvijanje u slučaju neuspešnog završetka predhodne faze, delujući na dva 

najznačajnija kontrolna punkta i to prelaz iz G1 u S fazu i prelaz iz G2 u M fazu (Slika 10). 

Prelaz iz G1 u S fazu- zavisi od stanja fosforilacije pRb. pRb je u svojoj 

hipofosforilisanoj formi, tokom G1 faze, vezan u kompleks sa E2F transkripcionim 

faktorom čime ga inaktivira i onemogućava proliferaciju. Dejstvom mitogena dolazi do 

sinteze ciklina D. Kompleks ciklina D  sa odgovarajućim CDK4 i 6 dovodi do fosforilacije 

pRb. To uslovljava oslobađanje  transkripcionog faktora E2F koji započinje transkripcija 

gena neophodnih za sintezu DNK, kao i za ciklin E i ciklin A, čije prisusvo je neophodno 

za dalju progresiju ćelijskog ciklusa. 

Prelaz iz G2 u M fazu - zavisi od ciklina B, odnosno kompleksa ciklin B/CDK1. 

Ukoliko dođe do oštećenja DNK, aktivacijom p53 zaustavlja se progresija ćelijskog 

ciklusa.  p53 dovodi do sinteze p21 koji sprečava aktivnost CDK i zaustavlja ćeliju u G2 

fazi ćelijskog ciklusa. Ukoliko se oštećenje DNK ne može popraviti p53 indukuje 

aktivaciju apoptoze (79). 
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Slika 10. Putevi regulacije ćelijskog ciklusa (81). 

 

Nekontrolisana ćelijska proliferacija koja je u osnovi nastanka tumora se javlja kao 

posledica poremećaja ćelijskog ciklusa. Smatra se da su u tumorskim ćelijama inaktivirani 

mehanizmi koji sprečavaju ćelijsku deobu. Gubitak funkcije pRb-a  i p53 stimuliše 

abnormalnu proliferaciju ćelija.  I pozitivni (ciklini i CDKs) i negativni (CKI) regulatori 

ćelijskog ciklusa koji funkcionišu preko pRb-a takođe mogu biti izmenjeni tokom 

proliferativnih bolesti. 

 

1.8. Genetski mehanizmi kancerogeneze 

Maligne bolesti nastaju neoplastičnom transformacijom ćelija i tkiva. Neoplastična 

transformacija je proces narušavanja tkivne homeostaze u pravcu nekontrolisane 
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proliferacije ćelija i inhibicije ćelijskog umiranja po tipu apoptoze. To je višestepeni proces 

genetskih izmena koje dovode do transformacije normalne ćelije u malignu.  

Geni uključeni u procese maligne trasformacije mogu se podeliti u dve grupe – 

onkogene i tumor-supresorske gene. 

Onkogeni su geni čiji proteinski produkti stimulišu ćelijski rast i deobu tumorskih 

ćelija. Nastaju aktivacijom protoonkogena. Protoonkogeni, predstavljaju normalne gene sa 

funkcijom u ćelijskoj proliferaciji, diferencijaciji i apoptozi, koji se vremenski i prostorno 

strogo kontrolisano eksprimiraju.  

Mutacije protoonkogena su dominantne- dovoljna je alteracija jednog alela da bi se 

ispoljio karcinogeni efekat. Te alteracije mogu biti: tačkaste mutacije, amplifikacije gena, 

hromozomski rearanžmani (najčešće translokacije). (43). 

  Tumor-supresorski geni su geni čiji proteinski produkti inhibiraju ili suprimiraju 

neoplastičnu transformaciju. Mutacije u njima dovode do supresije njihove ekspresije ili 

inaktivacije proteinskog produkta. Za razliku od protoonkogena, mutacije su im recesivne –

neophodna je izmena oba alela (homozigotno stanje) da bi došlo do karcinogenog efekta 

(82). 

Na osnovu funkcije tumor-supresori mogu biti: 

- regulatori ćelijskog ciklusa 

- regulatori signalne transdukcije 

- geni uključeni u međućelijske interakcije i interakcije ćelije i matriksa 

- regulatori apoptoze 

- DNK reparacije 

 

1.9. Epigenetički mehanizmi kancerogeneze  

Epigenetički procesi podrаzumevаju promene u obrаscu ekspresije genа, koje nisu 

posledicа promenа u sekvenci molekulа DNK (83). Osnovna razlika u odnosu na genetičke 

promene je reverzibilnost (83). Glavni mehanizmi epigenetičke regulacije su metilacija 

DNK, modifikacija histona i regulacija ekspresije gena posredstvom regulatornih 

nekodirajućih molekula mikro RNK. Ovi mehanizmi deluju koordinisano u kontroli i 

uspostavljanju obrazaca genske ekspresije (84). Naime, epigenetičke modifikacije deluju 



24 

 

poput prekidača u kontroli aktivnosti gena, odnosno  stišavaju gene čija ekspresija nije 

potrebna, a aktiviraju one koji su potrebni za diferencijaciju i funkciju određene vrste ćelija. 

Pojava epigenetičkih lezija je često rani događaj u kancerogenezi, mada prisustvo 

aberantne metilacije samo za sebe ne mora da znači postojanje invazivnog tumora, pošto 

nije redak slučaj da se metilacione promene detektuju i u premalignim stanjima kao što je 

slučaj kod kolorektalnog adenoma, skvamozne metaplazije (84). 

 

1.9.1. Metilacija DNK 

Uloga metilаcijа molekulа DNK je znаčаjna za procese koji učestvuju u 

embrionаlnom rаzvoju, diferencijаciji ćelijа kаo i u održаvаnju homeostаze u ćelijаmа. 

Regulаcija ekspresije genа i održаvаnje stаbilnosti genomа su mehanizmi koji obezbeđuju 

odvijanje navedenih procesa (85). Najznačajnija epigentička modifikacija u humanom 

genomu je metilacija citozinskih ostataka u okviru CpG dinukleotida.  

U genomu čovekа, 70-80% citozinа u okviru pomenutih dinukleotidа, je metilovаno 

(86). Ostаtаk CpG dinukleotidа nаlаzi se u okviru tzv. CpG ostrvаcа (87). Ostrvcа 

predstavljaju sekvence DNK duže od 200 bаznih pаrovа, sа sаdržаjem G+C iznаd 50 % i 

odnosom uočene i stаtistički očekivаne učestаlosti CpG dinukleotidа od nаjmаnje 60% 

(88). 

 Metilacija DNK je postreplikativni proces (89). Regulacija transkripcije 

podrazumeva sinergističko delovanje metilacije DNK i modifikacije histona. Postoji više 

teorija koje se bave mehanizmima kojim metilаcijа CpG ostrvcа onemogućаvа trаnskripciju 

genа. Jedna od opšte prihvaćenih je dа metilovаne CpG dinukleotide prepoznаju i zа njih se 

vezuju proteini iz grupe metil-citozin vezujućih proteinа (MBD1, MBD2, MBD3, MBD4, 

MeCP1,MeCP2). Ovi proteini aktiviraju enzime histon-deаcetilаze (HDAC), koje će 

ukloniti аcetil grupe sа histonа i stvoriti preduslove zа formirаnje zаtvorene strukture 

hromаtinа (90). 

 

1.9.2. Uloga metilacije DNK u kancerogenezi 

U malignoj ćeliji gotovo da je uobičajeno da dolazi do narušavanja normalnih 

obrazaca metilacije DNK, i to u smislu globalne hipometilacije i region specifične 
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hipermetilacije (91). Proces demetilacije zahvata CpG dinukleotide koji nisu grupisani u 

CpG ostrvca, već su rasuti po genomu, što ima za posledicu hromozomsku nestabilnost, 

gubitak imprintinga, reaktivaciju transpozona i retrovirusa i aktivaciju pojedinih onkogena 

(92). 

 Hipermetilacija predstavlja  de novo metilaciju normalno nemetilovanih CpG 

ostrvaca u sastavu promotorskih regiona gena, što deluje kao snažan supresor genske 

ekspresije i povezano je sa formiranjem transkripciono neaktivnih struktura hromatina. 

Pokazano je da su pojedini geni u humanim tumorima inaktivirani isključivo na ovaj način, 

a metilacija DNK tako predstavlja alternativni mehanizam mutacijama i delecijama u 

suprimiranju ekspresije gena (93, 94). 

 

1.10. Funkcija ciklina A i njegov značaj u kancerogenezi 

  Ciklin A je protein, koji je uključen u kontrolu replikacije molekula DNK i  

ćelijskog ciklusa. Poznato je da kod ljudi postoje dve forme ovog ciklina: A1 i A2. Gen 

CCNA1 odgovoran za produkciju ciklina A1 lokalizovan je na hromozomu 13, dok je gen 

CCNA2 koji kodira drugu formu smešten na hromozom 4. Ciklin A1 značajan je u 

procesima embriogeneze, kao i u regulaciju mejoze (95). S druge strane, ciklin A2 

učestvuje u procesima vezanim za kontrolu ćelijskog ciklusa somatskih ćelija (96). Ovaj 

ciklin je zanimljiv zbog činjenice da može da formira komlekse sa dve ciklin zavisne 

kinaze: CDK1 i CDK2. Ova osobina omogućava proteinu da bude uključen u kontrolu 

nekoliko etapa ćelijskog ciklusa. Tokom S faze ciklin A formira kompleks sa ciklin 

zavisnom kinazom 2. Ovaj kompleks učestvuje u kontroli inicijacije replikacije molekula 

DNK. Takođe, fosoforilacija CDC6, koji je deo replikacionog kompleksa, osigurava da će 

DNK biti replikovana samo jednom tokom S faze. Krajem S faze ciklin A se vezuje za 

CDK1 (97). Postojanje ovog kompleksa omogućava aktivaciju ciklina B i njegovo 

vezivanje za CDK1, što u krajnjoj liniji dovodi do degradacije ciklina A pre ulaska u 

metafazu. Ciklin B u kompleksu sa CDK1 bitan je za dalje odvijanje mitoze (98). 

Kontrola ekspresije ciklina A obavlja se na nivou transkripcije. E2F je jedan od 

ključnih regulatora nivoa ciklina A u toku ćelijskog ciklusa. Ovaj transkripcioni faktor 

vezuje se za specifične sekvence u okviru promotora gena CCNA2 i na taj način dovodi do 
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aktivacije transkripcije. Pokazano je da povećanje nivoa proteina p53 nakon oštećenja 

DNK, dovodi do inhibicije sinteze ciklina A, proteina p21. Ovaj protein sprečava delovanje 

kompleksa ciklin D-CDK4 što održava E2F u kompleksu sa proteinom Rb (99). 

Pokazano je da poremećaj ekspresije ciklina A, može imati značajnu ulogu u 

tumorogenezi (100). Prekomerna ekspresija ciklina A je uočena u velikom broju humanih 

tumora, kao što su karcinom usne duplje (101), karcinom kolona (102), karcinom laringsa 

(103), maligni melanom (104), karcinom štitaste žlezde (105), karcinom pluća (106), 

adenokarcinom prostate, karcinom bubrega i uretera (107). Prekomerna ekspresija ciklina A 

u ovim tumorima je u korelaciji sa nepovoljnim prognostičkim faktorima. Nasuprot tome, 

pokazana je prekomerna ekspresija ciklina A u normalnoj sluznici kolona (102) i u 

karcinomu jajnika sa dužim periodom preživljavanja (108).  

 

1.11. Funkcija ciklina D1 i njegov značaj u kancerogenezi  

Gen CCND1 lokalizovan je na hromozomu 11p13 i često podleže alteracijama 

tokom neoplastične transformacije (109). Proteinski produkt ovog gena, protein ciklin D1, 

značajna je karika p16-Rb signalnog puta, odgovornog za kontrolu ćelijskog ciklusa. Ciklin 

D1 svoju funkciju u ćeliji ostvaruje preko interakcije sa ciklin zavisnim kinazama 4 i 6. 

Vezivanje ciklina dovodi do aktivacije ovih enzima što dovodi do fosforilacije proteina Rb. 

Posledica je otpuštanje transkripcionog faktora E2F, koji je vezan za hipofosforilisani Rb. 

E2F dalje učestvuje u kontroli transkripcije gena koji su bitni za progresiju ćelijskog 

ciklusa iz G1 u S fazu. S druge strane, E2F indukuje transkripciju gena p14, značajnog 

tumor supresora. Na ovaj način stvara se sigurnosni mehanizam, koji bi trebalo da spreči 

nekontrolisanu deobu ćelija.  

Studije koje su za temu imale ispitivanje uloge ciklina D1 u ćeliji pokazale su da 

ovaj protein svoje fiziološke funkcije može ostvarivati nezavisno od ciklin zavisnih kinaza. 

Sposobnost da ostvaruje interakciju sa preko 30 različitih transkripcionih faktora 

omogućuje ovom ciklinu da  učestvuje u regulaciji metabolizma, diferencijacije i ćelijskog 

rasta (110). 

Aberatna ekspresija ciklina D1 ustanovljena je u mnogim tipovima tumora. 

Ustanovljeno je da do promene u nivoima ciklina D1 dolazi u ranim fazama tumorigeneze. 
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Ove promene mogu biti posledica amplifikacije gena CCND1 ili dejstva različitih 

onkogenih signala.(111). 

Prognostički značaj povećane ekspresije ciklina D1 je ispitivan u mnogim tumorima 

kao što su tumori dojke, jetre, pluća, mozga, skeletnog mišića 

(112,(113),(114),116,117,47). Suprotno tome, smanjena ekspresija ciklina D1 je znak 

diferencijacije ćelije (118). 

 

1.12. Funkcija p57 i njegov značaj u kancerogenezi 

Humani gen CDKN1C  lociran je na hromozomu 11p15.5 i podleže fenomenu 

genskog utiskivanja (119). Ovaj gen je odgovoran za kodiranje proteina p57KIP2, koji 

pripada grupi Cip/Kip inhibitora ciklin zavisnih kinaza. Ovoj grupi pripadaju i p21CIP/WAF1 i 

p27KIP2 proteini . Ekspresija proteina p57 organizovana je vremenski i prostorno. Pokazano 

je da je eskpresija proteina tkivno najrasprostranjenija i najviša tokom organogeneze, pri 

čemu se maksimalne vrednosti dostižu u ključnim fazama diferencijacije organa. Nakon 

toga nivoi p57 u većini organa opadaju ispod nivoa detekcije. Međutim, neka tkiva kod 

čoveka, poput skeletnih mišića, pluća, bubrega i srca, zadržavaju visok nivo ekspresije p57 

i u adultnom dobu (119). 

U strukturnom smislu u okviru p57 mogu se razlikovati tri regiona: amino-

terminalni, domen bogat ponovcima prolin-alanin (tzv. PAPA domen) i karboksi-terminalni 

domen. U okviru amino-terminalnog domena nalaze se regioni odgovorni za vezivanje 

ciklina i ciklin zavisnih kinaza, što omogućava inhibiciju delovanja kompleksa ciklin-ciklin 

zavisna kinaza. Ovaj domen kao i karboksi-terminalni su strukturno konzervirani, kako u 

okviru same familije proteina, tako i u okviru različitih vrsta.  

Uloga proteina p57 tokom ćelijskog ciklusa uključuje kontrolu prelaska ćelije iz G1 

u S fazu. Transfekcija proteina p57 u ćelije SAOS-2 u kulturi dovela je do zaustavljanja 

ćelijskog ciklusa u G1 fazi. U skladu sa tim je i nalaz da p57 blokira ulazak džinovskih 

trofoblasta u S fazu ćelijskog ciklusa. Pored kontrole G1-S prelaza ustanovljena je uloga 

p57 u kontroli tranzicije iz M u G1 fazu. Ova funkcija se ostaruje preko aktivacije proteina 

p73 (120).  
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Pored uloge u kontroli ćelijskog ciklusa pokazano je da p57 učestvuje u regulaciji 

dinamike citoskeleta kao i u procesima programirane ćelijske smrti i ćelijskog starenja. 

Dosadašnje studije su pokazale da su promene u ekspresiji p57 bitne u patologiji Beckwith-

Wiedemann-ovog sindroma (121), kardiovaskularnog sistema kao i u patogenezi karcinoma 

prostate, jetre, pankreasa, dojke, glave i vrata (119). Promene u ekspresiji su najvećim 

delom posledica gubitka heterozigotnosti ili promena u nivou metilacije promotora gena 

CDKN1C.  

 Smatra se da nivoi proteina p57 opadaju tokom razvoja tumora, što je povezano sa 

pojavom agresivnog fenotipa i lošijom prognozom  (120). 

 

1.13. Funkcija p16 i njegov značaj u kancerogenezi 

Lokus INK4a/ARF nalazi se na hromozomu 9p21. Ovaj region tokom maligne 

transformacije često je deletiran ili hipermetilovan. Pored toga u pojedinim tipovima 

tumora detektovane su i tačkaste mutacije (122, 123). 

Protein p16 ima esencijalnu ulogu u  kontroli ćelijskog ciklusa. Regulacija se 

zasniva na kontroli fosforilacije proteina retinoblastoma (pRb). Protein p16 se vezuje za 

ciklin-zavisne kinaze 4/6, na taj način sprečavajući vezivanje ciklina D1 i posledično 

aktiviranje kinaza. Smisao ovakve interakcije je sprečavanje fosforilacije pRb, što 

onemogućava ulazak ćelije u S fazu ćelijskog ciklusa (124). 

Eksperimentalno je dokazano da je p16INK4a, pored uloge u kontroli ćelijskog 

ciklusa, učestvuje u procesima kao što su: angiogeneza, ćelijsko starenje, invazija tumora i 

apoptoza. Protein p16 ispoljava ove plejotropne efekte modulirajući ekspresiju ili funkciju 

različitih ciljnih molekula kao što su: vaskularni endotelni faktor rasta (VEGF), matriks 

metaloproteinaza 2 (MMP2), nuklearni faktor kB (NFkB), β1,4-galaktoziltransferaza, 

integrin α5β3 i pRb (125, 126). 

Nasuprot tumorskoj ćeliji, normalna ćelija ima ograničen kapacitet za proliferaciju, i 

nakon određenog broja deoba doći će do njenog izlaska iz ćelijskog ciklusa (ćelijsko 

starenje) (127). Ćelijsko starenje mogu pokrenuti brojni  mehanizmi koji uključuju 

skraćenje telomera,  alteracije u signalnim putevima ARF/p53 i p16/RB i oštećenja 

molekula DNK (128). 
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p16, tumor-supresor gen je prvi od četiri otkrivena INK4 gena. Tri glavna 

mehanizma su zaslužna za inaktivaciju p16 gena u malignim tumorima: homozigotne 

delecije, hipermetilacija CpG ostrvaca promotorskog regiona i tačkaste mutacije (129,130). 

 Signalni put p16-Rb je jedan od najčešće izmenjenih puteva u humanim 

malignitetima. S obzirom na gore opisane funkcije proteina p16 i pRb ovakva situacija nije 

iznenađujuća. Pokazano je da je gen p16 deletiran ili hipermetilovan u mnogim tipovima 

tumora kao što su: tumori dojke, bešike, glioblastomi, sarkomi, pojedini hematološki 

tumori, tumori pluća i debelog creva (129, 122, 123). 

 

1.14. Apoptoza  

Apoptoza je aktivan genetski kontrolisan proces u kome se morfološke promene 

dešavaju po precizno određenom redosledu, zbog čega je i označena kao progamirana 

ćelijska smrt. U mnogim slučajevima apoptoza nastaje spontano ili je indukovana raznim 

fiziološkim i patološkim faktorima. Proces apoptoze je neprekidno prisutan u organizmu i 

omogućava normalno razviće, tkivnu homeostazu i brojne fiziološke procese (131). 

Stoga, jasno je da će poremećaji u regulaciji ovog procesa biti u osnovi patogeneze 

mnogih bolesti, od neurodegenerativnih poremećaja do malignih tumora (132). Jedna od 

najvažnijih karakteristika malignih ćelija jeste preživljavanje ćelije s oštećenjem DNK i 

nakupljanje novonastalih genskih mutacija. Zdrave ćelije imaju sposobnost prepoznavanja i 

brzog popravljanja oštećenih mesta na DNK, a aktivacijom apoptoze sprečavaju deobu 

ćelije i umnožavanje mutiranih ćerki ćelija.  

Apoptotička ćelijska smrt se odvija aktiviranjem kaskade enzima koji se nazivaju 

kaspaze (133). Opisana su dva različita ali konvergentna puta za aktivaciju kaspaza: 

spoljašnji, posredovan receptorima i unutrašnji (mitohondrijalni) put. Spoljašnji 

(receptorski) put apoptoze se odvija putem spoljašnjih receptora koji pripadaju familiji TNF 

(engl. tumor necrosis factor) i aktivacijom kaspaze-8. Unutrašnji put apoptoze odvija se 

preko mitohondrija i kaspaze-9. Na kraju, oba puta dovode do aktivacije kaspaze-3, što 

vodi aktivaciji PARP-a (poli-ADP-riboza polimeraza) i nukleosomalnoj DNA fragmentaciji 

(Slika 11). Osim što završavaju aktivacijom efektorske kaspaze, unutrašnji i spoljašnji put 

apoptoze se preklapaju i na drugim mestima (134,135).  
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Slika 11. Shema spoljašnjeg i unutrašnjeg puta apoptoze (136). 
 

1.14.1. Regulacija apoptoze 

Apoptoza je proces koji je genski regulisan. Odvija se zahvaljujući finoj ravnoteži 

između antiapoptotskih i proapoptotskih gena tj. proteina. Jedna grupa molekula koja 

blokira apoptozu tako što se direktno vezuje za kaspaze je IAP (engl. Inhibitor of Apoptosis 

Protein, IAP) (137,138,139). Do danas je identifikovano 8 članova IAP familije proteina: 

XIAP, cIAP1, cIAP2, melanom IAP (livin), IAP-u sličan protein 2, protein inhibitor 

neuronalne apoptoze, apolon (BRUCE), i survivin (140,(141). Ovi proteini imaju jedan od 

tri BIR domena (engl. Baculovirus IAP repeat –BIR domains) koji su važni za inhibiciju 

apoptoze i C-terminalni RING (engl. -Really Interesting New Gene - RING) domen ili 

citohrom C 
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CARD domen (engl. Caspase activation recruitment domain- CARD) (142). Podeljeni su u 

3 klase (137), na osnovu prisustva ili odsustva RING domena i homologije BIR domena 

(143). Proteini koji pripadaju klasi 1 (XIAP, cIAP1, cIAP2, ILP2, MLIAP) imaju tri BIR i 

RING domena; proteini klase 2 (NAIP) sadrže 3 BIR domena ali nemaju RING domen; i 

proteini klasa 3 IAP-a kojoj pripada survivin i BRUCE, ima samo jedan BIR domen, a 

nedostaje RING domen. 

 

1.15. Funkcija survivina i njegov značaj u kancerogenezi  

Survivin je bifunkcionalni protein, član  familije inhibitora apoptoze (IAP-a) i 

regulator je ćelijskog ciklusa (98). To je najmanji član IAP-a, težine16,5 kilodaltona, 

sastavljen iz 142 aminokiseline koga kodira jedan gen na 17q25 hromozomu. Survivin je 

po svojoj strukturi jedinstven među članovima IAP-a po tome što sadrži jednu kopiju BIR 

domena koji su neophodni za inhibiciju kaspaza, a nedostaju mu RING i CARD domeni 

(144, 145, 146). 

Sinteza i degradacija survivina u normalnom tkivu se menja u zavisnosti od faze 

ćelijskog ciklusa. Translokacija survivina je kontrolisana specifičnim sekvencama u 

regionu promotora, raste tokom G1 faze i dostiže vrh u G2-M fazi (147, 148). Regulacija 

ekspresije i funkcije survivina je kompleksna, i nalazi se na različitim nivoima, uključujući 

transkripciju, degradaciju proteina, intracelularnu sekvestraciju preko različitih liganda. 

Ekspresija survivina je povećana na transkripcionom nivou putem nuklearnog faktora kapa 

B (149). Pored toga, faktori rasta kao insulinu sličan faktor rasta-I/mTOR povećavaju 

ekspresiju survivina preko brzih promena u mRNA lokalizaciji (150). Drugi faktori koji su 

uključeni u povećanu ekspresiju survivina su članovi RAS familije protoonkogena (151, 

152, 153). Sa druge strane, survivin je jedan od gena koji je suprimiran na transkripcionom 

nivou divljim tipom p53 i p75 (154,155,156, 157). 

Glavna funkcija survivina je regulacija ćelijske deobe i inhibicija apoptoze (Slika 12 

i 13). Tokom mitoze survivin deluje  kratko u metafazi i anafazi. Nalazi se u dva 

subcelularna prostora. Jedan je direktno povezan sa polimerizovanim tubulinom 

(centrozomi, mikrotubule i ostatci mitotskog aparata) (145, 158, 159, 160). Drugi deo 

survivina je lokalizovan u kinetohorama hromozoma u metafazi gde je povezan sa 



32 

 

regulatorima kariokineze (161, 162, 163). Skorija teorija o ulozi survivina kao centralnog 

regulatora u formiranju deobnog vretena pomiruje dve naizgled suprotne uloge survivina. 

Prema ovom modelu, survivin posreduje u vezivanju hromozomskih proteina za kinetohore 

i stabilizuje mikrotubule i tako doprinosi bipolarnom formiranju vretena (160). Dakle, 

tokom regulacije ćelijskog ciklusa, survivin se vezuje za različite komponente mitotskog 

aparata-centrozom, mikrotubule metafaznog i anafaznog deobnog vretena.  

 

Slika 12. Funkcija survivina u mitozi (164). 

 
Uloga survivina u inhibiciji apoptoze je prihvaćena iako je mehanizam delovanja 

znatno složeniji od direktne inhibicije kaspaze i može uključivati zajedničku aktivnost 

survivina i drugih molekula ( kao sto je hepatitis B X interagujući protein ili X- povezan 

IAP). Svoju antiapoptotsku funkciju survivin obavlja inhibirajući kaspaze 3, 7 i 9. 

Inhibicija apoptoze je zavisna od mitohondrija (i citohroma C), preko ΔEx3 varijante 

survivina, uz moguće učešće još nekih proteina (164). 
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Slika 13. Funkcija survivina kao inhibitora apoptoze (164). 

 

 

Gubitak ćelijskog odgovora na indukovanu apoptozu mogao bi da bude jedan od 

mehanizama koji su uključeni u progresiju malignog tumora i pojavu rezistencije na 

hemioterapiju (145, 164, 165, 166, 167, 168). Zbog toga je u terapiji malignih tumora 

važno delovanje na molekule koji su uključeni u  puteve apoptoze (169).  

Survivin se eksprimira u plućima embriona i raznim organima fetusa u razvoju 

(fetalnoj jetri, bubregu, plućima i GIT-u) (137), ali se ne može detektovati u normalnom 

adultnom tkivu osim tkivu  timusa, CD34+ stem ćelijama, placenti, bazalnim epitelnim 
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ćelijama kolona, hepatocitima, endotelnim ćelijama, epitelnim ćelijama debelog creva, 

endometrijumu i limfocitima (166, 169, 170, 171, 172, 173, 174). 

Survivin se selektivno eksprimira u transformisanim ćelijama i u većini humanih 

malignih tumora kao što su karcinomi pluća, dojke, pankreasa i kolona, zatim mekotkivni 

sarkomi, melanomi, neuroblastom, limfoproliferativna oboljenja (166, 175, 176, 177, 178, 

179, 180, 181). Ispitivanja genoma su  pokazala poremećenu eksresiju survivina u 

tumorima nasuprot ekspresiji u normalnim tkivima (180). Ekspresija survivina u tumorima 

može biti poremećena putem nekoliko mehanizama, uključujući amplifikaciju lokusa na 

hromozomu 17q25 (181), demetilaciju (136), povećanu aktivnost promotora (175) i 

povećanu ushodnu signalizaciju u fosfatidilinozitol 3-kinazi ili mitogen aktiviranim 

putevima u kojima učestvuju protein kinaze (148). Pored toga, povećana ekspresija 

survivina u ćelijama tumora je najverovatnije nezavisna od ćelijskog ciklusa, ukazujući na  

povećanje njegove antiapoptotske uloge u poređenju sa normalnim ćelijama u kojima je 

funkcija regulacije mitoze dominantna. Najzad, promenjiva intracelularna lokalizacija 

survivina u tumorima (citoplazmatska i nuklearna) može biti indikator aktivnosti survivina i 

može biti prognostički marker u nekoliko tipova tumora uključujući karcinom nazofarinksa 

i astrocitom (182, 183). 

Osim navedenih tumora, povećana ekspresija survivina je marker nepovoljne 

prognoze koji korelira sa smanjenim preživljavanjem u još nekoliko malignih tumora kao 

što su sitnoćelijski karcinom pluća, karcinom želuca, kolorektalni karcinom, karcinom 

dojke, neuroblastom i limfoproliferativne bolesti. Povećana ekspresija survivina je takođe 

povezana sa povećanim rizikom od recidiva, infiltracijom limfnih žlezda malignim 

tumorima i sa pojavom metastaza (184, 185). Pored toga, povećana ekspresija survivina je 

prisutna kod pacijenata sa tumorima koji su rezistentni na hemio i radioterapiju kao što su 

karcinom mokraćne bešike (186), karcinom dojke (187), multipli mijelom (188) i limfom 

(189). 

Survivin je eksprimiran u preko 80% RMS i pokazana je njegova uloga u nastanku, 

kao i moguća upotreba u imunoterapiji RMS (190, 191, 192, 193). 
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1.16. Funkcija nestina i njegov značaj u kancerogenezi 

Nestin predstavlja intermedijerni filament protein klase VI i eksprimiran je u 

brojnim vrstama ćelija, uključujući ćelije neuralnog grebena i skeletno mišićne 

prekursorske ćelije (194, 195). U početku označen kao marker neuralne stem ćelije, kasnije 

je pokazano da ga ima u izobilju u embrionalnim stem ćelijama. Kod odraslih nestin je 

prisutan u tkivu samo u nekim reaktivnim uslovima, kao što je glijalni ožiljak nastao nakon 

traume centralnog nervnog sistema, i u toku regeneracije skeletnog mišića (196). Precizna 

funkcija nestina još uvek nije u potpunosti rasvetljena, mada studije sugerišu da on može 

imati ulogu u kontroli ćelijske proliferacije i diferencijacije. Nestin je potencijalni marker 

kancerske stem ćelije (197), a nedavna istraživanja su pokazala da je povećana ekspresija 

nestina u korelaciji sa nediferentovanim oblicima malignih tumora, kao što je slučaj kod 

glioma, malignog melanoma, RMS, gastrointestinalnog stromalnog tumora, stromalnog 

tumora testisa, tumora nadbubrežne žlezde (197, 198). 

S druge strane, postoje studije koje nisu dokazale da je nestin značajan kao 

prognostički faktor (199, 200, 201, 202). 

Zbog njegove povećane ekspresije u mnogim tipovima humanih solidnih tumora, 

nestin može poslužiti i kao eventualno prognostički parametar malignosti tumora. Detaljna 

analiza ekspresije nestina u različitim tumorskim tkivima uključujući i RMS će biti korisna 

za ispitivanje njegove uloge u mehanizmima tumorskog rasta i invazije, a u cilju 

pronalaženja novih terapijskih mogućnosti. 
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2.CILJEVI ISTRAŽIVANJA 
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1.  Primenom metode tkivnog mikroniza (engl. tissue microarray - TMA) analizirati 

imunohistohemijsku ekspresiju proteina regulatora ćelijskog ciklusa i apoptoze u 

slučajevima RMS. 

 

2.   Rezultate imunohistohemijske analize korelirati sa kliničko-patološkim 

karakteristikama pacijenata sa RMS (lokalizacija, veličina tumora, histološki tip, 

starost, zahvaćenost regionalnih limfnih nodusa, metastaze i ukupno preživljavanje). 

 

3.  Analizirati obrasce metilacije promotora gena p16 metil-specifičnom PCR metodom 

 

4.  Utvrditi stepen korelacije između obrazaca metilacije promotora gena p16 i 

kliničko-patoloških karakteristika RMS. 

 

5.  Definisati nezavisne prognostičke faktore značajne za prognozu RMS na osnovu 

dobijenih rezultata imunohistohemijskog ispitivanja proteina ćelijskog ciklusa i 

apoptoze i metilacionog statusa promotora gena p16. 
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3. MATERIJAL I METODE 
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3.1. Ispitivani bolesnici  

Za izradu doktorske disertacije korišćen je biopsijski materijal bolesnika sa RMS 

koji su dijagnostikovani na Institutu za patologiju Medicinskog fakulteta, Univerziteta u 

Beogradu, u periodu od 1994-2014 godine. Naša studija je uključila ukupno 67 slučajeva 

RMS. 

U ispitivanoj grupi bolesnika svi kliničko-morfološki parametri su analizirani iz 

uputnice za patohistološku analizu. Analizirani su sledeći kliničko-morfološki podaci: pol, 

starost, lokalizacija i veličina tumora, histološki tip i gradus, zahvaćenost regionalnih 

limfnih nodusa i postojanje metastatske bolesti. Prema starosnoj dobi, a u odnosu na 

prognostički značaj, ispitivani pacijenti su  podeljni u 2 grupe: ≤18 i >18 godina starosti. 

Posmatrano je ukupno preživljavanje pacijenata sa RMS na petogodišnjem nivou. 

 Histopatološka dijagnoza i histološki tip tumora su određeni u skladu sa 

Klasifikacijom meko-tkivnih i koštanih tumora SZO iz 2013 godine (40). Za postavljanje 

dijagnoze korišćena su primarna antitela: anti-dezmin, anti- vimentin, anti-miogenin, anti 

AE1/AE3. 

 

3.2. Metode 

3.2.1. Histološka obrada uzoraka rabdomiosarkoma 

Po uzimanju biopsije tumora, uzorci su fiksirani 12-24h u 4% puferovanom 

formalinu, zatim ispirani vodom i dalje dehidrirani u alkoholima rastuće koncentracije (od 

70% do apsolutnog alkohola, tokom 24h), da bi zatim bili lipofilizovani u ksilolu i dalje 

kalupljeni u parafin. Dobijeni parafinski blokovi su sečeni standardnim mikrotomom na 

isečke debljine 3-5μm. Preseci su dalje bojeni hematoksilin-eozinom (HE) (Tabela 5).   

 

Tabela 5. Shematski prikaz recepture za hematoksilin-eozin bojenje 

1. I ksilol ............................................................................................ 5 minuta 

2. II ksilol ........................................................................................... 5 minuta 

3. 100% alkohol.................................................................................. 3 minuta 

4. 100% alkohol ................................................................................  3 minuta 
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5. 96% alkohol ..................................................................................  3 minuta 

6. 70% alkohol ..................................................................................  3 minuta 

7. dobro isprati destilovanom vodom 

8. Mayer-ov hematoksilin ...................................................................  5 minuta 

9. dobro isprati destilovanom vodom 

10.  amonijačna voda ...........................................................................  uroniti 10 puta 

11.  dobro isprati destilovanom vodom 

12. Eosin (1% vodeni rastvor) ..............................................................  10-15 minuta 

13. isprati dobro tekućom vodom 

14. 70%alkohol ..................................................................................  2 minuta 

15. 96%alkohol ...................................................................... -. ..........  2 minuta 

16. 100%alkohol ............................................................................ .\... 3 minuta 

17. 100%alkohol ................................................................................  3 minuta 

18. I ksilol ..........................................................................................  5 minuta 

19. II ksilol .........................................................................................  5 minuta 

20. III ksilol ........................................................................................  5 minuta 

Obrisati pločicu i montirati Canada balsam-om (60g u lOOmL ksilola) il i DPX-om. 

 

3.2.2. Konstruisanje tkivnog mikroniza 

Po učinjenom pregledu svih pripadajućih pločica za svaki pojedinačni slučaj, 

selektovana je jedna reprezentativna HE obojena pločica. Pošto su izdvojene 

reprezentativne pločice u narednom aktu su obeležavane markerom zone od interesa na 

pločici, uz upotrebu mikroskopa (Olympus BX41).  

Po odabiru i markiranju pločice, a s obzirom da su pločice numerisane na identičan 

način kao i odgovarajući parafinski kalupi (jedan kalup=jedan broj) iz arhive je odvajan 

odgovarajući parafinski kalup („kalup donor“). Pošto su upareni odgovarajući donorski 

kalup i već markirana pločica, zone od interesa su prenete sa pločice na odgovarajući kalup. 

Instrumentom (šuplja igla prečnika 1.2mm) su uzeta 3 cilindra tkiva iz predhodno 

obeleženih kalupa donora i preneta u prethodno označena i kodirana mesta unutar kalupa 
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recipijenta. U recipijentni kalup su uvršćene i spoljašnje pozitivne kontrole, unete na isti 

način. 

Recipijentni kalup se, nakon unošenja poslednjeg tkivnog cilindra, stavlja u 

odgovarajuću metalnu modlu, polaže u laboratorijsku pećnicu na 60 Celsius stepeni, i 

inkubira 50 minuta. Po  vađenju iz pećnice, kalupi se prenose na ledenu podlogu i 

ostavljaju da leže 15 minuta. Napravljena su 3 recipijentna parafinska kalupa sa 6 redova i 

13 kolona cilindara (66 inkorporiranih tkivnih cilindara), sa 5 kontrolnih tkiva u 12 i 13  

koloni. 

S obzirom da tokom izrade TMA može doći do osipanja i trošenja tkiva, svi 

slučajevi od kojih je prisutan minimalno jedan tkivni cilindar, na svim ispitivanim 

presecima, su uključeni u istraživanje. 

3.2.3. Imunohistohemijske metode 

Imunohistohemijska obrada je obavljena u Laboratoriji za imunohistohemiju i 

histohemiju Instituta za patologiju Medicinskog fakulteta u Beogradu. Imunohistohemijska 

tehnika u formalinu fiksiranih i u parafinu ukalupljenih uzoraka predstavlja višestepenu 

proceduru koja obuhvata sledeće postupke: 

- deparafinizacija, 

- proteolitička digestija 

- blokiranje endogene peroksidaze 

- imunohistohemijsko bojenje primenom streptavidin-biotin tehnike. 

Preseci debljine 3-4μm, dobijeni sečenjem parafinskih kalupa su, nakon sušenja od 16h na 

560C deparafinisani po sledećoj proceduri: 

I ksilol.......................................................................   5-7 minuta, ocediti 

II ksilol......................................................................   5-7 minuta, ocediti 

100% alkohol.............................................................  3 minuta, ocediti 

100% alkohol.............................................................  3 minuta, ocediti 

96% alkohol...............................................................  3 minuta, ocediti 

96% alkohol...............................................................  3 minuta, ocediti 

destilovana/dejonizovana voda..................................  30 sekundi  
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Proteolotička digestija (demaskiranje antigena): 

Deparafinisani preseci se prenose u plastičnu kivetu sa oko 250 ml radnog rastvora 

citratnog pufera (10mmol/L, pH 6.0) i kuvaju se u mikrotalasnoj pećnici 2x5 minuta na 

maksimalnoj temperaturi, a zatim se hlade u citratnom puferu 30 minuta na sobnoj 

temperaturi. Na kraju su isprani destilovanom vodom dva puta po 30 sekundi. 

 

Blokiranje endogene peroksidaze: 

Preparati se potope 5 minuta u 3% vodonik-peroksid (rastvoren u destilovanoj 

vodi), zatim isperu deastilovanom vodom i preliju fosfatnim puferom (PBS-phosphate-

buffered saline, 0,02 mol/L, pH 7,0) 3x2 minuta. 

 

Imunohistohemijsko bojenje primenom streptavidin-biotin tehnike 

Za imunohistohemijsko bojenje korišćen je komercijalni kit (Labelled streptavidin-

biotin-LSAB+ metoda, DAKO, Danska). Bojenje se odvija po sledećoj proceduri, koja je 

navedena u instrukcijama proizvođača: 

 

FAZA I (primarno antitelo razblaženo po upustvu proizvođača): 

          1.  odliti višak pufera, obrisati pažljivo oko isečka, 

          2.  pokriti isečak sa minimalnom količinom (20-30μl) primarnog antitela, 

          3.  inkubacija 30 minuta na sobnoj temperaturi, 

          4.  pažljivo isprati PBS iz špric-boce, 

          5.  preliti svežim puferom. 

 

FAZA II (biotinilizovano vezno antitelo) 

           1.       odliti višak pufera, obrisati pažljivo oko isečka, 

           2.      pokriti isečak sa minimalnom količinom (20-30μl) LINK antitela, 

           3.      inkubacija 30 minuta 

           4.       pažljivo isprati PBS iz špric-boce, 

           5.       preliti svežim puferom. 
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FAZA III  (streptavidin-peroksidaza): 

            1.       odliti višak pufera, obrisati pažljivo oko isečka,  

            2.      pokriti isečak sa minimalnom količinom (20-30μl) streptavidin- peroksidaze, 

            3.      inkubacija 30 minuta 

            4.      pažljivo isprati PBS iz špric-boce, 

            5.      preliti svežim puferom. 

 

FAZA IV  (supstrat hromogen): 

            1.         odliti višak pufera, obrisati pažljivo oko isečka,  

            2.      pokriti isečak sa minimalnom količinom (20-30μl) 

    hromogenadiaminobenzidina (DAB), 

            3.      inkubacija 10 minuta 

            4.      ispiranje destilovanom vodom, 

 

FAZA IV  (kontrastiranje): 

            1. Mayer-ov hematoksilin 5 do 10 minuta, 

            2. pažljivo isprati destilovanom vodom, 

            3. uroniti 10 puta u kivetu sa 0,037 mol/L amonijačne vode, 

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

Pokriti vodenim medijumom. 

Mesta specifičnog vezivanje antitela su smeđe boje, dok hematoksilin, nespecifično 

vezan za jedra svih ćelija, boji ih plavo. 

Imunohistohemijska procedura je korišćena za sledeća antitela, u odgovarajućim 

razblaženjima: 

Ciklin A (H-432, Santa Cruz Biotechnology, USA), 1:200,  

Ciklin D1 (RM-9104-S, Klon SP4, Lab Vision Corporation, UK), 1:100, 

            Survivin  (Pab, Neomarkers-Freemont, California,USA), 1:75 

            P16         (JC8, Santa Cruz Biotechnology, USA), 1:300, preko noći 

P57         (C-20, Santa Cruz Biotechnology, USA), 1:600 

Nestin    (SP10,  Abcam Inc, USA). 1:100 
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Za svako primenjeno antitelo je postojala pozitivna kontrola.  Imunohistohemijsko 

bojenje je analizirano na svetlosnom mikroskopu (Bx50F4, Olimpus Optical, Japan). 

Imunohistohemijsko bojenje RMS ocenjivano je semikvantitativno po sledećem principu: 

odsutno bojenje u svim ćelijama -, manje od 10% pozitivnih ćelija + (fokalna ekspresija), 

10-50% pozitivnih ćelija ++ (umerena ekspresija) i preko 50% +++ (difuzna ekspresija) za 

antitela koja daju citoplazmatsko bojenje. Za antitela koja boje jedra ekspresija se ocenjuje i 

kvantitativno na sledeći način: broje se sve ćelije sa jedarnim bojenjem (bez obzira na 

intenzitet bojenja), na ukupno 300 izbrojanih tumorskih ćelija na polju velikog uveličanja 

(x400). 

 

3.2.4. Genetske analize 

Za analizu metilacionog statusa p16 gena korišćene su sledeće metode molekularne 

genetike: 

 

-  izolacija DNK iz isečaka tkiva RMS i limfocita periferne krvi zdravih osoba;  

-  in vitro metilacija DNK izolovane iz limfocita periferne krvi zdravih osoba;  

-  bisulfitna modifikacija izolovane DNK;  

-  bioinformatička analiza prajmera specifičnih za metilovani alel; 

-  analiza metilacionog statusa promotora gena p16, metodom lančane reakcije 

polimeraze specifične za umnožavanje metilovanog alela, MSP, (eng. Methylation 

specific PCR); 

-  provera rezultata lančane reakcije polimeraze (eng. Polymerase Chain Reaction, 

PCR) elektroforezom na agaroznom gelu; 

 

 Izolacija DNK iz parafinskih isečaka tkiva: 

 

-  svakom uzorku je dodato po 1 ml ksilola, kako bi se uklonio parafin, pa je lagano 

mućkano ručno 30 minuta, centrifugirano 5 min/15300 g, nakon čega je pažljivo 

uklonjen kslilol nastavkom; 
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-  postupak sa dodavanjem ksilola je ponovljen, nakon mućkanja 15 min i 

centrifugiranja 5 min/17900 g ksilol je uklonjen; 

-  dodato je po 500 μl apsolutnog etanola, lagano mućkano 5 min, centrifugirano 5 

min/17900 g, nakon čega je etanol, pažljivo, uklonjen 

-  postupak sa dodavanjem apsolutnog etanola je ponovljen; 

-  nakon centrifugiranja 5 min/17900 g, etanol je pažljivo uklonjen 

-  isečci tkiva su osušeni u otvorenim epruvetama pored plamenika,  

-  u svaki uzorak je dodato po 500 μl digestionog pufera koji u finalnoj koncentraciji 

sadrži 25 mM EDTA, pH 8,0; 100 mM NaCl; 10 mM Tris-HCl, pH 8,0; 0,5 % SDS 

i 100 μg (19, 6 mg/ml) proteinaze K (MBI, Fermentas, Litvanija); 

-  uzorci su inkubirani preko noći na temperaturi 50-55°C, uz povremeno mućkanje. 

Veći komadi tkiva su zahtevali duže vreme inkubacije (do dva dana), i dodatne 

količine digestionog pufera i proteinaze K; 

-  u svaki uzorak (500 μl) je dodata ista količina smeše koja sadrži fenol/hloroform 

/izoamil-alkohol (F/H/I) u odnosu 25:24:1, nakon čega je mućkano ručno 10 min, 

uzorci su zatim centrifugirani 5 min/10600g, pa je izdvojena vodena faza nastavkom 

sa odsečenim vrhom, i prebačena u novu epruvetu 

-  postupak sa fenolom je ponovljen još 1-2 x; 

-  vodenoj fazi je dodata ista zapremina smeše H/I (24:1), nakon čega je mućkano 

ručno 10 min i centrifugiramo 5 min/10600 g; 

-  vodena faza je izdvojena u novu epruvetu; 

-  svakom uzorku u vodenoj fazi je dodato po 1/2 zapremine 7.5M amonijum acetata 

(Serva 39751, Nemačka) i 2 zapremine izopropil-alkohola, nakon čega su uzorci 

ostavljeni na -20°C da se DNK taloži preko noći; 

-  uzorci su centrifugirani 20 min/12000g/4°C, odliven je supernatant i dodato je 1/2 

zapremine hladnog 70 % etanola; 

-  uzorci su centrifugirani 15 min/12000g/4°C, odliven je supernatant, epruvete su 

ostavljene otvorene pored plamenika 15-30 min. dok sav etanol ne upari; 

-  DNK je rastvorena u odgovarajućoj zapremini (50-100 μl) ddH2O, nakon čega je 

odložena na 4°C. 
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 Izolacija DNK iz limfocita periferne krvi 

-  Nakon fenolske ekstrakcije molekula DNK iz taloga limfocita periferne krvi, 

prethodno dobijenog prema protokolu koji je opisao (Boyum,1968), vodenoj fazi je 

dodata 1/10 zapremine 3 M natrijum acetata, pH 5,2 i 2 zapremine hladnog 

apsolutnog etanola, nakon čega je, uz ručno mućkanje, došlo do precipitacije 

molekula DNK u vidu končića; 

-  makroskopski vidljivi končići molekula DNK su zatim namotani na staklenu 

Pasterovu pipetu, zatopljenog i zakrivljenog vrha; 

-  DNK je isprana uranjanjem Pasterove pipete u 70 % etanol, a zatim je sušena na 

vazduhu 15 min, rastvorena u 100-200 μl ddH2O i odložena na 4°C. 

 

Merenje koncentracije izolovane DNK 

Koncentracije rastvorene DNK merene su na aparatu Biospek-nano (Shimadzu 

corporation, Japan) prema uputstvu proizvođača. 

 

In vitro metilacija molekula DNK izolovanih iz limfocita periferne krvi 

U cilju dobijanja kontrolne DNK, koja bi bila metilovana na svim CpG pozicijama, 

DNK izolovana iz limfocita periferne krvi zdrave osobe tretirana je enzimom CpG 

metiltransferazom M.SssI (New England Biolabs M0226M). Metilovanje molekula DNK je 

izvedeno prema protokolu proizvođača. 

 

Bisulfitna modifikacija izolovane DNK 

Bisulfitna modifikacija je postupak kojom se konzervira metilacioni status molekula 

DNK. Tretiranje molekula DNK natrijum-bisulfitom dovodi do konverzije nemetilovanih 

citozina u uracil, dok metilovani citozini ne podležu takvoj promeni. Ceo postupak je 

izveden prema protokolu Hermana i sar (203), uz manje izmene u pojedinim koracima 

(204). 

-  2 μg molekula DNK u zapremini od 50 μl je denaturisano dodavanjem 3 M NaOH 

(fin. 0,3 M) i inkubirano 30 min/42°C; 
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-  prethodno denaturisanoj DNK dodato je 550 μl sveže pripremljenog rastvora 

natrijum bisulfita (5,20-5,69 M HSO-3; pošto je komercijalno dostupni natrijum 

bisulfit mešavina natrijum bisulfita i metabisulfita, procenjuje se da je finalna 

koncentracija HSO-3 u napravljenom rastvoru 5,20- 5,69 M), pH 5,0, sa 10 mM 

hidrohinonom, nakon čega je usledila inkubacija 18h/55°C.  

 

Rastvori za bisulfitnu modifikaciju DNK: 

-  0,2 M hidrohinon (1 ml) 

-  0,22 g hidrohinona (Sigma H – 9003, SAD) je rastvoreno u 1 ml ddH2O 

-  NaHCO3 pH 5,0 (10 ml) 

-  5,41 g NaNSO3 (Sigma S-8890, SAD) je rastvoreno u 8 ml ddH2O i dodavanjem 

10 M NaOH, pH vrednost je podešena na 5,0. Zatim je bisulfitnom rastvoru dodato 

500 μl sveže pripremljenog rastvora hidrohinona. Nakon kompletnog rastvaranja 

NaHSO3, dodavanjem ddH2O zapremina rastvora je podešena na 10 ml.  

-  nakon bisulfitnog tretmana, modifikovana DNK je prečišćena upotrebom kompleta 

za ekstrakciju DNK (MBI Fermentas K0512, Litvanija). 

Postupak prečišćavanja se zasnivao na sledećem principu: u prisustvu halotropnih 

soli, 6 M rastvora natrijum jodida (u daljem tekstu RV-rastvor za vezivanje), 

molekul DNK se prvo vezuje za specijalno dizajnirane staklene čestice, a zatim se, 

da bi se dobili prečišćeni molekuli DNK, ove soli i zaostale nečistoće uklanjaju 

ispiranjem u odgovarajućem puferu koji sadrži u jednakom odnosu supstance Tris, 

NaCl, EDTA i 95% etanol (RI-rastvor za ispiranje). Nakon ispiranja, molekuli DNK 

se eluiraju sa staklenih čestica pomoću ddH2O ili odgovarajućeg pufera.  

-  nakon bisulfitne modifikacije sadržaj svake epruvete podeljen je na dva jednaka 

dela i dodato je po tri zapremine RV rastvora i odgovarajuća zapremina 

resuspendovane suspenzije silicijum-dioksida koja sadrži staklene čestice za 

vezivanje DNK; 

-  uzorci su inkubirani 5-15 min na 55°C da bi se molekul DNK vezao za čestice 

SiO2-pudera, uz vorteksovanje svaka 2 min kako bi se SiO2-puder održao u 

suspenziji; 
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-  nakon centrifugiranja 5 sekundi/13000 g i odlivanja supernatanta, epruvete su 

centrifugirane još jednom 2-3 sekunde i preostali RV je uklonjen nastavkom; 

-  dodato je po 500 μl hladnog RI, nakon čega je talog resuspendovan nastavkom i 

uzorci su centrifugirani 5 sekundi/13000 g; 

-  nakon odlivanja supernatanta postupak sa RI je ponovljen još 2 x; 

-  nakon poslednjeg ispiranja i odlivanja supernatanta, epruvete sa SiO2-puder 

suspenzijom su centrifugirane još 1 x i preostali RI je uklonjen nastavkom; epruvete 

su ostavljene otvorene 10-15 min na vazduhu da se talog osuši; 

-  DNK je eluirana sa staklenih čestica dodavanjem 40 μl 1 mM Tris-HCl, pH 8,0, 

talog je resuspendovan nastavkom, nakon čega je usledilo inkubiranje 5 min/55°C; 

-  nakon centrifugiranja 30 sekundi/13000 g supernatant je prenesen u novu epruvetu, 

izbegavajući staklene čestice; postupak je ponovljen još 2 x sa istom količinom 1 

mM Tris-HCl, pH 8,0; da bi se uklonile eventualno zaostale staklene čestice, 

epruvete sa eluiranom DNK su centrifugirane 30 sekundi/13000 g i supernatant je 

pažljivo prenet u nove epruvete; 

-  uzorcima je dodata odgovarajuća zapremina sveže pripremljenog 3 MNaOH (fin. 

0,3 M) i uzorci su stavljeni na inkubaciju 20 minuta na temperaturi od 37°C; 

-  desulfonovanoj DNK je dodato 1/2 zapremine 7,5 M amonijum acetata Serva, 

Nemačka), pH 7,0, 2,5 zapremine hladnog apsolutnog etanola i 1 μg tRNK (tRNK 

kvasca, 1 mg/μl, Gibko BRL, SAD) kao nosača, nakon čega je usledilo taloženje na 

-20°C preko noći; 

-  nakon centrifugiranja od 20 min/13000 g/4°C, dekantovan je supernatant i dodata je 

1/2 zapremine 70 % etanola; 

-  nakon centrifugiranja 10 min/13000 g/4°C, dekantovan je supernatant i epruvete su 

ostavljene otvorene 15-30 min dok sav etanol nije upario; 

-  DNK je rastvorena u 40 μl 1 mM Tris-HCl, pH 8,0 i odložena na -20°C. 

 

Ovako modifikovana i prečišćena DNK je predstavljala uzorak za amplifikaciju 

MSP tehnikom.  
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Analiza metilacionog statusa promotora gena metodom MSP 

Metilacioni status promotora gena p16 ispitivan je metodom MSP. Metoda se 

zasniva na upotrebi dva para prajmera; jedan par umnožava nemetilovani, dok je drugi par 

specifičan za metilovani alel. Metoda je osetljiva i može da detektuje jedan metilovani alel 

u prisustvu hiljadu nemetilovanih. U Tabeli 6 nalaze se sekvence prajmera korišćenih u 

ovoj studiji. 

 Prilikom izvođenja lančane reakcije polimeraze korišćen je Hot start protokol. On 

podrazumeva korišćenje DNK polimeraze, koja je hemijski modifikovana, tako da je 

neaktivna na sobnoj temperaturi. Enzim se aktivira tokom faze inicijalne denaturacije 

(95°S/10 minuta). Benefiti korišćenja ovog protokola ogledaju se u smanjenju nespecifičnih 

amplifikacija (Paul i sar., 2010).  

MSP reakcija je izvođena u finalnom volumenu od 25 μl, pri čemu je reakciona 

smeša pripremljena na sledeći način: 

1. 1 h pufer (16,6 mM amonijum-sulfat/6,7 mM Tris, pH 8,8/6,7 mM    MgCl2/10 mM 

2-merkaptoetanol) 

2. dinukleotid-tri-fosfati (1,25 mM svaki) 

3. prajmeri u finalnoj koncentraciji od 0,6 μM 

4. DMSO u finalnoj koncentraciji od 5 % 

5. GSA u finalnoj koncentraciji od 0,4 mg/ml 

6. 1 jedinica HotStart Tak polimeraze (Quiagen, SAD). 

7. 2,5 μl uzorka 

 

Tabela 6. Receptura za pripremu 100ml 2% agaroznog gela. 

Sastojak 10HTBЕ* Agaroza Etidijum-bromid Dest. voda  

Količina 10 ml 2 g 5 μl 90 ml 

* 10 x HTBE pufer, pH 8,3 (108 g Trisс, 55 g H3BO3, 40 ml 0,5 M EDTA, pH 8,0, dH2O do 1000 

ml). 
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Provera specifičnosti lančane reakcije polimeraze elektroforezom u agaroznom gelu 

Provera specifičnosti lančane reakcije polimeraze urađena je elektroforezom u 2 % 

agaroznom, odnosno 6 % poliakrilamidnom gelu, bojenih etidijum-bromidom (Tabela 7). 

 

Tabela 7. Sekvence prajmera koji su korišćeni u studiji 

Parovi 
prajmera 

Prajmerske sekvence 
(5’-3’) 

TX 
(ooC) 

Dužina 
ampl. (bp) 

Ref. 

p16 n 
С TTATTAGAGGGTGGGGTGGATTGT 

А CAACCCCAAACCACAACCATAA 
60.0 151 (203) 

p16 m 
С TTATTAGAGGGTGGGGCGGATCGC 

А GACCCCGAACCGCGACCGTAA 
65.0 150 (203) 

m- prajmerski par specifičan za metilovani alel; n- prajmerski par specifičan za nemetilovani alel; 

S- sens; A-antisens; Tx- temperatura hibridizacije; bp- bazni par. 
 

3.2.5. Statistička obrada podataka 

U ovoj studiji korišćeni su deskriptivni i analitički statistički metodi. Od 

deskriptivnih, korišćeni su: 

- apsolutni i relativni brojevi (n,%) 

- mere centralne tendencije (aritmetička sredina, medijana) 

- mere disperzije (standardna devijacija, interkvartilni raspon) 

Od analitičkih statističkih metoda korišćeni su testovi razlike i analiza 

preživljavanja. 

Od testova razlike korišćeni su neparametarski (hi-kvadrat test, Mann-Whitney U 

test, Kruskal-Wallis test).  

Za analizu preživljavanja korišćena je:  

- Kaplan-Meierova kriva preživljavanja sa Log Rank testom 

- Cox regresiona analiza je rađena kao univarijantna (za ispitivanje uticaja pojedinačnih 

prediktora na preživljavanje) i multivarijantna (ispitivanje zajedničkog uticaja više 

prediktora na preživljavanje). 

Rezultati su prikazani tabelarno i grafički. P vrednost manja od 0,05 je korišćena 

kao vrednost za odbacivanje nulte hipoteze. 

Svi podaci su obrađeni u SPSS 20.0 (IBM korporacija) softverskom paketu.  
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Za izradu doktorske disertacije korišćen je biopsijski materijal 67 pacijenata sa 

RMS, koji su dijagnostikovani na Institutu za patologiju Medicinskog fakulteta u Beogradu 

u periodu od 1994-2014 godine. Kliničko-patološki parametri pacijenata kod kojih je 

dijagnostikovan RMS su prikazani u Tabeli 1. 

4.1. Distribucija bolesnika prema polu i starosti  

U odnosu na pol bilo je zastupljeno 46 (68,7%) osoba muškog i 21 (31,3%) osoba 

ženskog pola (Tabela 8). Prosečna starost pacijenata je bila 35 godina (35,2±26,2). Naš 

najmlađi ispitanik je imao 0,8, a najstariji 77 godina. U odnosu na starosnu granicu bilo je 

35,8% ispitanika mlađih od 18 godina i 64,2% pacijenata starijih od 18 godina (Tabela 8).   

4.2. Distribucija bolesnika prema lokalizaciji tumora 

RMS je bio najčešće lokalizovan u predelu ekstremiteta, i to kod 46 (68,7%) 

pacijenata. Trup i retroperitonealni prostor su bile znatno ređe lokalizacije (17,9%; 13,4% 

redom) ovog tumora u našem ispitivanju (Tabela 8).  

4.3. Distribucija bolesnika prema histološkom tipu i gradusu tumora 

Ispitivani slučajevi RMS su pokazivali približno ravnomernu distribucija u odnosu 

na histološki tip. Pleomorfni i alveolarni RMS bili su zastupljeni kod 35,8% odnosno 

34,3% pacijenata, dok je embrionalni bio dijagnostikovan kod 29,9% ispitanika. 

U odnosu na gradus, RMS visokog stepena maligniteta je znatno češće bio 

dijagnostikovan (68,7%), dok su tumori niskog stepena maligniteta činili svega 31,3% 

obolelih. 

4.4. Distribucija bolesnika prema veličini tumora (T), zahvaćenosti limfnih čvorova (N) i 

prisustvu udaljenih metastaza (M) 

Svi ispitivani slučajevi RMS su u odnosu na veličinu tumora podeljeni u dve grupe: 

tumori veličine do/i 5cm i tumori veličine preko 5cm. U skoro 60%  slučajeva su bili 

zastupljeni tumori veći od 5cm.  
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Kod 62,7% pacijenata  nisu bili zahvaćeni regionalni limfni čvorovi (N0), a kod 

52,2% slučajeva nije bili prisustvo udaljenih metastaza (Mo). 

 

Tabela 8. Kliničko-patološke karakteristike pacijenata sa RMS 

 n % 

Pol 
Muški            46               68,7% 

Ženski           21               31,3% 

Starost                                           ≤18                                          24                           35,8% 
  >18           43                64,2% 

Lokalizacija 

  Ekstremiteti 

  Trup 
  Retroperitoneum 

46 

           12 
             9 

68,7% 

              17,9% 
13,4% 

Veličina 
≤5 27 40,3% 

>5 40 59,7% 

Regionalni limfni nodus 
N0 42 62,7% 

N1 25 37,3% 

Metastaze 
Mo 35 52,2% 

M1 32 47,8% 

Histološki tip 

Alveolarni 23 34,3% 

Embrionalni 20 29,9% 

Pleomorfni 24 35,8% 

Gradus 
Niski 21 31,3% 

Visoki 46 68,7% 

Ishod bolesti Živi 35 52,2% 
 Umrli 32 47,8% 

 n(%)- broj pacijenata 

 

4.5. Ishod bolesti  

Nešto više od polovine ispitanika, 35/67 (52,2%), kod kojih je dijagnostikovan 

RMS, na kraju ispitivanja je bilo živo (Tabela 9). Odnos kliničko-patoloških parametara i 

ishoda bolesti je prikazan u tabeli 9. Statistički značajnim su se pokazali starost pacijenata, 

veličina tumora, zahvaćenost regionalnih limfnih čvorova, prisustvo udaljenih metastaza, 

histološki tip i gradus tumora. Pacijenti stariji od 18 godina su češće imali letalan ishod u 

odosu na mlađe od 18 godina (p<0.001). Povoljan ishod bolesti je bio kod pacijenata sa 

tumorom manjim od 5cm, dok je kod umrlih pacijenata u 96,9% slučajeva bio veći od 5cm 

(p<0.001). Pacijenti sa prisustvom regionalnih (p<0.0019 i udaljenih metastaza (p=0.001) 
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su imali veći smrtni ishod. Pleomorfni RMS i ARMS su najčešći histološki tipovi kod 

umrlih pacijenata, dok je kod živih najčešće dijagnostikovan ERMS (p<0.001). Kao i kod 

drugih maligniteta i kod RMS u ovoj studiji, visoki gradus je dominirao kod  pacijenata sa 

smrtinim ishodom (p<0.001) (Tabela 9). 

Tabela 9. Ishod bolesti u odnosu na kliničko-patološke parametre RMS 

 

Smrtni ishod 

p-vrednost ne da 

n % n % 

Pol 
Muški 

Ženski 

23 

12 

65.7% 

34.3% 

23 

9 

71.9% 

28.1% 

X2=0.295 

p=0.587 

Starost 
<18 

18+ 

22 

13 

62.9% 

37.1% 

2 

30 

6.2% 

93.8% 

X2=23.300 

p<0.001* 

Lokalizacija 

 Ekstremiteti 

Trup 

Retroperitoneum 

24 

7 

4 

68.6% 

20.0% 

11.4% 

22 

5 

5 

68.8% 

15.6% 

15.6% 

X2=0.398 

p=0.810 

Veličina 
≤5 

>5 

26 

9 

74.3% 

25.7% 

1 

31 

3.1% 

96.9% 

X2=35.186 

p<0.001* 

Regionalni 
limfni nodus 

 N0 
N1 

31 
4 

88.6% 
11.4% 

11 
21 

34.4% 
65.6% 

X2=20.992 
p<0.001* 

Metastaze 
M0 

M1 

25 

10 

71.4% 

28.6% 

10 

22 

31.2% 

68.8% 

X2=10.816 

p=0.001* 

Histološki 

tip 

Alveolarni 

Embrionalni 
Pleomorfni 

9 

19 
7 

25.7% 

54.3% 
20.0% 

14 

1 
17 

43.8% 

3.1% 
53.1% 

X2=21.362 

p<0.001* 

Gradus 
Niski 

 Visoki 

20 

15 

57.1% 

42.9% 

1 

31 

3.1% 

96.9% 

X2=22.667 

p<0.001* 

    n(%)- broj pacijenata; *statistički značajna razlika 

 

 

4.6. Ukupno preživljavanje obolelih od rabdomiosarkoma 

U ovoj studiji je praćeno ukupno preživljavanje pacijenata u trajanju od 60 meseci 

od postavljanja dijagnoze RMS. Najkraće vreme praćenja je iznosilo 8 a najduže 60 meseci. 

Obzirom da je preživljavanje takvo da je ukupno preživljavanje 52,2%, medijanu nije 

moguće izračunati, a prosečno preživljavanje iznosilo je 47,21 meseca sa standardnom 
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greškom 2,19 i intervalom poverenja od 42,92 do 51,50 meseci. Period praćenja je podeljen 

na vremenske intervale od po 12 meseci (Tabela 10). 

 

Tabela 10. Ukupno preživljavanje pacijenata u odnosu na kliničko-patološke parametre 

  Preživljavanje (%) 
#p-

vrednost 

 Meseci 12 24 36 48 60 / 

Ukupno  92.5 85.1 73,1 62.7 52,2 / 

Pol 
Muški 89,1 80,4 67,4 56,5 50,0 X2=0,771 

p=0.380 Ženski 100 95,2 85,7 76,2 57,1 

Starost 
≤18 100 100 100 95,8 91,7 X2=21,831 

p< 0.001* >18 88,4 76,7 58,1 44,2 30,2 

Lokalizacija 

Ekstremiteti 89,1 78,3 67,4 60,9 52,2 
X2=0,390 

p=0, 823 Trup 100 100 83,3 75,0 58,3 

Retroperitoneum 100 100 88,9 55,6 44,4  

Veličina 
≤5 100 100 100 100 96,3 X2=34,696 

p< 0.001* >5  87,5 75,0 55,0 37,5 22,5 

Regionalni 
limfni 

nodusi 

N0 100 97,6 85,7 85,7 73,8 X2=30,154 
p< 0.001* N1 80,0 64,0 52,0 24,0 16,0 

Metastaze 
M0 100 100 91,4 80,0 71,4 X2=13,314 

p< 0.001* M1 84,4 68,8 53,1 43,8 31,3 

Histološki 

tip 

Alveolarni 87,0 78,3 65,2 52,2 39,1 
X2=18,632 

p< 0.001* 
Embrionalni 100 100 100 95,0 95,0 

Pleomorfni 91,7 79,2 58,3 45,8 29,2 

Gradus 
Niski 100 100 100 95,2 95,2 X2=19,769 

p< 0.001* Visoki 89,1 78,3 60,9 47,8 32,6 

*statistički značajna razlika; #Long-rank test 

Stopa ukupnog preživljavanja se kretala od 92,5% posle 12 meseci, 73,1 % posle 36 

da bi na kraju perioda praćenja od 60 meseci iznosila 52,2%. (Tabela 10, Grafikon 1).  
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Grafikon 1. Ukupno preživljavanje pacijenata sa RMS 

                         

Grafikon 2. Ukupno preživljavanje pacijenata sa RMS u odnosu na starosne grupe 

pacijenata sa RMS     
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4.7. Uticaj kliničko-patoloških parametara na ukupno preživljavanje pacijenata 

sa rabdomiosarkomom 
 

Ukupno preživljavanje u odnosu na pol je bilo duže kod žena, ali razlika nije bila 

statistički značajna (p=0.380).  

Stope ukupnog preživljavanja su upadljivo niže kod bolesnika starijih od 18 godina 

(u trenutku postavljanja dijagnoze), (p< 0.001) (Tabela 10). Stope ukupnog preživljavanja 

za 12, 36- i 60 meseci za ≤18 godina su bile: 100%, 100% i 91,7%, a za starije od 18 

godina: 88,4%, 58,1% i 30,2% (Grafikon 2). 

Razlika u ukupnom preživljavanju između bolesnika sa različitom primarnom 

lokalizacijom tumora nije bila statistički značajna (p=0, 823) (Tabela 10). Pacijenti kod 

kojih je tumor bio lokalizovan u predelu trupa imali su najduže petogodišnje preživljavanje 

i iznosilo je 58,3%, dok je najkraće bilo kod pacijenata sa tumorom lokalizovanim u 

retroperitonealnom prostoru (44,4%) (Grafikon 3). 

 
Grafikon . Ukupno preživljavanje pacijenata sa RMS u odnosu na lokalizaciju tumora. 
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Veličina tumora se pokazala statistički značajnom u ovoj studiji (p< 0.001) (Tabela 

10). Pacijenti sa tumorom dimenzija ≤5cm imali su bolje preživljavanje u odnosu na 

pacijente sa tumorom >5cm. Posle pet godina praćenja čak 96,3% pacijenata sa RMS 

veličine ≤5cm bilo je živo, dok je kod pacijenata sa tumorom dimenzija  >5cm 

preživljavanje iznosilo svega 22,5% (Grafikon 4). 

 

Grafikon 4. Ukupno preživljavanje pacijenata sa RMS u odnosu na veličinu tumora. 

 

          
 
 

 
U tabeli 10 su prikazani i rezultati preživljavanja pacijenata sa različitim 

histološkim tipom tumora. Ova korelacija je pokazala statističku značajnost (p< 0.001). 

Najduže preživljavanje bilo je kod ispitanika sa ERMS, i za 12, 36 i 60 meseci iznosilo je: 

100%, 100% i 95%. Kod pacijenata sa ARMS stope ukupnog preživljavanja za isti period 

bile su: 87%, 65,2% i 39,1%, a za pacijente sa pleomorfnim RMS 91,7%, 58,3% i 29,2% 

(Grafikon 5). 

 
 



59 

 

Grafikon 5. Ukupno preživljavanje pacijenata sa RMS u odnosu na histološki tip. 
 

 

                          

Grafikon 6. Ukupno preživljavanje pacijenata sa RMS u odnosu na gradus tumora.           

    

            

                         



60 

 

Gradus tumora se takođe pokazao kao relevantan faktor u odnosu na dužinu 

ukupnog preživljavanja. Pacijenti sa RMS niskog stepena maligniteta su imali duže 

preživljavanje u odnosu na obolele sa visokogradusnim RMS, (p< 0.001) (Tabela 10, 

Grafikon 6). 

Dužina ukupnog preživljavanja zavisila je i od prisustva  regionalnih (N), (p< 

0.001),   i udaljenih metastaza (M) (p< 0.001). Pacijenti bez regionalnih metastaza (N0) 

imali su stopu preživljavanja 73,8% nakon petogodišnjeg perioda praćenja, a pacijenti bez 

udaljenih metastaza (M0) 71,4% za isti period (Tabele 10, Grafikon 7 i 8). 

 
 

Grafikon 7. Ukupno preživljavanje pacijenata sa RMS u odnosu na zahvaćenost regionalnih 
limfnih čvorova. 
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Grafikon 8. Ukupno preživljavanje pacijenata sa RMS u odnosu na postojanje udaljenih 
metastaza. 
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4.8. Imunohistohemijska ekspresija Ciklina A  

Ciklin A je u tumorskim ćelijama RMS pokazivao jedarnu ekspresiju (Slika 14 i 

15). Obzirom da je ciklin A numerička variabla koja nema “cut off” vrednost, karakteristike 

pacijenata u odnosu na ovaj marker predstavljene su, umesto apsolutnim i relativnim 

brojevima (n,%), merama centralne tendencije i merama disperzije. 

Srednja vrednost imunohistohemijske ekspresije ciklina A u RMS iznosila je 18,82, 

sa standardnom devijacijom od 13,65 i medijanom 17,30.        

 

               

Slika 14. Difuzna ekspresija ciklina A u tumorskim ćelijama, x400 

                           
 

       Slika 15. Fokalna ekspresija ciklina A u tumorskim ćelijama, x400. 
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Evaluacijom ekspresije ciklina A u odnosu na kliničko-patološke parametre 

pacijenata sa RMS, uočena je statistička značajnost samo u odnosu na histolški tip tumora 

(p=0.047) (Tabela 11). Naime, pacijenti sa pleomorfnim tipom imali su veću prosečnu 

vrednost i medijanu ekspresije u odnosu na ARMS i ERMS. Nešto veće prosečne vrednosti 

ekspresije ciklina A (20.37±14.34) su pokazivali pacijenti stariji od 18 godina i tumori 

lokalizovani u predelu trupa (23,75±18,39). Prosečne vrednosti ekspresije ovog markera su 

bile veće i kod pacijenta sa regionalnim i udaljenim metastazama.  

Tabela 11. Ekspresija ciklina A u odnosu na kliničko-patološke parametre RMS. 

 
Cyclin A 

p-

vrednost 
Aritmetička 

sredina 
SD SE Median   

Perc. 

25 

Perc. 

 75 

Pol 
Muški 18.41 13.85 2.04 17.15   8.30 26.70 Z=-0.582 

p=0.561 Ženski 19.72 13.48 2.94 19.00   10.30 28.70 

Starost 
<18 16.04 12.10 2.47 17.00   5.04 23.85 Z=-1.179 

p=0.239 >18 20.37 14.34 2.19 19.00   10.30 30.00 

Lokalizacija 

Ekstremitet 18.89 12.50 1.84 17.42   8.30 28.70 
X2=2.609 
p=0.271 

Trup 23.75 18.39 5.31 18.65   11.00 33.50 

Retroperitoneum 11.89 10.13 3.38 17.00   3.30 19.00 

Veličina 
≤5 18.93 10.51 2.02 17.30   11.00 26.70 Z=-0.320 

p=0.749 >5 18.75 15.54 2.46 17.42   4.64 28.50 

Regionalni 
limfni nodus 

N0 17.50 12.46 1.92 17.15   7.67 27.00 Z=-753 
p=0.451 N1 21.04 15.46 3.09 19.00   10.30 31.30 

Metastaze 
M0 17.97 12.53 2.12 17.30   6.40 30.00 Z=-0.163 

p=0.870 M1 19.76 14.92 2.64 17.32   10.65 26.00 

Histoloski 

tip 

Alveolarni 17.45 15.29 3.19 15.30   7.67 23.30 
X2=6.109 

p=0.047 
Embrionalni 16.87 12.91 2.89 17.15   5.04 27.70 

Pleomorfni 21.77 12.62 2.58 21.00   14.35 29.15 

Gradus 
Niski 
Visoki 

16.59 
19.84 

12.65 
14.10 

2.76 
2.08 

17.00 
18.05 

 
6.40 
10.30 

26.70 
27.00 

Z=-0.778 

p=0.436 
 

 

 

Procenu uticaja ekspresije ciklina A na preživljavanje pacijenata sa RMS, s obzirom 

da se radi o numeričkoj varijabli, nije bilo moguće ispitati Log-rank testom, kao ni grafički 

predstaviti. Zato je  urađena Cox-ova regresiona analiza i utvrđeno je da ekspresija Ciklina 

A nema statističku značajnost u odnosu na preživljavanje pacijenata sa RMS (p=0,246; 

HR=1,015; 95% IP 0,990-1,040). 
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4.9. Imunohistohemijska ekspresija Ciklina D1  

U ćelijama RMS, ciklin D1 je pokazivao jedarnu ekspresiju. S obzirom da je u 

normalnom mišićnom tkivu dokazana fokalna ekspresija ciklina D1, mi smo prisustvo do 

5% pozitivnih ćelija, u analiziranim slučajevima RMS, posmatrali kao  očuvanu ekspresiju, 

dok je ekspresija u preko 5% pozitivnih ćelija ocenjena kao povećana (Slika 16 i 17). 

Očuvana ekspresija ciklina D1 je uočena kod 14 (20,9%) bolesnika sa RMS, dok je kod 53 

(79,1%) pacijenta ocenjena kao visoka, odnosno bila je prisutna u >5% tumorskih ćelija.  

 

                 

             Slika 16. Ekspresija ciklina D1 u ≤5% tumorskih ćelija, x100.  
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            Slika 17.  Ekspresija ciklina D1 u >5% tumorskih ćelija, x100. 

 

Analiza ekspresije ciklina D1 u tumorskim ćelijama RMS u odnosu na kliničko-

patološke parametre prikazana je u tabeli 12. 

Povećana ekspresija ciklina D1 bila je češća kod osoba muškog pola, ali ta razlika 

nije statistički značajna (p=0.751). Takođe, ekspresija ovog markera nije bila statistički 

značajna (p=0.993) ni u odnosu na starosne grupe pacijenata, iako je ocenjena kao 

povećana kod znatno većeg broja pacijenata starijih od 18 godina  

Ekspresija ciklina D1 u odnosu na lokalizaciju RMS, je bila blizu konvencionalnog 

nivoa značajnosti (p=0.059). Tumori lokalizovani u predelu ekstremiteta su češće, (69,8% 

slučajeva), pokazivali povećanu ekspresiju ciklina D1, u odnosu na tumore 

retroperitonealnog prostora i trupa. 
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Nije bilo statistički značajne razlike u učestalosti povećane ekspresije ciklina D1 

između tumora manjih i većih od 5cm (p=0.694), kao ni u odnosu na prisustvo regionalnih 

(p=0.889)  i udaljenih metastaza (p=0.850). 

 

Tabela 12. Ekspresija Ciklina D1 u odnosu na kliničko-patološke parametre RMS. 

 

Cyclin D1 
#p-

vrednost 
≤5 >5 

n % n % 

Pol 
Muski 9 64.3% 37 69.8% X2=0.157 

p=0.751 Ženski 5 35.7% 16 30.2% 

Starost 
≤18 5 35.7% 19 35.8% X2=0.001 

p=0.993 >18 9 64.3% 34 64.2% 

Lokalizacija 

Ekstremiteti 9 64.3% 37 69.8% 
X2=5.559 
p=0.059 

Trup 5 35.7% 7 13.2% 

Retroperitoneum 0 0.0% 9 17.0% 

Veličina 
≤5 5 35.7% 22 41.5% X2=0.155 

p=0.694 >5 9 64.3% 31 58.5% 

Regionalni limfni 

nodus 

N0 9 64.3% 33 62.3% X2=0.019 

p=0.889 N1 5 35.7% 20 37.7% 

Metastaze 
M0 7 50.0% 28 52.8% X2=0.036 

p=0.850 M1 7 50.0% 25 47.2% 

Histološki tip 

Alveolarni 6 42.9% 17 32.1% 
X2=1.602 

p=0.487 
Embrionalni 5 35.7% 15 28.3% 

Pleomorfni 3 21.4% 21 39.6% 

Gradus 
Niski 5 35.7% 16 30.2% X2=0.157 

p=0.751 Visoki 9 64.3% 37 69.8% 

Ishod bolesti 
Živi 8 57.1% 27 50.9% X2=0.171 

p=0.680 Umrli 6 42.9% 26 49.1% 

    n(%)- broj pacijenata; #Long-rank test 

 

U odnosu na histološki tip, prisustvo ekspresije ciklina D1 u >5% tumorskih ćelija 

nije bilo statistički značajno. Najveći broj slučajeva sa pleomorfnim RMS (39.6%), je imao 

povećanu ekspresiju ciklina D1, dok je takva ekspresija kod ERMS i ARMS bila prisutna 

kod skoro istog broja ispitanika.  

Nivo ekspresije ciklina D1 u tumorskom tkivu je bio sličan među pacijentima sa  
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različitim ishodom bolesti i ta razlika nije bila statistički značajna (p=0.680).  

Nije utvrđeno postojanje statistički značajne razlike ni u ukupnom preživljavanju u 

odnosu na stepen ekspresije ciklina D1 (log-rank, p=0,499). Stope ukupnog preživljavanja 

za 12, 36 i 60 meseci su bile 90,6%, 69,8%  i 50,9% za ispitanike sa povećanom 

ekspresijom ciklina D1 i neznatno su se razlikovale od preživljavanja pacijenata sa 

očuvanom ekspresijom (Tabela 13). 

 

   Tabela 13. Ukupno preživljavanje pacijenata sa RMS u odnosu na ekspresiju ciklina D1.        

    Ukupno preživljavanje 

%  

Prosek   SE                           

95% IP 

meseci 12 24 36 48 60  Donji        Gornji 

C
ik

li
n

 

D
1

 

≤5 100 92,9 85,7 71,4 57,1 52,786 3,622 45,687 59,884 

>5 90,6 83,0 69,8 60,4 50,9 45,736 2,593 40,653 50,818 

 

        

       SE- standardna devijacija; IP- interval poverenja         

Grafikon 9. Ukupno preživljavanje pacijenata sa RMS u odnosu na ekspresiju ciklina D1.  
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4.10. Imunohistohemijska ekspresija p57  

U ćelijama RMS, p57 je pokazivao jedarnu ekspresiju. S obzirom da je u 

normalnom mišićnom tkivu prisutna difuzna ekspresija p57, mi smo prisustvo od preko 

25% pozitivnih ćelija u analiziranim slučajevima RMS, posmatrali kao  očuvanu ekspresiju, 

dok je ekspresija u manje od 25% pozitivnih ćelija ocenjena kao patološka (smanjena) 

(Slika 18 i 19). Na osnovu postavljenih parametara, kod 50 (74,6%) pacijenata ekspresija 

p57 bila je smanjena (<25% pozitivnih tumorskih ćelija),  dok je kod 17 (25,4%) pacijenata 

ocenjena kao očuvana (≥25% pozitivnih tumorskih ćelija).   

            

            Slika 18. Ekspresija p57 u <25% tumorskih ćelija, x100. 

 

            Slika 19.  Ekspresija p57 u  ≥25% tumorskih ćelija, x200. 
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Analiza ekspresije p57 u tumorskim ćelijama RMS u odnosu na kliničko-patološke 

parametre prikazana je u tabeli 14. 

Rezultati različite ekspresija p57 u ovom tumoru nisu pokazivali statističku 

značajnost u odnosu na pol (p=0,842), lokalizaciju (p=0,835), nodalni status (p=0,842) i 

prisustvo udaljenih metastaza (p=0,529). 

Smanjena ekspresija p57 bila je češće prisutna kod osoba muškog pola (68,0% 

slučajeva), dok je u odnosu na lokalizaciju RMS, patološka ekspresija je bila 

najzastupljenija kod tumora u predelu ekstremiteta (70,0%). Kod 62,0% ispitanika sa RMS 

bez prisustva metastaza u regionalnim limfnim čvorovima bila je smanjena ekspresija p57,  

dok je ona u odnosu na prisustvo ili odsustvo  udaljenih metastaza bila zastupljena kod 

istog broja pacijenata. 

Za razliku od gore navedenih rezultata, razlika između ekspresije p57 u odnosu na 

starosne grupe pacijenata sa RMS i veličinu tumora, bila je blizu konvencionalnog nivoa 

značajnosti (p=0,088; p=0,071, redom). Kod pacijenata starijih od 18 godina, češće je bila 

smanjena ekspresija p57 (70,0%), kao i kod tumora čije su dimenzije bile veće od 5cm 

(66,0%). 

Statistička značajnost različite ekspresije p57 bila je uočena u odnosu na  histološki 

tip i gradus tumora, kao i u odnosu na ishod bolesti. 

Smanjena ekspresija p57 bila je prisutna kod 42,0% pacijenata sa pleomorfnim 

RMS a kod 36,0% pacijenata sa ARMS i 22,0% sa ERMS (p=0,042). Ispitanici kod kojih je 

dijagnostikovan RMS visokog gradusa, su češće imali smanjenu ekspresiju p57 u odonsu 

na tumore sa niskim gradusom (p=0,026).  
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Tabela 14. Ekspresija p57 u odnosu na kliničko-patološke parametre RMS. 

 

p57 
#p-

vrednost 
≥25 <25 

n % n % 

Pol 
Muški 12 70.6% 34 68.0% X2=0.039 

p=0.842 Ženski 5 29.4% 16 32.0% 

Starost 
≤18 9 52.9% 15 30.0% X2=2.904 

p=0.088 >18 8 47.1% 35 70.0% 

Lokalizacija 

Ekstremiteti 11 64.7% 35 70.0% 
X2=0.501 

p=0.835 
Trup 4 23.5% 8 16.0% 

Retroperitoneum 2 11.8% 7 14.0% 

Veličina 
≤5 10 58.8% 17 34.0% X2=3.249 

p=0.071 >5 7 41.2% 33 66.0% 

Regionalni 
limfni nodus 

N0 11 64.7% 31 62.0% X2=0.040 
p=0.842 N1 6 35.3% 19 38.0% 

Metastaze 
M0 10 58.8% 25 50.0% X2=0.396 

p=0.529 M1 7 41.2% 25 50.0% 

Histološki tip 

Alveolarni 5 29.4% 18 36.0% 
X2=6.330 

p=0.042* 
Embrionalni 9 52.9% 11 22.0% 

Pleomorfni 3 17.6% 21 42.0% 

Gradus 
Niski 9 52.9% 12 24.0% X2=4.938 

p=0.026* Visoki 8 47.1% 38 76.0% 

Ishod bolesti 
Živi 13 76.5% 22 44.0% X2=5.361 

p=0.021* Umrli 4 23.5% 28 56.0% 

n(%)- broj pacijenata ; *statistički značajna razlika; #Long-rank test 

 

U odnosu na ishod bolesti, pacijenti sa smrtnim ishodom su češće pokazivali 

smanjenu ekspresiju ovog markera (56,0%), u odnosu na pacijente koji su bili živi na kraju 

perioda praćenja (p=0,021). 
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Analizom ekspresija p57 u odnosu na ukupno preživljavanje pacijenata sa RMS, 

uočena je  statistički značajna razlika (p=0,045).  Stope ukupnog preživljavanja  za 12, 36 i 

60 meseci bile su 92,6%, 72,0% i 44,0% kod ispitanika sa smanjenom ekspresijom p57 

(Tabela 15, Grafikon 10). 

 

Tabela 15. Ukupno preživljavanje pacijenata sa RMS u odnosu na ekspresiju p57 

Ukupno preživljavanje 

%  

Prosek   SE                           

95% IP 

meseci 12 24 36 48 60  Donji        Gornji 

P
5

7
 

<25 92,0 84,0 72,0 58,0 44,0 45,760 

 

2,572 40,718 50,802 

≥25 94,1 88,2 76,5 76,5 76,5 51,471 
 

3,941 43,747 59,195 

 SE- standardna devijacija; IP- interval poverenja 

Grafikon 10. Ukupno preživljavanje pacijenata sa RMS u odnosu na ekspresiju p57. 
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4.11. Imunohistohemijska ekspresija p16  

U ćelijama RMS, p16 je pokazivao jedarnu ekspresiju (Slika 20). Ovaj marker se u 

normalnom mišićnom tkivu fokalno eksprimira, zbog čega smo prisustvo do 5% pozitivnih 

ćelija u analiziranim slučajevima RMS, posmatrali kao očuvanu ekspresiju, a ekspresija u 

preko 5% pozitivnih ćelija kao povećanu. 

              

                        Slika 20. Difuzna ekspresija p16; x400. 

Analizom rezultata ekspresije p16 u tumorskim ćelijama, uočili smo da je  bila 

očuvana samo kod jednog pacijenta. U pitanju je bio pacijent muškog pola, mlađi od 18 

godina, sa tumorom lokalizovanim na trupu veličine preko 5 cm. Radilo se o embrionalnom 

histološkom tipu tumora, niskog gradusa, bez zahvaćenosti regionalnih limfnih čvorova i 

udaljenih metastaza. Na kraju perioda praćenja ovaj pacijent je bio živ. 

4.12. Analiza metilacionog statusa promotora gena p16 

Analiza metilacionog statusa pokazala je prisustvo hipermetilacije promotora gena 

p16 u samo jednom slučaju (1/67) (Slika 21). U pitanju je bio pleomorfni tumor 

lokalizovan na donjem ekstremitetu. Takođe, kod istog pacijenta bile su prisutne udaljene 
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metastaze. Zanimljivo je da je ekspresija proteina p16 u datom uzorku bila, uprkos 

detektovanoj metilaciji promotora, vrlo visoka.  

 

 
n-nemetilovani alel; m-metilovani alel; NK-nemetilovana kontrola; MK-metilovana kontrola; Bl-blank; MR-marker;     
bp-bazni par 

                         Slika  21.  Metilaciona analiza promotora gena p16 

 

 

 

 
4.13. Imunohistohemijska ekspresija survivina  

Imunohistohemijska ekspresija survivina u tumorskim ćelijama RMS bila je i 

citoplazmatska i jedarna.  

4.13.1. Citoplazmatska ekspresija survivina  

U očuvanom skeletnom mišiću prisutna je difuzna citoplazmatska ekspresija 

survivina. Iz tog razloga, odsustvo i fokalna ekspresija ovog antitela u tumorskim ćelijama 

RMS se smatra patološkom (smanjenom) ekspresijom.  

Difuzna citoplazmatska ekspresija survivina bila je prisutna kod više od polovine 

ispitivanih slučajeva RMS (53,7%) (Slika 22). Fokalna pozitivnost je bila zastupljena kod 

25,4% a odusutna kod 20,9% ispitanika (Slika 23). 
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        Slika 22. Difuzna citoplazmatska ekspresija survivina u tumorskim ćelijama, x400. 

 

               

Slika 23. Fokalna citoplazmatska ekspresija survivina u tumorskim ćelijama, x400. 

 

Analiza citoplazmatske ekspresije survivina u tumorskim ćelijama RMS, u odnosu 

na kliničko-patološke parametre nije imala statistički značaj, što je prikazano u  tabeli 16. 
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Tabela 16. Citoplazmatska ekspresija survivina  u odnosu na kliničko-patološke parametre 
RMS. 

 

Surivin citoplazma 
p-vrednost 

odsutno fokalno difuzno 

n % n % n % 

Pol Muški 
Ženski 

10 
4 

71.4% 
28.6% 

10 
7 

58.8% 
41.2% 

26 
10 

72.2% 
27.8% 

X2=1.027 
p=0.599 

Starost 
≤18 5 35.7% 6 35.3% 13 36.1% X2=0.003 

p=0.998 >18 9 64.3% 11 64.7% 23 63.9% 

Lokalizacija 

Ekstremitet 10 71.4% 12 70.6% 24 66.7% 
X2=2.172 

p=0.718 
Trup 1 7.1% 3 17.6% 8 22.2% 

Retroperitoneum 3 21.4% 2 11.8% 4 11.1% 

Veličina 
≤5 7 50.0% 4 23.5% 16 44.4% X2=2.792 

p=0.248 >5 7 50.0% 13 76.5% 20 55.6% 

Regionalni 

limfni nodus 

N0 9 64.3% 9 52.9% 24 66.7% X2=0.949 

p=0.622 N1 5 35.7% 8 47.1% 12 33.3% 

Metastaze 
M0 10 71.4% 8 47.1% 17 47.2% X2=6.612 

p=0.271 M1 4 28.6% 9 52.9% 19 52.8% 

Histološki tip 

Alveolarni 3 21.4% 5 29.4% 15 41.7% 
X2=2.657 

p=0.627 
Embrionalni 4 28.6% 6 35.3% 10 27.8% 

Pleomorfni 7 50.0% 6 35.3% 11 30.6% 

Gradus 
Niski 5 35.7% 6 35.3% 10 27.8% X2=0.460 

p=0.794 Visoki 9 64.3% 11 64.7% 26 72.2% 

Ishod bolesti 
Živi 9 64.3% 9 52.9% 17 47.2% X2=1.181 

p=0.554 Umrli 5 35.7% 8 47.1% 19 52.8% 

n(%)- broj pacijenata 

U odnosu na pol pacijenata, fokalna i odsutna citoplazmatska ekspresija survivina  

češće je bila prisutna kod pacijenata muškog pola. Smanjena ekspresija ovog markera bila 

je zastupljenija kod pacijenata starijih od 18 godina, kod tumora lokalizovanih u predelu 

ekstremiteta, tumora većih od 5cm, i slučajeva bez zahvaćenih regionalnih limfnih čvorova 

i bez udaljenih metastaza. U odnosu na histološki tip, pleomorfni RMS je najčešće 

pokazivao smanjenje ekspresije, što je bilo zapaženo i kod tumora visokog gradusa. 

Smanjena citoplazmatska  ekspresija survivina bila je češća kod pacijenata koji su bili živi 

na kraju perioda praćenja. 

Analizom odnosa citoplazmatske ekspresija survivina i ukupnog preživljavanja 

pacijenata sa RMS, nije uočena statistički značajna razlika (p=0,682).  Stope ukupnog 
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preživljavanja  za 12-, 36- i 60 meseci su bile 90,3%, 67,7%  i 58,1% za ispitanike sa 

smanjenom, odnosno, patološkom ekspresijom survivina ( Grafikon 11). 

 

Grafikon 11. Ukupno preživljavanje pacijenata sa RMS u odnosu na citoplazmatsku 
ekspresiju survivina. 

            

 

4.13.2. Jedarna ekspresija survivina  

U očuvanom skeletnom mišićnom tkivu samo se fokalno uočava jedarna ekspresija 

survivina. Iz tog razloga mi smo prisustvo do 5% pozitivnih ćelija u analiziranim 

slučajevima RMS, posmatrali kao  očuvanu ekspresiju, dok je ekspresija u preko 5%  

pozitivnih ćelija ocenjena kao povećana. Kod 18 (26,9%) bolesnika jedarna ekspresija 

survivina je bila očuvana (≤5% pozitivnih tumorskih ćelija) (Slika 24),  dok je kod 49 

(73,1%) pacijenata ocenjena kao visoka (>5% pozitivnih tumorskih ćelija) (Slika 25). 
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Slika 24. Jedarna ekspresija survivina u ≤5% pozitivnih tumorskih ćelija, x 100. 

 

 

               

Slika 25. Jedarna ekspresija survivina u >5% pozitivnih tumorskih ćelija, x 100. 

 

Za razliku od citoplazmatske ekspresije survivina, korelacija jedarne ekspresije 

ovog markera i posmatranih kliničko-patoloških parametara je bila statistički značajna u 

odnosu na starosne grupe, histološki tip i gradus tumora (Tabela 17).  
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Povećana jedarna ekspresija survivina bila je kod pacijenata starijih od 18 godina u 

odnosu na mlađu starosnu grupu, (p=0.009). 

Takođe, pokazano je da pleomorfni RMS češće pokazuje povećanu jedarnu 

ekspresiju survivina u odnosu na ARMS i ERMS, (p=0.008).  

Pored histološkog tipa i starosti, statistički značajna razlika utvrđena je i odnosu 

jedarne ekspresije survivina i gradusa RMS (p=0.010). Povećana jedarna ekspresija je češće 

bila prisutna kod tumora visokog gradusa. 

Povećana jedarna ekspresija survivina je češće bila prisutna kod pacijenata muškog 

pola, tumora lokalizovanih u predelu ekstremiteta, većih od 5cm, sa udaljenim 

metastazama, bez prisustva tumorskih depozita u regionalnim limfnim čvorovima,  ali bez 

statistički značajne razlike. Približno isti broj pacijenata sa različitim ishodom bolesti je 

imao povećanu jedarnu ekspresiju ovog markera  (p=0.378) (Tabela 17). 

Tabela 17. Jedarna ekspresija survivina u odnosu na kliničko-patološke parametre RMS 

 

Survivin jedarno 

p-vrednost ≤5 >5 

n % n % 

Pol 
Muški 15 83.3% 31 63.3% X2=2.464 

p=0.117 Ženski 3 16.7% 18 36.7% 

Starost 
≤18 11 61.1% 13 26.5% X2=6.847 

p=0.009*  >18 7 38.9% 36 73.5% 

Lokalizacija 

Ekstremiteti 12 66.7% 34 69.4% 
X2=0.368 
p=0.837 

Trup 4 22.2% 8 16.3% 

Retroperitoneum 2 11.1% 7 14.3% 

Veličina 
≤5 7 38.9% 20 40.8% X2=0.020 

p=0.887 >5 11 61.1% 29 59.2% 

Regionalni 
limfni nodus 

N0 11 61.1% 31 63.3% X2=0.026 
p=0.872 N1 7 38.9% 18 36.7% 

Metastaze 
M0 12 66.7% 23 46.9% X2=2.053 

p=0.152 M1 6 33.3% 26 53.1% 

Histološki 
tip 

Alveolarni 6 33.3% 17 34.7% 
X2=9.650 
p=0.008* 

Embrionalni 10 55.6% 10 20.4% 

Pleomorfni 2 11.1% 22 44.9% 

Gradus 
Niski 10 55.6% 11 22.4% X2=6.705 

p=0.010* Visoki 8 44.4% 38 77.6% 

Ishod bolesti 
Živi 11 61.1% 24 49.0% X2=0.777 

p=0.378 Umrli 7 38.9% 25 51.0% 

n(%)- broj pacijenata; *statistički značajna razlika 
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Analizom odnosa jedarne ekspresija survivina i ukupnog preživljavanja pacijenata 

sa RMS, nije uočena statistički značajna razlika (p=0,461).  Stope ukupnog preživljavanja  

za 12-, 36- i 60 meseci bile su 95,9%, 71,4%  i 49,0% za ispitanike sa povećanom jedarnom 

ekspresijom survivina (Tabela 18, Grafikon 12). 

 

Tabela 18. Ukupno preživljavanje pacijenata sa RMS u odnosu na jedarnu ekspresiju 

survivina. 
 

Ukupno preživljavanje 

%  

Prosek   SE                           

95% IP 

meseci 12 24 36 48 60  Donji        Gornji 

S
u

rv
iv

in
 

(j
ed

ro
) ≤5 83,3 77,8 77,8 72,2 61,1 47,778 5,055 37,870 57,686 

 
>5 95,9 87,8 71,4 59,2 49,0 47,000 2,442 42,213 51,787 

 

 SE- standardna devijacija; IP- interval poverenja 

Grafikon 12. Ukupno preživljavanje pacijenata sa RMS u odnosu na jedarnu ekspresiju 
survivina 
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4.14. Imunohistohemijska ekspresija nestina  

U ćelijama RMS nestin je pokazivao citoplazmatsku ekspresiju. S obzirom da su svi 

ispitivani slučajevi RMS pokazivali pozitivnost, grupisali smo slučajeve u grupu ≤ 50% 

pozitivnih tumorskih ćelija (fokalna i umerena ekspresija), a slučajeve sa difuznom 

ekspresijom u grupu > 50% pozitivnih ćelija, radi dalje statističke obrade. 

               

            Slika 26. Ekspresija nestina u ≤50% tumorskih ćelija, x 400. 

               

             Slika 27. Ekspresija nestina u >50% tumorskih ćelija, x 400. 
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Kod 33,3%  bolesnika ekspresija nestina je bila prisutna u ≤50% tumorskih ćelija 

(Slika 26),  dok je kod 66,7% pacijenata ekspresiju bila u >50% tumorskih ćelija (Slika 27).  

U tabeli 19  prikazani su rezultati odnosa ekspresije nestina i kliničko-patoloških 

parametara ispitivanih pacijenata. Analiza ekspresije nestina je pokazala statistički značaj u 

odnosu na starost pacijenata (p = 0,028) i gradus tumora (p = 0,022). Pozitivnost u > 50% 

pozitivnih tumorskih ćelija je bila povezana sa pacijentima mlađim od 18 godina i 

tumorima niskog gradusa. U odnosu na ostale posmatrane parametre nije bilo statističkog 

značaja. 

 

Tabela 19. Ekspresija nestina u odnosu na kliničko-patološke parametre RMS 

*statistički značajna razlika; aFisher-ov test; bt-test; cχ2-test  

 

Posmatrane karakteristike 
                    Nestin  p-vrednost 

≤ 50%     > 50%  

Pol  
n (%) 

Muški 8 (80,0%) 11 (55,0%) ap=0,246 
Ženski  2 (20.0%) 9 (45,0%) 

Starost (god.)  
(X+SD) 

43,60+27,58  21,92+22,23 bp=0,028* 

Lokalizacija  

n (%) 

Ruka   5 (50,0%) 9 (45,0%) 
cp=0,923 Noga  4 (40,0%) 8 (40,0%) 

Trup  1 (10,0%) 3 (15,0%) 

Veličina 

n (%) 

≤5cm 3 (30,0%) 6 (30,0%) 
ap=1,000 

>5cm 7 (70,0%) 14 (70,0%) 

Metastaze  
n (%) 

M0 6 (60,0%) 12 (60,0%) 
ap=1,000 

M1 4 (40,0%) 8 (40,0%) 

Histološki tip  
n (%) 

   Embrionalni  2 (20,0%) 10 (50,0%) 
cp=0,100 

   Alveolarni  3 (30,0%) 7 (35,0%) 

   Pleomorfni  5 (50,0%) 3 (15,0%) 

Gradus  
n (%) 

   Niski 3 (30,0%) 12 (60,0%) 
 ap=0.022* 

   Visoki 7 (70,0%) 8 (40,0%) 

Ishod bolesti    Živi 4 (21%) 15 (79%) 
ap=0.108 

n (%)    Umrli 6 (54.5%)  5 (45.5%) 
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Grafikon 13. Ukupno preživljavanje pacienata sa RMS u odnosu na ekspresiju nestina 
 

          

 

 

Ekspresija nestina statistički značajno je uticala na ukupno preživljavanje pacijenata 

sa RMS, (p=0,044). U grupi pacijenata sa > 50% pozitivnih ćelija, zabeleženo je bolje 

ukupno preživljavanje. Stope preživljavanja  za 12-, 36- i 60 meseci su bile 95,0%, 80,0%  i 

75,0% za ovu grupu ispitanika. ( Grafikon 13). 

Na kraju, urađena je Cox-ova univarijantna i multivarijantna regresiona analiza, da 

bi se izdefinisali prediktori preživljavanja. U tabeli 20 prikazana je univarijantna analiza 

preživljavanja. 

Iz tabele se vidi da su statistički značajni prediktori preživljavanja starost, histološki 

tip i gradus tumora, kao i  zahvaćenost regionalnih limfnih nodusa i prisustvo udaljenih 

metastaza. Od ispitivanih markera jedino je p57 na granici statističke značajnosti, dok ostali 

nisu statistički značajni.  
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Tabela 20. Univarijantna Cox-ova regresiona analiza uticaja analiziranih faktora na 

preživljavanje pacijenata sa RMS 

 

p-vrednost HR 
IP 95% 

Donji Gornji 

Pol muški 0,385 1,407 0,651 3,043 

Starost  >18 <0,001* 13,617 3,244 57,170 

Lokalizacija     

   Ekstremiteti  1   

   Trup 0,550 0,744 0,282 1,965 

   Retroperitoneum 0,964 1,022 0,387 2,704 

Histološki tip     

   Alveolarni  1   

   Embionalni 0,005* 0,055 0,007 0,418 

   Pleomorfni 0,530 1,255 0,618 2,548 

N1 <0,001* 6,341 3,001 13,399 

M1 0,001* 3,662 1,729 7,759 

Veličina  ≥5 <0,001* 39,120 5,313 288,021 

Gradus visoki 0,002* 22,342 3,043 164,027 

p57  <25 0,057 2,768 0,970 7,899 

Ciklin D  >5 0,504 1,354 0,557 3,290 

Survivin jedarno  >5 0,466 1,366 0,590 3,163 

Survivin citoplazma difuzno 0,702 1,148 0,567 2,325 

Ciklin A 0,246 1,015 0,990 1,040 

*statistički značajna razlika; HR- hazard ratio (srp.odnos šansi); IP- interval poverenja 

 

Multivarijantna analiza rađena je u dva koraka. Prvo je urađena multivarijantna 

analiza sa statistički značajnim prediktorima u univarijantnoj analizi, dok su značajni 

prediktori iz te analize uzeti zajedno sa p57 u sledećem koraku. Rezultati su prikazani u 

tabeli 21. 
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Tabela 21. Multivarijantna Cox-ova regresiona analiza uticaja analiziranih faktora na 

preživljavanje pacijenata sa RMS 

 
p-vrednost HR 

IP 95% 

Donji Gornji 

Starost >18 0,978 0,970 0,119 7,900 

N1 <0,001* 5,964 2,349 15,138 

M1 0,013* 2,944 1,261 6,872 

Veličina ≥5 0,003* 22,575 2,928 174,054 

Gradus visoki 0,251 5,249 0,310 88,942 

p57  <25 0,898 0,928 0,295 2,917 

N1 <0,001* 7,739 3,107 19,280 

M1 0,001* 3,792 1,683 8,547 

Veličina ≥5 0,002* 29,923 3,571 250,78 

*statistički značajna razlika; HR- hazard ratio (srp.odnos šansi); IP- interval poverenja 

 

Evidentno je da su zahvaćenost regionalnih limfnih nodusa, prisustvo udaljenih 

metastaza i veličina tumora ključni prediktori preživljavanja, kada se analiziraju rezultati 

multivarijantne analize. P57 nije se pokazao kao značajan prediktor preživljavanja kada se 

uzmu u obzir ostali klinički značajni prediktori. 
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5. DISKUSIJA 
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RMS predstavlja najčešći mekotkivni tumor dece i adolescenata. Više od polovine 

pedijatrijskih sarkoma do 15 godine života  čine RMS, a u manje od 2% ovi tumori se 

javljaju u starijoj populaciji. Bimodalna starosna distribucija je uočena kod dece uzrasta 

izmedju 2. i 6. godine života, i kasnije izmedju 10. i 18. godine starosti (16, ,23). 

 Utvrdjeni prognostički faktori, kada je u pitanju RMS su lokalizacija, veličina 

tumora, histološki tip, starost pacijenata, odnos prema anatomo-hirurškim kompartmanima. 

Na osnovu ovih parametara pacijenti se svrstavaju u grupe rizika (visokog, srednjeg i 

niskog stepena), što određuje dalji terapijski pristup 

U odnosu na pol, literaturni podaci pokazuju neznatno veću učestalost RMS kod 

muškog pola (16, 71, 37). Registrovana prevalenca RMS u našoj studiji je iznosila 2,1:1, u 

korist muškog pola, što je u saglasnosti sa rezultatima drugih autora. Ređe su publikovani 

rezultati kod kojih se tumor čeće javljao kod ženskog pola (205). 

Najveći broj studija ukazuju  da se RMS najčešće javlja kod mlađih od 15 godina, i 

čini čak 60% svih sarkoma mekih tkiva u pedijatrijskoj onkologiji (2, 17, 206, 23). Podaci o 

starosti pacijenata u našem ispitivanju pokazuju veću učestalost RMS kod pacijenata 

prosečne starosti 35 godina (najmlađi pacijent je imao 0,8, a najstariji 77 godina). 

Objašnjenje za manju incidencu u mlađem životnom dobu nalazimo u činjenici da ova 

studija nije obuhvatala i materijal zdravstvenih ustanova specijalizovanih za pedijatrijsku 

patologiju. U odnosu na starosnu dob, a zbog prognostičkog značaja, ispitivani pacijenti su  

podeljeni u 2 starosne grupe,  pacijente mlađe i starije od 18 godina života. RMS je 

registrovan kod starijih od 18 godina u čak 64,2% slučajeva.  

Lokalizacija tumora u našoj seriji pokazala je odstupanja u odnosu na podatke iz 

literature. Dok je RMS u velikim serijama, gde se najčešće radilo o pedijatrijskim 

slučajevima, bio uglavnom lokalizovan u predelu glave i vrata i genito-urinarnom traktu 

(69, 71, 37), u našoj, su ekstremiteti bili najčešća lokalizacija (46 bolesnika- 68,7%). Trup 

(17,9%) i retroperitonealni prostor (13,4%) bili su ređa primarna lokalizacija. Ova 

odstupanja je moguće objasniti činjenicom da su uglavnom bili zastupljeni pacijenti iz 

starije starosne grupe (>18 god.), a kod odraslih pacijenata najčešća anatomska lokalizcija 
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RMS su ekstremiteti (73, 250). Veličina primarnog tumora je kod 60% obolelih bila veća 

od 5cm, kod dve trećine ispitanika nije postojala zahvaćenost regionalnih limfnih nodusa a 

kod polovine su postojale udaljene metastaze.  

Na osnovu morfoloških karakteristika, bila je približna zastupljenost sva tri 

histološka tipa RMS. Pleomorfni RMS je bio dijagnostikovan kod 24, ARMS kod 23, a 

ERMS kod 20 ispitanika. Nasuprot našem nalazu, Little DJ i saradnici, su na seriji od 82 

slučaja RMS kod odraslih osoba,  prikazali pleomorfni RMS kao najčešći tip (43%), dok su 

ARMS i ERMS bili ređi histološki tipovi (23% i 34%) (208). U drugom ispitivanju koje je 

obuhvatalo  seriju od 26 pacijenata sa RMS starijih od 18 godina,  ARMS je bio 

najzastupljeniji histološki tip (50%), a najređi ERMS i to kod samo 4 pacijenta (18). 

Međutim, studije koje su ispitivale ovaj tumora na velikom broju pedijatrijskih slučajeva 

RMS pokazuju da su dominantni histološki tipovi ERMS i ARMS, dok se pleomorfni tip 

izuzuzetno retko javlja (37, 209). U odnosu na gradus RMS, visokogradusni tumori su bili 

kod skoro 70% pacijenata, što je očekivan rezultat s obzirom da smo imali najveći broj 

slučajeva sa pleomofrnim i ARMS (210). 

Posmatrajući ishod bolesti pacijenata sa RMS, u našoj studiji, od 67 ispitanika 32 su 

imala povoljan ishod bolesti. Slične rezultate su prikazali Furlong MA i saradnici (211). 

Suprotno našim rezultatima,  studija koja je obuhvatila i 1071 slučaj adultnih RMS, 73% 

pacijenata je imalo letalni ihod bolesti (17),  dok je u studiji na 160 pacijenata sa RMS 65% 

pacijenata bilo živo na kraju ispitivanja (9). 

Poslednje dve decenije prognoza pacijenata sa ovim tumorom je značajno 

poboljšana. Multimodalnim terapijskim pristupom, petogodišnje preživljavanje se danas 

kreće od 30% za grupu visokog rizika, 70% za grupu srednjeg rizika do 90% za grupu 

niskog rizika. Ipak, ovakav pristup terapiji RMS nije doveo do većeg napretka kada su u 

pitanju pacijenti iz visokorizične grupe (71, 208).  

Ukupno petogodišnje preživljavanje pacijenata sa RMS u ovoj studiji je iznosilo 

52,2%. Nešto kraće preživljavanje, prikazali su Ferrari i saradnici (45,7%) i Sultan i 

saradnici (46%),  za isti period praćenja (212, 17). U literaturi postoje i podaci o dužem 
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preživljavanju obolelih od RMS, tako da je petogodišnje preživljavanje u jednoj studiji  

iznosilo 56,9% (213), a u radu Hosoi i saradnika 61,5% (214). 

Kliničko-patološke karakteristike RMS, za koje je dokazano da su prognostički 

faktori (17, 78, 37), i u ovoj studiji su imale značajan uticaj na ishod bolesti i ukupno 

preživljavanje. 

Kao što smo već rekli u poslednje dve decenije je postignuta značajno bolja 

prognoza za pacijente sa RMS, osim za pacijente iz grupe visokog rizika. Heterogenost 

ovog tumora sugeriše da u njegovom nastanku važnu ulogu imaju brojni patobiološki 

fenomeni koji dele celularne i biološke karakteristike  sa mišićem u razvoju. Za klinički 

ishod, kao i terapijski pristup od izuzetnog značaja je uočavanje i tumačenje ovih razlika. 

Zbog toga smo u našem radu pored već utvrdjenih prognostičkih faktora analizirali i 

regulatore ćelijskog ciklusa. 

Nekontrolisana ćelijska proliferacija je jedna od najistaknutijih karakteristika 

tumora i povezana je sa poremećajima kontrole ćelijskog ciklusa. Danas znamo da su za 

odvijanje ćelijskog ciklusa najvažnije tri grupe proteina i to: ciklin-zavisne kinaze (CZK), 

ciklini i inhibitori ciklin-zavisnih kinaza. Ciklini su pozitivni regulatori ćelijskog ciklusa i 

njihova prekomerna ekspresija je povezana sa ubrzanom proliferacijom i nastankom 

tumora. Sa druge strane, smanjena ekspresija inhibitora ćelijskog ciklusa dovodi do ubrzane 

proliferacije ćelija (13). Objavljeno je nekoliko studija koji se odnose na ulogu regulatora 

ćelijskog ciklusa u RMS (47), a koje su pokazale značajnu ulogu proteina-regulatora 

ćelijskog ciklusa u tumorogenezi RMS, razvoju anaplazije i sposobnosti ka metastaziranju.  
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Imunohistohemijska ekspresija ciklina A u RMS 

Dokazano je da proliferacija tumorskih ćelija predstavlja važan prognostički faktor 

u različitim tipovima malignih tumora, kao i to da se proliferativni indeks koristi za 

procenu osetljivosti tumorskog tkiva na hemioterapiju. Imunohistohemijska ekspresija 

ciklina A je jedna od brojnih metoda koje se koriste u tu svrhu. Ciklin A određuje frakciju 

tumorskih ćelija u S i G2 fazi ćelijskog ciklusa, a to su kritične tačke za delovanje 

hemoterapije na tumorske ćelije. Međutim, moramo istaći neka od ograničenja u evaluaciji 

ciklina A, kao što je postojanje različitih metoda za ocenu imunohistohemijske ekspresije 

odnosno nedostatak idealnih graničnih vrednosti (215). S obzirom da u literaturi postoje 

značajne razlike u određivanju graničnih vrednosti imunohistohemijske ekspresije ciklina A 

(216), u našoj analizi nije određen "cut off" za ovaj marker. Mi smo svaku jedarnu 

pozitivnost tumorskih ćelija smatrali povećanom ekspresijom bez obzira na intenzitet. 

Karakteristike pacijenata u odnosu na ovaj marker predstavljene su kroz aritmetičku 

sredinu, medijanu i mere centralne disperzije. 

U našoj analizi ekspresija ciklina A se kretala od 0% do 66,7% pozitivnih ćelija, sa 

srednjom vrednošću od 18,82 i standardnom devijacijom od 13,65 dok je medijana imala 

vrednosti od 17,30. Odnos ekspresije ovog markera u odnosu na histološki tip RMS 

pokazao je statističku značajnost, za razliku od ostalih  kliničko-patoloških parametara. 

Naime, pacijenti sa pleomorfnim RMS imali su veće srednje vrednosti ekspresije ciklina A 

u odnosu na ARMS i ERMS.  

Slično našim rezultatima, u seriji u kojoj je ispitivan 71 slučaj malignih tumora 

pluća pokazano je da planocelularni histološki tip tumora ima značajno veću ekspresiju 

ciklina A u odnosu na adenokarcinome, kao i niži stadijumi tumora (217). Dobashi i 

saradnici, takođe ukazuju na značajnu povezanost ekspresije ovog antitela u odnosu na 

histološki tip tumora. Navode i da je povećana ekspresija ovog markera bila značajno veća 

kod tumora sa metastazama u regionalnim limfnim nodusima, ali i kod loše diferentovanih 

karcinoma bez obzira na histološki tip (218). Analizirajući ekspresiju ciklina A u 

karcinomu dojke, Boström i saradnici, ukazuju na statistički značajnu povezanost između 
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povećane ekspresije ciklina A i gradusa tumora (219). Značajnost povećane ekspresije u 

odnosu na gradus ali i u odnosu na infiltrativan način rasta je uočena kod ispitivanih 

slučajeva urotelijalnog karcinoma (108) kao i kod miksofibrosarkoma (220) i invazivnih 

karcinoma dojke (221).  

 

Ograničen je broj studija u dostupnoj literaturi koje ukazuju na prognostički značaj 

ekspresije ciklina A u sarkomima (220). U seriji od 126 mekotkivnih sarkoma, ekspresija 

ciklina A se pokazala kao značajan prognostički parametar, pri čemu je srednja vrednost 

ove ekspresije iznosila 11% pozitivnih tumorskih ćelija. Od ispitivanih kliničko–patoloških 

faktora jedino su gradus tumora i lokalizacija korelirale sa visokom ekspresijom ciklina A. 

Tumori su bili većeg gradusa i dublje lokalizacije (216). U istom tipu maligniteta ovu 

ekspresiju je ispitivao i Engellau J. na ukupno 140 različitih histoloških tipova sarkoma, i 

prikazao da je kod 60% tumora  bila povećana imunoreaktivnost ciklina A. Ova povećana 

imunoreaktivnost je bila u značajnoj korelaciji sa pojavom lokalnih recidiva, kao i sa 

tumorima kod kojih postoje genetske abnormalnosti (pozitivni fuzioni status) (220).  

 
Mnogi autori su analizirali uticaj ekspresije ciklina A na preživljavanje pacijenata sa 

tumorima različitog fenotipa. U većimi slučajeva visoka ekspresija ovog markera povezana 

je sa lošim prognostičkim faktorima. Tako je uočeno smanjeno ukupno preživljavanje kod 

karcinoma dojke, (221, 219), ne-sitnoćelijskog karcinoma pluća (218), karcinoma 

prelaznog epitela (108), kao i u sarkomima (216). Suprotno ovim rezultatima, u literaturi 

postoje dokazi da je niska ekspresija ciklina A povezana sa lošijim preživljavanjem što je 

prikazano kod obolelih od karcinoma ovarijuma (109) i non-Hodgkin limfomima (222). 

 

U našoj grupi bolesnika ciklin A nije imao prognostički značaj, što je u saglasnosti 

sa radovima nekih autora. Oda i saradnici, nisu pokazali značaj povećane ekspresije ovog 

proteina kao nezavisnog prognostičkog parametra kod 61 slučaja miksofibrosarkoma sa 

"cut off-om" od >10% pozitivnih ćelija, u multivarijantnoj analizi. (220). Takođe, Noguchi 

i saradnici  ne nalaze povezanost između ukupnog preživljavanja pacijenata sa 
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leiomiosarkomom i ekspresije ciklina A (223), kao ni autori koji su ekspresiju istog 

markera ispitivali na ne-sitnoćelijskim karcinomima pluća (107) (217). 

 

Različiti rezultati mogu biti posledica nedostatka konsenzusa u vezi sa 

metodologijom procene ekspresije ciklina A, naročito pri definisanju  "cut-off" vrednosti za 

visok/nizak proliferativni indeks u tumorskim ćelijama. Neke od ranijih studija su za 

graničnu vrednost postavljali srednju vrednost ekspresije za celu kohortnu studiju. Drugi 

autori su procenjivali ekspresiju semikvantitativno pa su rezultate podelili u kvartile, pri 

čemu je "cut-off" vrednost bila ona koja je prevazilazila ekspresiju ovog proteina u 

normalnom tkivu (224). Iz svega gore navedenog naša buduća istraživanja treba usmeriti ka 

definisanju opimalnih graničnih vrednosti za evaluaciju imunohistohemijske ekspresije 

ciklina A. 

 

Imunohistohemijska ekspresija ciklina D1 u RMS 

U našoj studiji, čak 79,1% RMS je pokazivao povećanu jedarnu ekspresiju ciklina 

D1, a što je definisano u odnosu na njegovu ekspresiju u očuvanom mišićnom tkivu. U 

literaturi su prikazani brojni rezultati povećane ekspresije ciklina D1 u humanim 

malignitetima kao što je kolorektalni karcinom (225), karcinomom dojke (226), oralni 

planocelularni karcinom (227),  sinovijalni sarkom (228), karcinom prostate (229), ne-

sitnoćelijski karcinom pluća (230). Suprotno ovim studijama, Fagone P i saradnici su 

ukazali na nisku ili odsutnu ekspresiju ciklina D1 u RMS (231) kao i Zhang J (232). 

Odsustvo ekspresije ovog markera je pokazano i u svim slučajevima hromofobnog i 

svetloćelijskog karcinoma bubrežnih ćelija (233). 

Korelacija između imunohistohemijske ekspresije ciklina D1 i kliničko-patoloških 

parametara u literaturi prikazuju različit značaj. Rezultati naše analize ekspresije ciklina D1 

u odnosu na klničko-patološke parametre u RMS, nije pokazivala stastistički značaj, osim u 

odnosu na lokalizaciju tumora gde je bila blizu konvencionalnog nivoa. Visoka ekspresija 

ciklina D1 je bila kod najvećeg broja tumora lokalizovanih u  predelu ekstremiteta (69,8%). 

Znatno manji broj ispitanika sa RMS  retroperitonealnog prostora i trupa je imao visoku 
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ekspresiju. Druge studije su takođe pokazale slične rezultate. Takahashi Y i saradnici, su 

pokazali značajnu povezanost između visoke ekspresije ovog markera i lokalizacije RMS 

(47), dok je ona imala granične vrednosti u odnosu na lokalizaciju kolorektalnih karcinoma 

(234).  

Analizom naših rezultata ekspresije ciklina D1 a u odnosu na ostale kliničko-

patološke parametre, uočili smo da je povećana ekspresija bila zastupljena kod tumora bez 

regionalnih i udaljenih metastaza, kao i kod slučajeva sa pleomorfnim RMS. Brojne studije 

su pokazale da prekomerna ekspresija ovog markera ima značajnu ulogu u tumorogenzi, 

progresiji i metastaziranju. Međutim, u ne tako malom broju radova se navode i suprotni 

rezultati (235).  

Fagone i saradnicu u svom radu nisu  dokazali značaj različitih nivoa ekspresije ovog 

proteina u odnosu na histološki tip RMS. Uticaj ekspresije ciklina D1 na kliničko-patološke 

parametre je ispitivan  i u drugim malignitetima. Tako u kolorektalnom karcinomu nije 

pokazan značaj ove eksprsije u odnosu na posmatrane parametre (225), a kod slučajeva sa 

karcinomom prostate nije imao uticaja na gradus  tumora (229). 

 Ciklin D1 je pokazo statističku značajnost u korelaciji sa razvojem regionalnih 

metastaza kod oralnog planocelularnog karcinoma (227) i kod invazivnog lobularnog 

karcinoma dojke (236). Kod karcinoma Vaterove ampule, visoka ekspresija ovog antitela je 

bila povezana sa povećanim rizikom za pojavu recidiva (237). 

Poznato je da ciklin D1 reguliše progresiju ćelijskog ciklusa, ali u poslednjih 

nekoliko godina mnogi autori ukazuju na njegovu ulogu u ćelijskoj migraciji, DNA 

reparaciji i hromozomskoj stabilnosti. Poremećaj regulacije ekspresije ovog proteina 

povezan je sa agresivnim ponašanjem i lošijom prognozom različitih humanih neoplazmi 

(237). Tobin i saradnici su na seriji od 775 invazivnih lobularnih karcinoma dojke zapazili 

da je povećana nuklerna pozitivnost ciklina D1 bila povezana sa lošijim preživljavanjem 

pacijenata (236), a u radu Lin H i saradnika, pokazano je da kod pacijenata sa invazivnim 

duktalnim karcinomom dojke on predstavlja nezavistan prognostički marker (226). 

Dokazan je i kao prediktor ukupnog preživljavanja kod pacijenata sa oralnim 
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planocelularnim karcinomom (227). Suprotno ovim rezultatima u našem ispitivanju nije 

utvrđeno da ekspresija ciklina D1 ima uticaj na ukupno preživljavanje pacijenata sa RMS, 

što je u saglasnosti sa rezultatima Zhang QL i saradnika (230), kao  i Al-Maghrabi J i 

saradnika (234). Iste rezultate odnosa ciklina D1 i preživljavanja pacijanta sa RMS  su 

prikazali Takahashi Y i saradnici (47).  

 

Imunohistohemijska ekspresija p57 u RMS 

U ćelijama RMS procenjivana je jedarna ekspresija p57. Nivo p57 varira tokom 

embriogeneze i diferencijacije, kao i u različitim fazama ćelijskog ciklusa. Ekspresija p57 

opada ili se uopšte ne može detektovati kod nekih adultnih organa uključujući jetru i 

slezinu. Međutim, skeletni mišić, srce, mozak, pluća, bubreg, pankreas i testis su tkiva koja 

su zadržala i pokazuju difuznu ekspresiju ovog proteina u adultnom dobu (119). Stoga smo 

prisustvo od preko 25% pozitivnih ćelija u analiziranim slučajevima posmatrali kao 

očuvanu ekspresiju, dok je ekspresija u manje od 25% pozitivnih ćelija ocenjena kao 

smanjena (patološka) a koja je bila zastupljena kod većine naših ispitanika (74,6%).  

Pored značaja p57 u ćelijskom ciklusu, novija istraživanja pokazuju da se radi o 

multifunkcionalnom proteinu, koji učestvuje u regulaciji brojnih procesa, a koji mogu biti 

poremećeni u tumorogenezi (120). 

U odnosu na analizirane kliničko-patološke parametre u našoj studiji, smanjena 

ekspresija p57 pokazala se značajnom kada je u pitanju histološki tip i gradus tumora, kao i 

kod ishoda bolesti. Najveći broj alveolarnih i pleomorfnih RMS je pokazivao patološku 

ekspresiju p57, pa je i u odnosu na gradus najveći broj visoko gradusnih tumora imao ovaj 

vid ekspresije. Posmatrano u odnosu na ishod bolesti, pacijenti sa smrtnim ishodom su 

češće imali smanjenu ekspresiju ovog markera. Od ostalih ispitivanh parametara RMS, 

patološka ekspresija je bila blizu konvencionalnog nivoa značajnosti u odnosu na starost 

pacijenata i veličinu tumora.  
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Fan i saradnici su ispitivali razliku u ekspresiji p57 u premalignim i malignim 

oralnim lezijama i pokazali da je ona značajno smanjena u planocelularnom karcinomu. 

Takođe, ovi autori ističu značajnu povezanost smanjene ekspresije ovog proteina sa 

tumorima većih dimenzija, pojavom metastaza i višim kliničkim stadijumom (238). TNM 

status hepatocelularnog karcinoma je takođe bio povezan sa smanjenom ekspresijom p57 

(239).  

Analizom ekspresije p57 u različitim histološkim tipovima ne-sitnoćelijskih 

karcinoma pluća pokazano je da je njeno smanjenje u korelaciji sa histološkim tipom i 

pojavom metastaza u regionalnim limfnim čvorovima (240). Karcinomi prostate višeg 

gradusa imali su izraženo smanjenje ekspresije proteina p57 u odnosu na normalno tkivo 

prostate, premaligne lezije, ali i karcinome sa višim Gleason skorom (241). Slične rezultate 

u odnosu na gradus tumora prikazuju i studije na malignim tumorima pankreasa, ovarijuma, 

kože (242).  
 

Suprotno ovim rezultatima Li JQ i saradnici ne nalaze udruženost između različite 

ekspresije ovog antitela i kliničko patoloških karakteristika kolorektalnog karcinoma (243), 

što je slučaj i sa karcinom dojke (244).  
 

U našoj grupi ispitanika ekspresija p57 je imala značajan uticaj na ukupno 

preživljavanje. Ispitanici kod kojih je bila zastupljena smanjena ekspresija  p57 imali su 

tendencu kraćeg preživljavanja. Slični rezultati su prikazani u literaturi. Ispitujući uticaj 

ekspresije proteina p57 na preživljavanje pacijenata u 64 slučaja adultne akutne limfocitne 

leukemije, dokazano je da duže preživljavanje imaju slučajevi sa pozitivnom ekspresijom 

ovog proteina (245). Ukupno petogodišnje preživljavanje je bilo duže kod slučajeva 

oralnog karcinoma sa difuznom izraženom ekspresijom p57 (238) kao i kod 

hepatocelularnog karcinoma (239). Genetske studije koje su ispitivale metilacioni status 

p57 KIP2 kod difuznog B-krupno-ćelijskog limfoma a u odnosu na preživljavanje pacijenata 

pokazuju iste rezultate (246).  

U razvoju malignih tumora p57 je inicijalno smatran inhibitorom proliferacije, što je 

uticalo da se okarakteriše kao tumor supresorski gen. Danas, postoje dokazi da je p57 

uključen u regulaciju drugih ćelijskih procesa u tumorogenezi, kao što su razvoj, apoptoza, 
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diferencijacija i migracija ćelija (119). Na osnovu naših rezultata, kao i rezultata brojnih 

kliničkih studija možemo predpostaviti da je p57 marker agresivnog fenotipa i loše 

prognoze RMS. 

 

Imunohistohemijska ekspresija p16 u RMS 

Uloga proteina p16 u genezi neoplazmi je kontroverzna. Abnormalna ekspresija 

tumor supresor proteina p16 je identifikovana u različitim humanim malignitetima. Samo je 

nekoliko studija ispitivalo značaj ekspresiju ovog antitela u mezenhimalnim neoplazmama. 

Takahashi Y i saradnici, su prikazali poremećenu (manje od 50% pozitivnih jedara) 

ekspresiju p16 u RMS u 66,6% slučajeva RMS, i to češće kod ARMS u odnosu na ERMS. 

Ovi rezultati su u saglasnosti sa rezultatima koje su prikazali  Gao i saradnici, gde je 

gubitak  ekspresije p16 bio kod  38,3% ispitivanih slučajeva RMS, i to češće kod ARMS 

(47). Poremećena ekspresija p16 je prikazana u 94% slučajeva mekotkivnih sarkoma. Ova 

studija je obuhvatila i 19 slučajeva RMS, od kojih je samo kod jednog bila očuvana 

ekspresija (247).  

 U novijoj literaturi, Knosel T i saradnici (123), su pokazali pozitivnu ekspresiju p16 

u 74,3% slučajeva mekotkivnih i koštanih sarkoma različitog fenotipa. Slučajevi 

leiomiosarkoma, liposarkoma, sinoviosarkoma su u najvećem procentu pokazivali 

imunopozitivnost za ovaj protein, što je bilo u korelaciji sa dužim preživljavanjem 

pacijenata. Međutim kod slabije diferentovanih sarkoma nije postojala korelacija ekspresije 

ovog proteina sa preživljavanjem. Ovakav nalaz je u saglasnosti sa teorijom da 

nediferentovani tumori imaju izuzetno kompleksan i poremećen kariotip i/ili proteinski 

obrazac, tako da ne postoje tačno regulisani biohemijski putevi.  

U ćelijama RMS u našoj studiji, p16 je pokazivao jedarnu ekspresiju. Kod samo 

jednog slučaja je bila očuvana ekspresija p16, a što je definisano u odnosu na njegovu 

ekspresiju u očuvanom mišićnom tkivu. Radilo se o pacijentu muškog pola, mlađem od 18 

godina kod kojeg je tumor veličine preko 5cm, bio lokalziovan u predelu trupa, 
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embrionalnog tipa, niskog gradusa, bez regionalnih i udaljenih metastaza, koji je  na kraju 

perioda praćenja bio živ. 

 U RMS je pokazano da postoji gubitak funkcije p16INK4A, koji je rezultat delecija ili 

metilacije INK4A promotora, pri čemu dolazi  do izbegavanja senescencije, što bi moglo 

predstavljati rani onkogeni događaj koji na kraju dovodi do nastanka RMS (248,249, 48, 

250). 

Analiza metilacionog statusa promotora gena p16 je bila u saglasnosti sa 

imunohistohemijskom ekspresijom njegovog proteina. Prisustvo hipermetilacije promotora 

gena p16 je detektovano samo u jednom slučaju (1/67). U pitanju je bio pleomorfni tumor 

lokalizovan na donjem ekstremitetu uz prisustvo udaljenih metastaza. Poznato je da 

inaktivacija p16 uključuje četiri vrste genetskih promena, i to homozigotne delecije, 

hipermetilaciju promotora gena, gubitak heterozigotnosti i tačkaste mutacije (251). Uprkos 

činjenici da su hipermetilacija promotora gena i homozigotna delecija najčešće alteracije 

p16 u malignim tumorima, rezultati dobijeni u ovoj studiji isključuju hipermetilaciju 

promotora gena kao mehanizam njegove inaktivacije u RMS. 

Danas postoje dva komplementarna modela za pojavu tumora sa visokom  

ekspresijom p16ink4a. Prvi model, podržava indukciju p16ink4a onkogenim stresom, što 

ograničava progresiju tumora. Međutim, inhibicija tumorske progresije se može zaobići 

gubitkom funkcije RB1. Stoga inaktivacija RB1je sekundarni događaj nishodno od 

određenog onkogenog stresa. U drugom modelu se smatra da gubitak RB1 doprinosi 

onkogenom stresu, što indukuje p16ink4a. Budući  da je funkcija RB1 već kompromitovana, 

indukcija p16ink4a ne može zaustaviti tumorsku progresiju, što rezultira visokom 

ekspresijom ovog antitela u nekim tumorima. Bez obzira koji mehanizam je doveo do 

povećanog nivoa ekspresije p16 u tumorskim ćelijama, rezultat je poremećena funkcija 

RB1, što olakšava proliferaciju tumora (252). 

U humanim malignitetima, kako smo prikazali, različito se tumače rezultati 

imunohistohemijskog bojenja p16. U pojedinim tumorima se ukazuje na povećanu 

ekspresiju p16 u odnosu na normalno tkivo, dok je kod drugih tumora prisutno njeno 

smanjenje. Između ove dve grupe neoplazmi, su tumori kod kojih je nivo p16 pozitivnosti u 
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skladu sa nivoom njegove ekspresije u tkivu porekla. Iz svega do sada prikazanog, nameće 

se zaključak da je jako teško definisati šta podrazumeva pozitivno bojenje za p16 antitelo. 

Stoga smatramo, da bi bilo neophodno ispitati i ekspresiju RB1 u uzorcima RMS 

ispitivanim u ovom istraživanju radi postizanja preciznije procene p16 imunopozitivnosti, a 

što će biti cilj naših budućih istraživanja.  

 

Imunohistohemijska ekspresija survivina u RMS 

 Svojstvo malignih ćelija da se odupru apoptotskim signalima može uticati na 

agresivnost i prognozu tumora. Veliki broj studija prikazuje rezultate ekspresije faktora 

apoptozne signalizacije, koji utiču na apoptoznu otpornost tumorskih ćelija ili ćelijskih 

linija u in vitro uslovima ili na životinjskim modelima. Međutim, veoma je značajno 

koreliranje ovih rezultata sa kliničko-patološkim parametrima i prognozom maligniteta. 

U očuvanom skeletnom mišiću prisutna je difuzna citoplazmatska ekspresija 

survivina, dok je ona samo fokalno bila uočena u jedrima tumorskih ćelija. Zbog takvog 

načina ekspresije survivina, mi smo odvojeno analizirali značaj jedarne i citoplazmatske 

lokalizacije ovog antitela u odnosu na kliničko-patološke parametre i ukupno preživljavanje 

naših pacijenata. Odsustna ili fokalna citoplazmatska ekspresija i prisustvo više od 5% 

survivin  pozitivnih jedara tumorskih ćelija su smatrani patološkim nalazom.  

Do danas je objavljen veliki broj radova koji ukazuju da bi nuklearna lokalizacija 

survivina mogla imati uticaj na proliferaciju tumorskih ćelija, dok njegova prisutnost u 

citoplazmi ima značaj u opstanku ćelije (253). 

 

Citoplazmatska ekspresija survivina u RMS  

U našem radu, smanjena citoplazmatska pozitivnost nađena je kod 46,3% pacijenata. 

U skladu sa ovim nalazom, kod sitnoćelijskog kacinoma pluća prikazano je smanjenje 

ekspresije survivina (254). Međutim moramo istaći da se naši rezultati uglavnom razlikuju 
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od do sada prikazanih radova o ekspresiji survivina. Naime, kod većine maligniteta razičite 

histogeneze dolazi do povećanja citoplazmatske ekspresije u odnosu na tkivo porekla: 

nesitnoćelijski karcinom pluća (176), karcinom pankreasa (177), kolorektalni karcinom 

(178), mekotkivni sarkomi (180), neuroblastom (181). Malo je radova u kojima je 

analizirana ekspresija survivin proteina u sarkomima, pri čemu najveći broj autora nije 

korelirao rezultate ekspresije sa prognozom. Caldas i saradnici su pokazali da preko 80% 

primarnih RMS eksprimira survivin (190), a Tabone-Eglinger i saradnici su pokazali da svi 

slučajevi malignog tumora perifernog nerva eksprimiraju ovaj marker (255). 

 Odnos između patološke ekspresije survivina i posmatranih kliničko-patoloških 

parametara u našoj analizi nije pokazao statistički značaj. Međutim, istakli bi nešto češće 

smanjenje ekspresije kod pacijenata starijih od 18 godina i tumora lokalizovanih u predelu 

ekstremiteta. Takođe, u odnosu na histološki tip pleomorfni RMS je najčešće pokazivao 

patološku ekspresiju, kao i tumori koji nisu imali regionalne i udaljene metastaze.   

Naši rezultati su u skladu sa studijom koja je obuhvatala slučajeve sa akutnom 

mijeloidnom leukemijom, gde nije nađena korelacija između jedarne i citoplazmatske 

ekspresije ovog markera i kliničkopatoloških faktora (256). Taubert H i saradnici su 

ispitivali lokalizaciju ekspresije survivina u slučajevima leiomiosarkoma i sinoviosarkoma, 

i pokazali da je ona češće bila citoplazmatska nego jedarna, kao i to da je bez obzira na 

lokalizaciju uticala na prognozu obolelih (255), a prikazani su slični rezultati odnosa 

citoplazmatske ekspresije i kliničko-patoloških parametara  i na karcinomu timusa (257). 

Suprotno, u studiji na malignim tumorima bubrega ekspresija survivina je značajno 

više bila prisutna u karcinomu bubrežnog parenhima sa sarkomatoidnom diferencijacijom 

(slabije diferentovan tip u odnosu na ostale) nego u drugim histološkim varijantama, ali nije 

uočena povezanost između te ekspresije i ostalih kliničko patoloških parametara (258). 

Poremećena ekspresija survivina u urotelijalnom karcinomu, bez obzira na subcelularnu 

lokalizaciju, je češće bila prisutna kod viših stadijuma, lošije diferentovanih tumora i 

slučajeva sa metastazom u regionalnim limfnim čvorovima (259). Liang Q i saradnici su 

analizirali citoplazmatsku ekspresiju survivina u kolorektalnom karcinomu i pokazali njenu 
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povezanost sa istim kliničkopatološkim parametrima kao i prethodni autor (gradus, 

stadijum i zahvaćenost regionalnih limfnih čvorova) (260).  

 

U aktuelnoj analizi, vrednosti citoplazmatske ekspresije survivina nisu se značajno 

razlikovale između grupe pacijenata sa nadživljavanjem i grupe sa letalnim ishodom. 

Odsutna ili fokalna ekspresija survivina je uočena kod pacijenata sa nešto dužim 

preživljavanjem. Petogodišnje praćenje za ove pacijente iznosilo je 58,1%, a za grupu sa 

očuvanom citoplazmatskom ekspresijom bilo je 47,2%. 

 

Poremećena regulacija ekspresije survivina i njena uloga u karcinogenezi je dobro 

poznata i objašnjava se dvostrukom ulogom survivina. Većina literaturnih podataka ukazuje 

na to da survivin stimuliše ćelijsku proliferaciju ali ima i antiapoptotski uticaj. Objašnjenje 

za to autori nalaze u činjenici da ovaj protein, odnosno njegovi podtipovi imaju različitu 

intracelularnu lokalizaciju, pri čemu ukazuju da je citoplazmatska lokalizacija survivina 

odraz ćelijskog preživljavanja (175). U literaturi nailazimo na kontradiktorne rezultate u 

pogledu prognostičkog značaja citoplazmatske ekspresije survivina u različitim 

neoplazmama. 

 

Umerena citoplazmatska ekspresija survivina je bila udružena sa većim rizikom za 

letalni ishod kod obolelih od leiomiosarkoma i sinoviosarkoma. Interesantno je da je ovaj 

intenzitet ekspresiju češće bio prisutan kod leiomiosarkoma lokalizovanih u 

retroperitoneumu, a to su tumori sa najlošijom prognozom. Takođe, i odsustvo ove 

ekspresije je bilo udruženo sa nepovoljnom progozom ovih pacijenata (255).  

 

Suprotno, ispitivanja prognostičkog značaja citoplazmatske ekspresije survivina kod 

pacijenata sa osteosarkomom nisu pokazala statistički značaj (255), kao ni u slučajevima 

ezofagealnog skvamocelularnog karcinoma, ne-sitnoćelijskog karcinoma pluća, 

holangiokarcinoma (253), mantle ćelijskog limfoma (261). 

 

 Jedno od mogućih obrazloženja za ovakve rezultate je postojanje zamki u 

tumačenju imunohistohemijskog nalaza. Na osnovu našeg iskustva u ocenjivanju 

imunohistohemijske ekspresije survivina i njegove lokalizacije, kao i pregledane literature 
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mi smatramo da imunohistohemijski rezultati mogu dovesti do pogrešne procene oblika i 

lokalizacije ekspresije ovog markera u normalnom i tumorskom tkivu usled neodgovarajuće 

obrade tkiva. Zbog svega navedenog mišljenja smo da imunohistohemijske rezultate treba 

potvrditi alternativnim metodama, ukoliko se uoči potencijalni problem pogrešne 

interpretacije.  

 

Jedarna ekspresija survivina u RMS 

 U našoj studiji, povećana jedarna ekspresija survivina je uočena kod 73,1% RMS,  

što je definisano u odnosu na njegovu ekspresiju u očuvanom mišićnom tkivu. Povećanu 

jedarnu ekspresiju survivina su pokazali Caldas H i saradnici (190), u slučajevima ARMS i 

ERMS a bila je uočena i u drugim tumorima, kao što je karcinom dojke (262), 

nesitnoćelijski karcinom pluća (263), hepatocelularni karcinom (172) i drugi. Aktuelni 

podaci sugerišu da survivin u citoplazmi tumorskih ćelija ima citoprotektivnu funkciju dok 

njegova nuklearna lokalizacija ukazuje na poremećaj u regulaciji ekspresije ovog proteina. 

(146). 

 Da bi se utvrdila mogućnost korišćenja jedarne ekspresije survivina kao 

prognostičkog markera, analizirana je njena ekspresija u odnosu na kliničko-patološke 

parametre. Za razliku od citoplazmatske lokalizacije, u ovom obliku ekspresije survivina 

uočili smo značajnu povezanost između povećanja eksresije i starosti pacijenata sa RMS, 

histološkog tipa  i gradusa tumora. Aberantna ekspresija je češće bila prisutna kod 

pacijenata starijih od 18 godina, kod tumora visokog gradusa i pleomorfnog histološkog 

tipa.  

Naši rezultati su u saglasnosti sa rezultatima savremene literature. Analizom 

ekspresije survivina u ne-sitnoćelijskom karcinomu pluća, gde se histološki tip i gradus 

tumora pokazao značajnim kada je u pitanju povećana nuklearna imunoreaktivnost 

survivina (263, 264). U studiji na 732 slučaja urotelijalnog kacinoma, autori nisu određivali 

celularnu distribuciju ekspresije survivina, uočena je povezanost između poremećene 

ekspresije i stadijuma, regionalne proširenosti tumora i histološkog izgleda (259). Ispitujući 

ekspresiju survivina u ćelijama mantle ćelijskog limfoma, pokazana je njegova jedarna 
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lokalizacija i značajna povezanost sa agresivnijim histološkim podtipovima ovog tumora. 

Najveći broj survivin pozitivnih ćelija  uočen je kod blastoidne varijante mantle ćelijskog 

limfoma (265). Diferentovanost, kao i godine pacijenta, su pokazivale značajnu povezanost 

sa povećanom ekspresijom survivina i kod slučajeva sa karcinomom želuca (253). Jedarna 

ekspresija survivina u ćelijama neuroblastoma  bila je u korelaciji sa godinama pacijenata i 

stadijumom tumora (181).  

Studija koja je ispitivala ekspresiju survivina u različitim tipovima mekotkivnih 

sarkoma, ukazuje na veću ekspresiju u agresivnijim tipovima ovih tumora, kao što je i 

RMS. Takođe, ona je značajno bila povezana sa gradusom i stadijumom ovih neoplazmi 

(266). Slično, povećana ekspresija survivina je bila prisutna u svim slučajevima ARMS i 

ERMS, ali je od svih ispitivanih parametara značajnost pokazivala samo u odnosu na 

lokalizaciju tumora (267).  Gradus korelira sa ekspresijom kod osteosarkoma (268) kao i 

kod ependimoma i tumora horioidnog pleksusa ali u ovim slučajevima smanjena ekspresija 

suvivina je bila karakteristična za slabo diferentovane tumore (253). Veličina tumora je 

korelirala sa povećanom ekspresijom survivina kod pacijenata obolelih od karcinoma 

želuca (269). 

Analizom stope ukupnog preživlajvanja pacijenata sa RMS u našem radu, pokazali 

smo da je preživljavanje kraće kod pacijenata sa povećanom jedarnom ekspresijom 

survivina, ali nije uočena statistički značajna razlika. 

Pretežno lošije preživljavanje uočeno je kod pacijenta sa povećanom ekspresijom 

survivina u biopsijskim uzorcima ARMS I ERMS, ali bez statističke značajnosti (267). 

Jedarno eksprimiran survivin nije dokazan  kao prognostički marker ni kod drugih humanih 

neoplazmi karcinom timusa (257), Wilms-ov tumor (270), non-Hodgkin limfom (271). 
 

Značaj ekspresije survivina u odnosu na preživljavanje pacijenata sa mekotkivnim 

sarkomima u literaturi pokazuje različite rezultate. Dok Würl P i saradnici (272), ne nalaze 

značajnu povezanost ove ekspresije sa preživljavanjem, Kappler M i saradnici (266), 

ukazuju da je on nezavistan prognostički parameter u istim tipovima tumora. Intenzitet 

nuklearne ekspresije ovog antitela je uticao na prognozu obolelih od leiomiosarkoma i 
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sinoviosarkoma, uočeno je da lošiju prognozu imaju slučajevi sa umerenim intenzitetom 

ekspresije (255).  

Povećana imunohistohemijska ekspresija survivina bila je u korelaciji sa kraćim 

preživljavanjem pacijenata obolelih od mantle ćelijskog limfoma. Za ispitanike koji su 

imali ekspresiju u više od 20% tumorskih ćelija medijana preživljavanja je bila 8 meseci, a 

60 meseci za ispitanike sa ekspresijom manjom od 20% ćelija (265).   

Nivo ekspresije ovog proteina korelirao je sa nižom stopom preživljavanja pacijenta 

sa neuroblastomom i bržom pojavom recidiva (181). Slične rezultate  u odnosu na 

preživljavanje i pojavu recidiva su prikazali Mathieu i saradnici kod slučajeva urotelijalnog 

karcinoma (259). Kraće preživljavanje pacijenata sa karcinomom jednjaka, ne-

sitnoćelijskim karcinomom pluća i holangiokarcinomom je takođe bilo udruženo sa 

povećanom jedarnom ekspresijom survivina (253). 

Nekoliko studija je pokazalo da povećana ekspresija survivina u jedrima tumorskih 

ćelija može biti povoljan prognostički faktor za predikciju ishoda bolesti. Duže 

preživljavanje je tako prikazano kod pacijenata sa karcinomom želuca (253), karcinomom 

prostate (273), ne-sitnoćelijskim karcinomom pluća (264), osteosarkomom (268). 

 Survivin se normalno eksprimira tokom embriogeneze, ali ga samo ograničeni broj 

zrelih adultnih tkiva eksprimira. Ekspresioni profil i lokalizacija survivina u adultnim 

tkivima za koja je poznato da su survivin pozitivna i dalje su nejasni. Rasvetljavanje ovih 

problema, ne samo da bi iskristalisalo tačnu ulogu survivina u normalnim tkivima već bi 

značajno unapredilo naša znanja u vezi uloge ovog proteina u onkogenezi (274). 

 

Imunohistohemijska ekspresija nestina u RMS 

 U ćelijama RMS nestin je pokazivao citoplazmatsku ekspresiju. U našoj studiji 

povećana ekspresija nestina je bila uočena kod 66,7% pacijenata. U velikom broju malignih 

bolesti različitog porekla uočena je poremećena ekspresija ovog proteina (198) (275). 
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 Analizirajući povećanu ekspresiju nestina u odnosu na posmatrane kliničko-

patološke parametre dobili smo statističku značajnost u odnosu na starost pacijenata i 

gradus tumora. Naime, kod pacijenata iz mlađe starosne grupe i tumora niskog gradusa 

češće je bila uočena povećana ekspresija.  
 

 Suprotno našim rezultatima, u nekim tumorima je dokazana povezanost između 

aberantne ekspresije nestina i lošije diferentovanosti tumora, kao i stadijuma bolesti (276, 

197, 277). S druge strane, neke kliničke studije ne nalaze da je nestin značajan prognostički 

faktor (201, 278, 202, 199). Rezultati dobijeni u našem istraživanju mogu se objasniti 

činjenicom da nismo analizirati morfološke podtipove RMS zbog malog broja pacijenata. 

Takođe, RMS obuhvata skup morfološki sličnih, ali biološki raznolikih lezija. Naime, 

embrionalni RMS koji je bio najčešći histološki tip u našem istraživanju je uglavnom tumor 

niskog stepena maligniteta, ali njegovi podtipovi imaju različit stepen diferentovanosti u 

rasponu od loše do dobro diferentovanih tumora (279, 40). 

Samo nekoliko studija do sada je analiziralo ekspresiju nestina u RMS, pri čemu je 

pokazana izražena pozitivnost ovog proteina u većini ERMS i ARMS (280, 281) (282, 

283). Međutim, nijedna od navedenih studija nije ukjučila u analizu i pleomorfni histološki 

tip. Osim toga, ove studije nisu ispitivale povezanost ekspresije nestina i utvrđenih 

prognostičkih parametara (kao što je primarna lokalizacija, veličina tumora, prisustvo 

udaljenih metastaza, starost i histološki tip) kao ni njenu povezanost sa preživljavanjem 

pacijenata sa RMS. Naši rezultati pokazuju da je povećana ekspresija nestina u korelaciji sa 

preživljavanjem. Naime, u grupi ispitanika sa povećanom ekspresijom uočeno je bolje 

preživljavanje. Suprotno, ekspresija nestina u slučajevima 152 maligna melanoma je bila 

značajan prognostički faktor u odnosu na preživljavanje ovih pacijenata (284). Slični 

rezultati uticaja povećane ekspresije nestina na kraće preživljavanje pokazani su i u 

slučajevima glioma (285), ne-sitnoćeliskog karcinoma pluća (286), karcinoma ovarijuma 

(287) i drugih tumora. Mnoga pitanja vezana za funkcionalnu ulogu i regulaciju ekspresije 

nestina u nediferentovanim tkivima su i dalje otvorena, kao i za mehanizme koji su 

uključeni u regulaciju ekspresije nestina u različitim solidnim tumorima. 
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Prediktori preživljavanja 
 

I na kraju, u cilju definisanja prediktora preživljavanja pacijenata sa RMS, 

univarijantnom Cox-ovom regresionom analizom izdvojili su se kao značajni parametri 

starost, histološki tip, gradus tumora, prisustvo regionalnih i udaljenih metastaza. Od 

ispitivanih markera jedino je p57 bio blizu konvencionalnog nivoa značajnosti. Međutim, 

multivarijantnom Cox-ovom regresionom analizom veličina tumora, prisustvo regionalnih i 

udaljenih metastaza su se pokazali kao ključni prediktori preživljavanja pacijenata u ovoj 

studiji. 
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1. Jedarna imunohistohemijska ekspresija ciklina A, p57 i survivina  korelira  sa 

histološkim tipom RMS. Pleomorfni podtip RMSa pokazuje veću ekspresiju ovih markera 

u poredjenju sa drugim histološkim varijantama.  

2. Histološki gradus tumora je u korelaciji sa  jedarnom ekspresijom p57, survivina, i 

citoplazmatskom pozitivnošću na nestin.   Tumori visokog stepena maligniteta intenzivnije 

su pozitivni na ove markere.  

3.  Imunohistohemijska ekspresija p16 bila je očuvana u samo jednom slučaju RMS, zbog 

čega zaključujemo da on nije prognostički faktor u ovoj studiji. 

4. Analiza metilacionog statusa promotora gena p16 je bila u saglasnosti sa 

imunohistohemijskom ekspresijom njegovog proteina. Prisustvo hipermetilacije promotora 

gena p16 je detektovano samo u jednom slučaju. Na osnovu dobijenih rezultata može se 

zaključiti da gubitak funkcije p16INK4A nije nastao metilacijom promotor gena. 

5. U odnosu na analizirane kliničko-patološke parametre imunohistohemijska ekspresija 

p57 je korelirala sa ishodom bolesti. Pacijenti sa smrtnim ishodom su češće imali aberantnu 

ekspresiju p57. 

6. Preživljavanje pacijenata korelira sa ekspresijom  p57 i nestina, dok pozitivnost na ciklin 

A, ciklin D1 i survivin nije značajna za preživljavanje. Bolesnici sa patološkom 

ekspresijom p57 su imali kraće preživljavanje. Povećana ekspresija nestina je uočena kod 

pacijenata sa dužim preživljavanjem.  

7. Univarijantnom regresionom analizom kao  nezavisni prediktori preživljavanja  izdvojili 

su se starost, histološki tip, veličina,  gradus tumora, prisustvo regionalnih i udaljenih 

metastaza i ekspresija p57.  

8. Primena multivarijantne regresione analize na nezavisne prediktore pokazala je da su 

ključni prediktori preživljavanja pacijenata sa RMS veličina tumora, zahvaćenost 

regionalnih limfnih nodusa i prisustvo udaljenih metastaza. 
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