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III  MATERIJAL I METODE 
 

Za izradu magistarske teze prospektivnom studijom analizirani su uzorci 

tkiva benignih lezija larinksa pacijenata konsekutivno operisanih na odeljenju 

otorinolaringologije KBC Zemun u periodu od 01.09.2000. do 31.12.2000. godine 

pUHPD�VOHGHüLP�NULWHULMXPLPD� 

1. .OLQLþND�GLMDJQR]D��SRVWDYOMHQD�QD�RVQRYX�LQGLUHNWRVNRSVNRJ�QDOD]D�X�ODULQNVX�

i laringomikroskopskog statusa, odgovarala je benignoj leziji larinksa (polip, 

þYRULü��5HLQNH-ov edem). 

.ULWHULMXPL�]D�SRVWDYOMDQMH�NOLQLþNLK�GLMDJQRza bili su sledeci (17): 

32/,3�� /H]LMH� QD� SUHGQMRM� WUHüLQL� JODVQLFH�� þHVWR� QD� VORERGQRM� LYLFL�� VHVLOQL� LOL�

pedunkularni i veoma mobilni za vreme fonacije ako su pedunkularni. 

ý925,û�� 0DOH� RERVWUDQH� OH]LMH� JODVQLFD�� VWURJR� VLPHWULþQH�� QD� VORERGQRM� LYLFL�

glaVQLFH� X� SUHGHOX� VSRMD� QMH� SUHGQMH� L� VUHGQMH� WUHüLQH�� QDMþHãüH� QHSRNUHWQH� ]D�

vreme fonacije. 

REINKE-RY�('(0��8QLODWHUDOQL� LOL� ELODWHUDOQL�RWRFL�GXå�þLWDYRJ�PHPEUDQR]QRJ�

dela glasnice, ispunjeni fluidom, sesilni i veoma pokretni za vreme fonacije. 

a) Kod svih pDFLMHQDWD� MH� XþLQMHQD� ODULQJRPLNURVNRSLMD� X� RSãWRM�� HQGRWUDKHDOQRM�

anesteziji. 

b) /H]LMH�VX�RGVWUDQMHQH�PLNURKLUXUãNLP�WHKQLNDPD��SRPRüX�PLNURKYDWDOMNL��6WRU]�

Micro Forceps, No. 8681 A-D) i mikromakazica (Storz Micro-Scissors, No. 

8684 A-D). 
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2. Biopsijski uzorFL�WNLYD�VX�REUDÿHQL�X�SDWRKLVWRORãNRM�ODERUDWRULML�.%&�=HPXQ�

standardnim i rutinskim patohistološkim metodama koje podrazumevaju: 

a) 'YDGHVHWþHWYRURþDVRYQX�ILNVDFLMX�X]RUDND�WNLYD�X�QHXWUDOQRP��S+����IRUPDOLQX�

(37-40% formaldehid, “Zorka Pharma” Šabac u fosfatnom puferu) na sobnoj 

temperaturi. 

b) Tkivo je potom preko procesa dehidratacije kroz seriju alkohola od 50%-99,8% 

(“Zorka Pharma” Šabac C. No. 1053) i jasnjenja ksilolom (“Zorka Pharma” Co. 

No. 1096) u automatskom tkivnom procesoru (LKB Tissue Tek II) ukalupljeno 

u parafinske blokove (Paraffin non caking 57-60C, “Merek” Co. No. 107158). 

c) 3DUDILQVNL� WNLYQL� EORNRYL� VX� VHþHQL� QD� NOL]QRP� PLNURWRPX� �+LVWRUDQJH�

microtome LKB Co. No. 2218) u rezove debljine 5 mikrometara, a potom je 

VOHGLOD� GHSDUDILQL]DFLMD� NUR]� NVLORO� L� VHULMH� DONRKROD� RSDGDMXüH� NRQFHQWUDFLMH�

99,8-50%. 

d) Preseci tkiva su stavljeni na predmetna stakla (Microscop slides 76x26x1 

“Merien Feld” Co. No. 1000200) i obojeni rutinskom hematoksilin-eozin 

metodom. 

 

3. Preparati su analizirani svetlosnim mikroskopom (Laboval 4) pod lupom i 

XYHOLþDQMLPD���[����[�����[�� 

Patohistološki karakter lezLMH�MH�XWYUÿHQ�QD�RVQRYX�VOHGHüLK�NULWHULMXPD������ 

POLIP. Epitel uglavnom bez promena, bazalna membrana tanka ili lako 

]DGHEOMDQD�� X� ODPLQL� SURSULML� HGHP�� ILEULQVNL� GHSR]LWL�� SROMD� VYHåHJ� NUYDUHQMD��

GHSR]LW� JYRåÿD�� HNWDWLþQL� NUYQL� VXGRYL�� WURPER]D� NUYQLK� sudova, 

neovaskularizacija. 

ý925,û��(SLWHO�VD�þHVWRP�SDUDNHUDWR]RP��ED]DOQD�PHPEUDQD�]DGHEOMDQD��X�ODPLQL�

propriji edem, fibroza, bez krvarenja i bez edemskih jezeraca. 

REINKE-ov EDEM. Epitel uglavnom bez promena, bazalna membrana zadebljana, 

u lamini propriji edemska jezerca, pukotinasti prostori, dilatirani krvni sudovi,  
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HNVWUDYDVNXODUQL� HULWURFLWL�� ]DGHEOMDQL� ]LGRYL� VXEPXNR]QLK� NUYQLK� VXGRYD�� þHVWD�

fibroza i fibrin. 

/H]LMH� VX� SDWRKLVWRORãNL� DQDOL]LUDQH� RG� VWUDQH� VWUXþQRJ� SDWRKLVWRORJD� VD�

posebnim interesovanjem za patologiju glave i vrata.  

 

4. Za zahtevne imunohistohemijske metode potom smo izabrali 30 

UHSUH]HQWDWLYQLK�VOXþDMHYD�NRML�VX� 

a) MDVQR� SDWRKLVWRORãNL� SULSDGDOL� EHQLJQLP� OH]LMDPD� ODULQNVD� �SROLSL�� þYRULüL��

Reinke-ovi edemi) 

b) VDGUåDYDOL�GRYROMQX�NROLþLQX�WNLYD�]D�VORåHQH�LPXQRKLVWRKHPLMVNH�PHWRGH 

c) ELOL�EH]�WHKQLþNLK�DUWHIDNWD��IUDJPHQWLVDQ�X]RUDN� 

 

2GOXþLOL�VPR�VH�]D�SULPHQX�WUL�SULPDUQD�PRQRNORQVND�DQWLWHOD� 

- antitelo protiv faktora VIII, koje reaguje sa “von Willebrand” faktorom, 

prisutnim u endotelniP� üHOLMDPD� L� FLWRSOD]PL� PHJDNDULRFLWD�� 2YR�

DQWLWHOR� PRåH� GD� LGHQWLILNXMH� WXPRUH� QDVWDOH� RG� HQGRWHOQLK� üHOLMD� L�

PHJDNDULRFLWQH�SUROLIHUDFLMH�NRVWQH�VUåL�������3RPRüX�RYRJ�DQWLWHOD�VPR�

mogli da ispitamo vaskularne promene kod benignih lezija larinksa. 

- antiteOR�SURWLY�YLPHQWLQD��NRMH�VQDåQR�UHDJXMH�VD�KXPDQLP�YLPHQWLQRP�

L�PDUNLUD�üHOLMH�PH]HQKLPDOQRJ�SRUHNOD�������3RPRüX�RYRJ�DQWLWHOD�ELOL�

VPR�X�PRJXüQRVWL�GD� LVSLWDPR�FHOXODUQH� L�DFHOXODUQH�VWUXNWXUH� ODPLQH�

SURSULMH� PH]HQKLPDOQRJ� SRUHNOD�� V� RE]LURP� QD� þLQMHQLFu da su 

patohistološke promene kod benignih lezija larinksa lokalizovane 

SUHWHåQR�X�ODPLQL�SURSULML� 

- antitelo protiv kolagena IV se vezuje za kolagen IV, koji je glavna 

strukturna komponenta bazalne membrane (40). Primena ovog antitela 

je trebala da nam omRJXüL� LVSLWLYDQMH� SURPHQD� X� ED]DOQRM�PHPEUDQL�

pojedinih benignih lezija larinksa. 
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5. 3ULPHQMHQD� MH� VOHGHüD� LPXQRKLVWRKHPLMVND� PHWRGRORJLMD� ]D� SULPDUQD�

monoklonska antitela protiv faktora VIII, vimentina i kolagena IV: 

a) preseci tkiva benignih lezija larinksa debljine 5 mikrona su stavljeni na    

silikonizirana predmetna stakla (DAKO Co.No.S 3003) i inkubirani u 

termostatu 60 minuta na temperaturi od 60 C° radi postizanja optimalne 

adherencije tkiva za predmetno staklo. Deparafinizacija je izvršena kroz 4 

kivete, u trajanju od po 5 minuta sa ksilolom (“Zorka Pharma”-Šabac Co.No. 

1096), a potom kroz 2 kivete sa apsolutnim alkoholom (“Zorka Pharma-Šabac 

Co.No. 1053), u trajanju od po 3 minuta. Hidracija je dovršena kroz 2 serije 

95% alkohola, a potom su preparati isprani u destilisanoj vodi, u trajanju od 30 

sekundi. Receptorska mesta su otkrivena primenom citratnog pufera u trajanju 

RG���[���PLQXWD��X�PLNURWDODVQRM�SHüQLFL��QD�����:� 

b) sama imunohistohemijska metoda je trofazni proces. Koristili smo LSAB-

metodologiju (DAKO LSAB-2KIT Co.No. 681), koja se koristi i za mišija i za 

]HþLMD� SULPDUQD� DQWLWHOD�� 8� prvoj fazi smo uklonili aktivnost endogene 

peroksidaze i blokirali neimunološko vezivanje. U drugoj fazi smo primenili 

VSHFLILþQR�SULPDUQR�DQWLWHOR��NDR�L�VHNXQGDUQR�YH]XMXüH�DQWLWHOR��8�WUHüRM�ID]L�

VPR�RPRJXüLOL�GHORYDQMH�HQ]LPD�SHURNVLGD]H�QD�VXSVWUDW�KURPRJHQD�L�ERMHQMH�

VSHFLILþQLK�UHFHSWRUVNLK�PHVWD��7R�VPR�RVWYDULOL�NUR]�VOHGHüH�SRVWXSNH� 

- Rabbit Anti-Human Factor VIII-Related Antigen  (DAKO Co.No. 

N1505) smo primenili na preparatima koji su isprani kroz nekoliko 

kiveta u kojima se nalazio 0, 3% H2O2 u metanolu, u trajanju od 30 

PLQXWD�� QD� VREQRM� WHPSHUDWXUL� L� QD� WDM� QDþLQ� EORNLUDOL� DNWLYQRVW�

endogene peroksidaze. Preseci tkiva su inkubirani sa primarnim 

antitelom SUHNR� QRüL�� QD� WHPSHUDWXUL� RG� �� &��� SRVOH� UHKLGUDWDFLMH��

3ULPHQLOL�VPR�VHNXQGDUQR�YH]XMXüH�DQWLWHOR�8OH[�HXURSDHXV��DQWL-Ulex 

antiserum). 

- Monoclonal Mouse Anti-Vimentin, Vim 3B4 (DAKO Co.No. N1583) 

VPR�SULPHQLOL�SRPRüX�),7&�PHWRGH��5HFHSWRUVND�PHVWD�VX�SUHthodno 



 37 

RWNULYHQD�SULPHQRP�IRVIDWQRJ�SXIHUD��3UHLQNXEDFLMD�MH�XþLQMHQD�NR]LMLP�

VHUXPRP�� UD]EODåHQLP� ������ X� WUDMDQMX� RG� ��� PLQXWD�� ,QNXEDFLMD��

SULPDUQLP�PRQRNORQVNLP�DQWLWHORP�SURWLY�YLPHQWLQD��UD]ODåHQLP�����MH�

trajala 45 minuta na temperaturi od 22 C°.  

- Monoclonal Mouse Anti-Human Collagen IV, CIV 22 (DAKO 

Co.No. N1536) smo primenili na preparatima, koji su prethodno isprani 

sa 3% H2O2 u metanolu, u trajanju od 15 minuta, kako bi se 

inaktivirala endogena peroksidaza. Potom su preparati isprani u 

fosfatnom puferu 3 x 10 minuta. Preinkubacija sa normalnim kozijim 

serumom je trajala 30 minuta. Potom smo izvršili inkubaciju sa 

primarnim monoklonskim antitelom, razbODåHQLP�������� X� WUDMDQMX�RG�

30 minuta, na sobnoj temperaturi. 

Za pozitivnu kontrolu je upotrebljeno tkivo normalne glasnice, a za 

QHJDWLYQX� WDNRÿH� WNLYR� QRUPDOQH� JODVQLFH�� QD� NRMH� QLMH� SULPHQMHQR� SULPDUQR�

antitelo. 

Rezultati su prikazani tabelarno i grafiþNLP�GLMDJUDPLPD��D�PLNURIRWRJUDILMH�

reprezentativnih uzoraka su prikazani na tablama I, II i III. 

 

 

8�RNYLUX�PDJLVWDUVNH� WH]H�XUDÿHQD� MH� L� UHWURVSHNWLYQD� VWXGLMD�X� NRMRM� VPR�

UHYLGLUDOL� ��� VOXþDMHYD� SDWRKLVWRORãNL� GLMDJQRVWLNRYDQLK� EHQLJQLK� OH]LMD� ODULQNVD 

�SROLSL�� þYRULüL�� 5HLQNH-ovi edemi) pacijenata operisanih na odeljenju 

otorinolaringologije KBC Zemun u periodu od 01.01.2000. do 01.09.2000. godine. 

5HYL]LMD� MH� XþLQMHQD� X� SDWRKLVWRORãNRM� ODERUDWRULML� .%&� =HPXQ� RG� VWUDQH�

istog patohistologa, koji nije bio prethodno upoznat sa makroskopskom i 

mikroskopskom dijagnozom. 

,VSLWDQD� MH� SRGXGDUQRVW� NOLQLþNH� L� SDWRKLVWRORãNH� GLMDJQR]H�� D� UH]XOWDWL� VX�

DQDOL]LUDQL�UHSUH]HQWDWLYQLP�VWDWLVWLþNLP�PHWRGDPD�L�SULND]DQL�WDEHODUQR�L�JUDILþNL� 

 

 


