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SAŽETAK  

 

Godišnje se dokumentira oko 100000 novo oboljelih osoba od karcinoma 

larinksa, od kojih su najčešći planocelulani karcinomi larinksa (engl. LSCC 

ili Larengial Squamous Cell Carcinoma). Procjenjuje se da je postotak 

petogodišnjeg preživljavanja pacijenata 60%, a podaci o smrtnosti o LSCC 

ostaju isti već godinama. Zadnjih godina raste interes za istraživanje veze 

cirkadijalnog ritma  i razvojem raznih tumora poput leukemije, karcinoma 

dojke, pluća, endometrija, bubrega, kože, želuca, jetre te oralnih 

karcinoma i karcinoma glave i vrata, no u literaturi nisu objavljeni podaci 

o povezanosti LSCC i cirkadijalnog sustava. Cirkadijalni sustav regulira 

razne fiziološke i bihevioralne procese poput aktivnosti, apetita, 

metabolizma i ekspresije gena. Njegov molekularni mehanizam temelji se 

na kompleksnoj autoregulacijski transkripcijsko-translacijske povratnoj 

sprezi čiji su akteri mnogi geni, uključujući i negativno regulirajuće satne 

gene PERIOD (PER1, PER2 i PER3). Sa svrhom boljeg razumijevanja 

cirkadijalne ekspresiji u tumorima, analizirali smo ekspresijski profil 

cirkadijalnih satnih PER gena u tkivima pacijenta sa dijagnosticiranim 

planocelularnim karcinomom larinksa. Tkiva oboljelih pacijenata smo 

homogenizirali nakon čega smo izolirali RNA i proveli reverznu 

transkripciju, kako bi kvantificirali ekspresiju PER1, PER2 i PER3 gena 

pomoću metode lančane reakcije polimerazom u realnom vremenu. 

Usporedbom genske ekspresije PER gena u tumorskom i tumoru 

pridruženom tkivu, dobili smo rezultate  koji pokazuju kako sva tri PER 

gena imaju smanjenu relativnu ekspresiju, gdje PER1 i PER3 imaju 

statistički značajno smanjenu ekspresiju (p<0,05), od čega PER3 ima 

najnižu ekspresiju. Navedeni rezultati impliciraju korelaciju smanjene 

ekspresije cirkadijalnih PER gena sa patogenezom LSCC i to posebice gena 

PER3.  

Ključne riječi: Planocelularni karcinom grkljana (LSCC), cirkadijalan 

ritam, satni geni, PER1, PER2, PER3 

  



ABSTRACT 

 

Every year there is about 100 000 new cases of laryngeal cancer and most 

of them belong to the laryngeal squamous cell carcinoma or LSCC 

subgroup. The 5-year survival rate is 60%, and the data about the 

lethality of LSCC stays the same for years. Many studies link the 

disruption of circadian rhythm with development and tumour progression 

of different types of cancers like leukaemia, endometrial cancer, breast, 

lung, kidney, skin, stomach, liver, oral and head and neck cancers. 

However, there is no literature that connects circadian rhythm and LSCC 

in particular. Circadian system regulates many physiological and 

behavioural processes like activity, appetite, metabolism and gene 

expression. Its molecular mechanism is based on complex autoregulatory 

transcriptional-translational feedback loops composed of different clock 

genes including negatively regulating PERIOD genes (PER1, PER2 and 

PER3). With the purpose of better understanding the circadian gene 

expression in cancer and adjacent non-cancer tissues, we analysed the 

gene expression profile of circadian clock PER genes in LSCC patients. 

After homogenization of patient's tissues, and the RNA isolation, the 

reverse transcription was performed. The Real Time PCR method was used 

to quantify and analyse the expression of PER1, PER2 and PER3 genes.Our 

results showed downregulation of all three PER genes. PER1 and PER3 

have statistically significant downregulation (p<0,05), and PER3 has the 

strongest downregulation. These results indicate correlation of 

downregulation of circadian PERIOD genes, especially the PER3, with the 

LSCC pathogenesis. 

 

 

 

Key words: Laryngeal squamous cell carcinoma(LSCC), circadian rhythm, 
clock genes, PER1, PER2, PER3 
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1. UVOD 
 

1.1. Planocelularni karcinom larinksa 

Planocelularni ili skvamozni karcinom glave i vrata (engl. HNSCC ili Head 

and neck squamous cell carcinoma) se sastoji od heterogene grupe 

tumora koji nastaju iz gornjeg dišnoprobavnog sustava obuhvaćajući usnu 

i nosnu šupljinu, nazofarinks, orofarinks, hipofarinks te grkljan1. Radi se o 

jednom od najčešćih karcinoma u svijetu koji je odgovoran za preko 

550000 novodijagnosticiranih pacijenata i oko 300000 smrtnih slučajeva 

godišnje2. Od ukupnog broja zloćudnih HNSCC slučajeva, 25% se odnosi 

na  karcinom grkljana, dok na karcinom grkljana otpada 2.4% sveukupnih 

zloćudnih karcinoma u svijetu. Također, više od 95% karcinoma grkljana 

su planocelularni karcinomi larinksa (engl. LSCC ili laryngeal squamous 

cell carcinoma). Kod mnogih oboljelih, uznapredovali LSCC se širi i na 

limfne čvorove ili na druge organe što opisuje i poznata TNM klasifikacija. 

TNM definira tumore i tumorske agregate uzimajući u obzir njegovu 

poziciji i određene kvalitete primarnog tumora (T), infiltrirajuće regionalne 

limfne čvorove (N) te postajanje metastaza (M) (Tablica 1). Rani stadij 

karcinoma je u većini slučajeva moguće izliječiti operativnim zahvatom ili 

radioterapijom, dok je napredni oblik karcinoma puno teže liječiti3. Naime, 

petogodišnja stopa preživljavanja kod naprednih oblika karcinoma larinksa 

je 60%. Svake godine dijagnosticira se oko 100000 novooboljelih od 

karcinoma larinksa i neovisno o napredcima u medicini, podaci o smrtnosti 

uzorkovanih karcinom larinksa ostaju isti već godinama4.   

Rizični faktori karcinoma larinksa podrazumijevaju okolišne čimbenike 

poput konzumacija duhana, alkohola, kave, izloženost štetnim 

kancerogenim kemikalijama poput silijske prašine, infekcija virusom HPV 

(humanopapiloma virus) i EBV (Epstein Barr virus)5. Također, osim 

okolišnih, i razni genetski čimbenici se povezuju sa LSCC, a oni uključuju 

polimorfizme u određenim genima uključenim u patogenezu (primjerice 

kriptokrom P450, FAS, glutation S transferaza, metaloproteinaza MMP1 te 
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MMP2), inaktivaciju tumor supresora (npr. p53, p16), aktivaciju onkogena 

( npr. c-myc) te deregulaciju različitih ciklina6–10.  

Tablica 1 (Po uzoru na 11) TNM je metoda za klasifikaciju tumora. Kriteriji za 

klasifikaciju su veličina tumora (T), prisutnost regionalnih metastaza u vratnim 

limfnim čvorovima (N) i prisutnost udaljenih metastaza (M). 
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1.2. Cirkadijalni sustav 

U mnogim stanicama i tkivima događaju se biološki procesi koji imaju 

sposobnost oscilacije tj. pokazuju intervale aktivnosti različitog intenziteta. 

Molekule, stanice i tkiva koja imaju svojstvo oscilacije nazivaju se 

oscilatorima i djeluju kao dio kompleksnog cirkadijalnog oscilatorskog 

sustava. Cirkadijalni oscilatori imaju, otprilike, 24 satnu periodičnost, 

unutar koje se stvaraju promjene u ekspresiji cirkadijalnih gena kako bi se 

kontrolirali i sinkronizirali kompleksni fiziološki procesi. Cirkadijalni 

oscilatori djeluju proaktivno i imaju mogućnost resetirati se pri promjeni 

vanjskih signala kako bi se organizam bolje prilagodio okolišu. Najpoznatiji 

vanjski signal je svijetlost i većina bioloških organizama imaju 

specijalizirane fotoreceptivne i fototransduktivne mehanizme koji djeluju u 

sklopu cirkadijalnog sustava12. Upravo pomoću cirkadijalnih oscilatora i 

vanjskog signala svijetlosti organizam prilagođava svoj period aktivnosti i 

neaktivnosti ciklusnoj izmjeni svijetlosti i tame13.  

Cirkadijalni sustav se uglavnom sastoji od tri glavna dijela: ulazni signal 

koji podešava vrijeme (zeitgeber), središnji oscilator koji generira 

cirkadijalni signal te izlazni signal koji predstavlja fiziološke procese i 

ponašanje poput hormonalne oscilacije, lokomotorne aktivnosti, uzimanje 

hrane, temperatura, itd. (Slika 1). U sisavaca, zeitgeber prolazi do 

glavnog oscilatora, suprahijazmatske jezgre (engl. SCN ili suprachiasmatic 

nucleus) u hipotalamusu, koji usklađuje djelatnost drugih perifernih 

oscilatora smještenih u različitim tkivima (primjerice retina, jetra, pluća, 

srce, tiroidna žlijezda, itd.)14,15. Na ovaj način organizmi poput sisavaca 

efikasno organiziraju i koordiniraju svoje sustave u vremenskom okviru od 

24 sata.  

Jedan od dobro proučenih primjera tkiva na koje utječe cirkadijalni 

oscilatorski sustav su jetra. Naime, SCN registrira zeitgeber 

hranjenja/gladovanja u obliku metabolita hrane (npr. glukoza, kolesterol, 

itd.), hormona (npr. grelin, leptin, itd.) ili intracelularnog redoks stanja 

(omjer NAD(P)H/NAD(P)+) te šalje signal perifernom cirkadijalnom tkivu, 
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jetri, da uskladi djelatnost stanica i molekula zaslužnih za metaboličke 

signalne puteve, energetsku homeostazu, procesiranje hrane i 

detoksikaciju. Ovako cirkadijalni ritam doprinosi optimizaciji procesiranja 

hrane ( npr. enzimi glikogen sintaza i glikogen fosforilaza djeluju u 

različitim vremenski periodima) te limitiranju metaboličkih procesa koji 

proizvode štetne nusprodukte (npr. slobodni radikali) u specifičnom 

vremenskom okviru15.  

 

 

Slika 1 (Po uzoru na 14) Shematska organizacija cirkadijalnog sustava na 

sistemskoj razini. Cirkadijalni sustav sastoji se od ulaznog signala, 

cirkadijalnog centralnog oscilatora te izlaznog signala. U višestaničnih 

organizama cirkadijalni sustav je kompleksniji nego kod jednostaničnih. U 

višestaničnih organizama ulazni signal (zeitgeber) može biti različit te 

može uključivati temperaturu i svijetlost ili čak socijalne interakcije16. SCN  

prenosi dobivene informacije pomoću raznih signalnih molekula drugim 

perifernim oscilatorima. Dolazi do konačnog izlaznog signala u obliku 

lokomotorne aktivnosti, temperaturne prilagodbe, razine glukoze u krvi, 

itd. Također, primarno vanjski izlazni signal (zeitgeber) može postati i novi 

unutarnji signal (zeitgeber) koji može ponovno angažirati cirkadijalni satni 
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mehanizam. Nadalje, u višestaničnih organizama, neki periferni sustavi 

pokazuju autonomnost i neovisnost o SCN-u te vanjski ulazni signal može 

direktno utjecati na periferne oscilatore.  

 

1.3. Molekularni mehanizam cirkadijalnih oscilatora 

Skoro svaka stanica organizma posjeduje sposobnost cirkadijalne 

oscilacije za koju je zaslužan specifični cirkadijalni molekularni 

mehanizam. Takav mehanizam se sastoji od transkripcijsko-translacijskih 

povratnih petlji  koje uključuju oko desetak prepoznatih cirkadijalnih 

takozvanih satnih (engl. clock) gena (PER1, PER2, PER3, CRY1, CRY2, 

CLOCK, BMAL1, CK1ε, NPAS2, REV-ERBα i RORα)17. Transkripcijsko-

translacijske povratne petlje se oslanjaju na pozitivno regulirajuće satne 

gene poput CLOCK i BMAL1 i negativno regulirajuće satne gene poput 

PER1,2,3 i CRY1,2 (Slika 2).  

Tijekom dana geni CLOCK i BMAL1 stvaraju heterodimere koji se vežu na 

E kutije promotora negativno regulirajućih gena PER i CRY kako bi se 

potaknulo njihovo prepisivanje. Prepisani geni PER i CRY se prevode u 

proteine, akumuliraju i dimeriziraju u PER-CRY proteinski kompleks u 

citoplazmi stanice. Navedeni kompleks se potom translocira u jezgru preko 

noći gdje supresira aktivnost BMAL1-CLOCK kompleksa zaustavljajući 

vlastitu transkripciju. Također, postoji i sekundarna transkripcijsko 

translacijska povratna petlja koja uključuje elemente REV-ERBα i RORα. 

Naime, u jezgri BMAL-CLOCK kompleks se veže za E kutije promotora 

REV-ERBα i RORα čime se ostvaruje njihovo prepisivanje. REV-ERBα i 

RORα se potom natječu u vezanju za ROR element na BMAL1 

promotorskoj regiji. Ako se REV-ERBα veže za BMAL1 promotor zaustavlja 

se BMAL1 prepisivanja, ipak, ako se RORα  veže za BMAL1 promotor dolazi 

do prepisivanja BMAL1 (Slika 3).  
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Ovakva autoregulacijska transkripcijska povratna sprega traje otprilike 24 

sata. Ciklična ekspresija cirkadijalnih satnih gena te posljedična nizvodna 

cirkadijalnim genima kontrolirana ekspresija gena i proteina je način 

djelovanja karakterističan za cirkadijalni sustav1,18. Na ovaj način 

cirkadijalni geni generiraju ritam vlastite transkripcije. Mnogo gena prati 

ritam cirkadijanog sustava, zapravo cirkadijalni satni geni kontroliraju 2%-

10% gena u genomu sisavaca. Takvi geni se nazivaju CCG (od engl. Clock 

Controled Genes) i zaslužni su za bitne fiziološke i bihevioralne procese17; 

npr. c-myc, gen s ulogom poticanja proliferacije stanica ili ciklin D1 koji 

inicira tranziciju stanice kroz G1 fazu staničnog ciklusa19,20.  

 

 

Slika 2 (Po uzoru na 12) Shematski prikaz transkripcijsko translacijske 

autoregulatorne povratne sprege cirkadijalnih oscilatora. Cirkadijalni 

sustav se oslanja na pozitivne (potiču transkripciju) i negativne elemente 

(zaustavljaju transkripciju). Uloga negativnih elemenata je blokiranje 

djelovanja pozitivnih elemenata koji imaju ulogu aktivacije satnih gena i 

CCG (od engl. Clock Controled Genes). 

 

 

Pozitivni elementi 

Negativni elementi 

Ritmički 
metabolizam i 
ponašanje 

Satni ''clock'' geni 

Izlazni signal- geni kontrolirani satnim genima (ccg) 
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Slika 3 (Preuzeto iz 21) Shematski prikaz molekularnog sata u sisavaca. 

Primarna autoregulacijska petlja se sastoji od negativnih elemenata (PER i 

CRY) koji reagiraju sa pozitivnim elementima (BMAL1 i CLOCK). BMAL1-

CLOCK dimer aktivira transkripciju PER i CRY gena. PER i CRY proteini 

dimeriziraju i reagiraju sa CLOCK-BMAL1 kompleksom inhibirajući njegovo 

djelovanje. Nakon nekog vremena dolazi do degradacije PER proteina 

preko CK1ε te započinje novi cirkadijalni ciklus. Sekundarna 

autoregulacijska petlja uključuje REV-ERBα i RORα gene koji su mjesto 

ciljnog djelovanja CLOCK-BMAL1 aktivatorskog kompleksa. Prepisan i 

preveden REV-ERBαse natječe se sa RORα u vezanju za BMAL1 

promotorsku regiju. REV-ERBα inhibira prepisivanje BMAL1, dok RORα 

potiče prepisivanje BMAL1.  

Degradacija 
proteosomom 
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1.4. Deregulacija ekspresije PER gena i njihova implikacija kod 

različitih karcinoma 

PER geni su negativno regulirajući satni geni sa mogućnosti regulacije 

vlastite ekspresije. Per je prvi otkriveni „clock gen”, gdje je karakteriziran 

kao mutacija gena Drosophile koji utječe na dužinu cirkadijalnog perioda 

kod modelnog organizma vinske mušice22. U sisavaca postoje 3 PERIOD 

gena PER1, PER2 i PER3 koji su bitni dijelovi cirkadijalnog molekularnog 

sustava čija ispravna aktivnost određuje normalno fiziološko 

funkcioniranje organizma. Deregulacija cirkadijalnog sustava i njegovih 

molekularnih PER komponenti vodi do razvoja različitih bolesti23. 

 

1.4.1. Gen PER1 

PER1 je gen koji kodira za istoimeni protein, a lociran je na ljudskom 

kromosomu 17  (17p13.1)24 i igra važnu ulogu u regulaciji cirkadijalnog 

ritma. Mnoge studije, stoga, pokazuju njegovu deregulaciju u različitim 

bolestima poput karcinoma. Produkt normalnog PER1 gena inhibira rast 

karcinoma prostate i debelog crijeva, dok abnormalna ekspresija PER1 

gena vodi do razvoja karcinoma dojke, leukemije, karcinoma endometrije, 

karcinoma pluća, oralnog karcinoma25,26. Nadalje, poremećaj u staničnom 

ciklusu je jedan od glavnih uzroka maligne transformacije stanica, a 

istraživanja pokazuju abnormalnu ekspresiju proteina ciklina i p53 

uzorkovanih abnormalnom ekspresijom PER1 gena. Upravo je poremećena 

ekspresija PER1 povezana sa abnormalnim staničnim ciklusom i 

inhibicijom popravka DNA oštećenja, što su ujedno i glavna svojstva 

maligno transformiranih stanica17,27. Također, kod karcinoma glave i vrata 

PER1 ima smanjenu ekspresiju, a utišavanje PER1 gena kod iste bolesti 

rezultira abnormalnom ekspresijom raznih gena zaslužnih za kontrolu 

staničnog ciklusa26.  
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1.4.2. Gen PER2 

PER2 koji kodira za istoimeni protein  se nalazi na ljudskom kromosomu 2 

na poziciji 2q37.3 28 te je važan čimbenik u progresiji stanice kroz stanični 

ciklus i održavanju ravnoteže između stanične proliferacije i apoptoze. 

Također, pošto je mnogo gena koje PER2 regulira nizvodno, zaslužno za 

održavanje staničnog ciklusa, poremećaj u ekspresiji PER2 uzrokuje i 

poremećaj u staničnom ciklusu. Kao što je spomenuto deregulacija 

staničnog ciklusa je jedan od glavnih uzroka maligne transformacije. PER2 

regulira bitne komponente staničnog ciklusa (cikline i p53) te ima tumor 

supresorsku ulogu, a istraživanja pokazuju kako promjena u njegovoj 

ekspresiji uzrokuje razne vrste karcinoma. Ekspresija PER2 je snižena kod 

karcinoma dojke, kože, bubrega, jetre, debelog crijeva, želuca te glave i 

vrata29. 

 

1.4.3. Gen PER3 

PER3 koji kodira za istoimeni protein se nalazi na ljudskom kromosomu 1 

(1p36.23)30. Snižena ekspresija PER3 korelira sa manjim potencijalom 

diferencijacije stanica, metastazama na limfnim čvorovima, sa visokim 

TNM stadijem kod NSCLC (Non small cell lung carcioma) te sa niskom 

stopom postoperativnog preživljavanja kod iste bolesti31. Slični rezultati su 

dobiveni i u istraživanjima na karcinomu dojke te na kolorektalnom 

karcinomu32,33. Nadalje, u HNSCC pacijenata PER3 ima sniženu ekspresiju 

te se povezuje sa niskim stupnjem postoperativnog preživljavanja, 

dubljom invazijom tumora u tkiva te sa većom masom tumora1. 

Cirkadijalni profil satnih gena u LSCC nije dovoljno istražen, stoga smo 

analizirali ekspresiju PER1, PER2 i PER3 gena u oboljelih pacijenta 

koristeći kvantitativne lančane reakcije polimerazom u realnom vremenu 

(RT-PCR, od engl. Real Time Polymerase Chain Reaction). Obzirom da 

nema dostupne literature vezane uz ovu temu, očekujemo da će rezultati 

ovog diplomskog rada doprinijeti boljem razumijevanju učinka 

deregulacije ekspresije cirkadijalnih PERIOD gena u planocelularnom 

karcinomu larinksa.  
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2. CILJ RADA 
 

SVRHA:  

 

Kako bi istražili razlike u cirkadijalnoj transkripcijskoj kontroli unutar 

tumorskog tkiva naspram tumorom-nezahvaćenog okolnog tkiva istih 

pacijenata, u ovom diplomskom radu ćemo analizirati ekspresijski profil 

cirkadijalnih satnih PERIOD gena u biopsijama tkivima pacijenata 

dijagnosticiranih s planocelularnim karcinomom larinksa. 

 

CILJEVI: 

1. Analizirat ćemo razlike u ekspresiji cirkadijalnih satnih PER1, PER2 i 

PER3 gena unutar tumorskog tkiva naspram tumorom-nezahvaćenog 

okolnog tkiva istih pacijenata oboljelih od planocelularnog karcinoma 

larinksa. 

2. Uspoređivat ćemo razlike u ekspresiji PER1, PER2 i PER3 gena unutar 

tumorskog tkiva naspram tumorom-nezahvaćenog okolnog tkiva istih 

pacijenata kako bismo razjasnili eventualno postojanje ovisnosti razlika u 

ekspresiji satnih gena i stadija bolesti. 
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3.MATERIJALI I METODE 
 

3.1. Uzorci i pacijenti 

Prikupili smo uzorke tkiva od 6 pacijenata oboljelih od planocelularnog 

karcinoma larinksa. Uzorci uključuju tumorsko i pripadajuće tumorom-

nezahvaćeno tkivo istih pacijenata. Navedene uzorke smo dobili nakon 

operativnog zahvata u bolnicama: "dr. Josip Benčević", Slavonski Brod, 

Klinički bolnički centar Osijek (KBC Osijek) i KBC Zagreba (Rebro) tijekom 

2017. i 2018. godine. Glavne kliničke i patološke informacije o  

pacijentima su prikazane u tablici 1, a uključuju demografske (dob i spol) i 

patološke karakteristike (TNM klasifikacija). Svi pacijenti su potpisali 

informirani pristanak za sudjelovanje u istraživanju, a protokol istraživanja 

je odobren od strane Etičkog povjerenstva uključenih kliničkih centara . 

Prilikom dobivanja uzoraka, tkiva smo obilježili identifikacijskom šifrom i 

odmah pohranili u tekućem dušiku ili na -80°C.  
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Tablica 2 Karakteristike pacijenata oboljelih od planocelularnog 

karcinoma larinksa. 
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3.2. Homogenizacija tkiva 

Tumorsko i pripadajuće tumorom nezahvaćeno tkivo iz 6 pacijenata smo 

homogenizirali pomoću MagNa Lyser (Roche) instrumenta i odgovarajućih 

MagNa Lyser Green Beads(Roche) tuba. Uzorke smo premjestili iz 

hladnjaka ( -80°C ) u prethodno ohlađene MagNa Lyser Green Beads tube 

(na +4°C). U ohlađene Green Beads smo stavili 600 μL RLT lizirajućeg 

pufera i 2 μL beta-merkaptoetanola za denaturaciju enzima RNaza. U 

pripremljenu otopinu smo uronili komadić tkiva te smo Magna Lyser Green 

Beads tuba postavili u MagNa Lyser instrument na centrifugiranje (6 500 

rpm/50 sek). Centrifugiranje smo radili 2 puta, a između svakog smo 

uzorke hladili na prethodno ohlađenom željezno stalku ( na -20°C). 

Inkubacija od 20 minuta se odvijala na sobnoj temperaturi nakon koje su 

uzorci centrifugirani u centrifugi Centrifuge 5427 R (Eppendorf) na 10 000 

rpm/2 min. 
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3.3. Izolacija RNA 

 

 
 
 
 
 
 

Slika 4 (Slika preuzeta iz Qiagen Rneasy kit protokola). Prikaz izolacije RNA. 
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Iz homogeniziranih tumorskih i tumorom nezahvaćenih tkiva smo izolirali 

RNA pomoću RNeasy Mini Kita(Qiagen). Na supernatant, dobiven 

postupkom  homogenizacije, smo dodali jedan volumen 70%-tnog etanola 

za precipitaciju nukleinskih kiselina. Potom smo 700 μL uzorka prebacili na 

Qiagen Rneasy mini kolonicu nakon čega smo centrifugirali (11 000 

rpm/20 sek). Nakon centrifugiranja, Qiagen kolonica smo prebacili u 

kolekcijsku tubicu te dodali 350 μL RWI pufera za ispiranje biomolekula. 

Uzorak smo ponovno centrifugirali (11 000 rpm/20 sek)nakon čega smo u 

Qiagen kolonicu s uzorkom dodali 80 μL miksa otopine DNaze i RDD 

pufera za razgradnju DNA (10 μL DNaze i 70 μL RDD-a). Nakon inkubacije 

od 15 minuta na sobnoj temperaturi, uzorak smo isprali s 350 μL RWI 

pufera te ga centrifugirali na 11 000 rpm/20 sek. Poslije smo na Qiagen 

kolonu dodali 500 μL RPE pufera (razrijeđen s etanolom prema uputama 

proizvođača) za ispiranje preostalih soli. Ispiranje smo proveli 2 puta, a 

između smo centrifugirali na 11 000 rpm (na 20 sekundi, potom na 2 

minute). Uzorak smo prebacili u kolekcijsku tubicu te ga eluirali sa 

membrane pomoću 35 μL vode centrifugiranjem (11 000 rpm/1 min). Po 

završetku navedenog postupka smo provjerili koncentraciju i čistoću 

mjerenjem apsorpcije eluirane RNA na 260 i 280 nm. Za potonje smo 

koristili BioDrop uređaj. Uzorke smo pohranili u hladnjak na -80°C.  

 

3.4. Reverzna transkripcija RNA 

Sveukupnu izoliranu RNA (1 μg) iz tumorskog i tumorom nezahvaćenog 

tkiva smo prepisali u cDNA pomoću High Capacity cDNA Reverse 

Transcription kita (Applied Biosystems). Potom smo pripremili 10 μL RT 

master miks otopine prema uputama proizvođača. Master miks 

komponente uključuju: 2 μL RT pufera, 2 μL RT nasumičnih početnica, 0.8 

μL dNTP miksa, 1 μL enzima reverzne transkriptaze, 1 μL inhibitora RNaze 

i  3.2 μL vode bez nukleaza. Miks se kontinuirano hladio na ledu. U 

pripremljen master miks smo dodali 10 μL uzorka. Proveli smo RT-PCR 

reakciju (u volumenu od 20 μL) na termalnom PCR instrumentu ProFlex 
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(Applied biosystems) sa sljedećim parametrima: 25°C 10 minuta, potom 

37°C 120 minuta, 85°C 5 minuta te 4°C na neodređeno. Nakon provedene 

reakcije provjerili smo koncentraciju dobivene cDNA na BioDrop 

instrumentu. Na kraju smo uzorke skladištili na - 20°C. 

 

3.5. RT-PCR  

Za kvantifikaciju genske ekspresije cirkadijalnih PER gena tumorskog i 

tumorom nezahvaćenog  tkiva koristili smo pre-dizajnirani esej TaqMan 

Gene Expression (Applied Biosystems) na instrumentu Applied Biosystems 

7500 Fast Real-Time PCR System. Svaka reakcijska smjesa za PCR (20 

µL) sadržavala je 10 µL TaqMan Master Miksa, 1  µL  TaqMan Gene 

Expression eseja, 7 µL vode i 2 µL uzorka razrijeđenog 20 puta. Korišten 

TaqMan Gene Expression esej je obuhvaćao specifične pre-dizajnirane 

početnice za amplifikaciju PER1, PER2 i PER3 gena te gena za endogenu 

kontrolu 18S i GAPDH. Uz navedeno, esej je imao i pre-dizajniranu 

TaqMan fluorescentno označenu probu sa vezanom FAM bojom i Q 

prigušivačem. Poslije pripreme reakcijske smjese postavili smo sljedeće 

uvjete ciklusa PCR reakcije na instrumentu 7500 Fast Real-Time PCR 

System: inkubacija na 95 °C (10 min) za toplinsku aktivaciju Taq DNA 

polimeraze, zatim 95 °C (15 s) za DNA denaturaciju te 60 °C (1 min) za 

vezanje početnica i produljivanje. Uzorak se amplificirao u 40 ciklusa. Za 

esej smo koristili pločice od 96 jažica u koje smo pipetirali  triplikate 

otopina za svaki geni te 5 kontrola bez predloška (non-template control) 

za gene PER1, PER2, PER3, 18S i GADPH. 

 

3.6. Analiza podataka 

Analiza podataka relativne genske ekspresije  tumorskog i tumorom 

nezahvaćenog tkiva smo proveli pomoću REST 2009 V.1.programa. REST 

koristi Pfaffl metodu te spareni, fiksirani i nasumični test raspodjele 

(Pairwise Fixed Reallocation Randomization Test) koji upućuje na 
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značajnost rezultata. Za normalizaciju ekspresije smo koristili humane 

gene GAPDH i 18S (tzv. houskeeping genes).  

Osim REST programa upotrijebili smo i SPSS V.22.0.0.0 program u kojem 

smo proveli statistički parametrijski spareni t test i neparametrijski 

Wilcoxonov test. U oba testa smo koristili ΔCT (treshold cycle) vrijednosti 

tumorskog i tumorom nezahvaćenog tkiva sa statističkom značajnosti 

postavljenom na 0.05. 

   U konačnici, rezultate dobivene iz REST programa, smo prezentirali kao 

aritmetičku sredinu ± interval pouzdanosti (confidence interval). P 

vrijednost manja od 0.05 se smatra statistički relevantnom. 
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 4. REZULTATI 
 

4.1. Promijenjena ekspresija cirkadijalnih PER gena u pacijenata s 

planocelularnim karcinomom larinksa 

U ovom istraživanju koristili smo metodu lančane reakcije polimerazom  u 

realnom vremenu (Real Time PCR ili RT-PCR) za analizu genske ekspresije 

cirkadijalnih PER gena u tumorima i pripadajućim, tumorom-

nezahvaćenim tkivima pacijenata oboljelih od planocelularnog karcinoma 

larinksa. Odabrana metoda analize je izuzetno osjetljiva i reproducibilna 

zbog čega se često koristi za procjenjivanje ekspresije gena. Za 

određivanje genske ekspresije kvantificirala se mRNA, a kvantifikacija je 

izvršena RT PCR-om u dva koraka. Spomenuta RT PCR metoda 

podrazumijeva: PCR za reverznu transkripciju gdje se sintetizira cDNA i 

PCR u Realnom Vremenu u kojem se umnaža cDNA te se prikupljaju 

podaci o genskom izražaju. Detekciju i kvantifikaciju proučavanih gena 

smo proveli mjerenjem fluorescentnog signala specifično pre-dizajniranih 

TaqMan proba. Do fluorescencije dolazi nakon hibridizacije te hidrolize 

probe na ciljnom mjestu nukleinske kiseline, stoga razina fluorescencije 

predstavlja razinu umnoženih gena. Rezultati se detektiraju pomoću 

granične vrijednosti (threshold vrijednosti-Ct vrijednost, iz engl. threshold 

cycle) koja označava dovoljnu razinu fluorescencije nužnu za detekciju 

svakog uzorak te se uvijek postavlja u eksponencijalnoj fazi amplifikacije 

PCR produkta. Kada se umnoži dovoljno DNA detektira se fluorescentni 

signal, a Ct je ciklus umnažanje u kojem se ta detekcija dogodila. Što je 

Ct vrijednost veća to je početna količina kopija ciljnog gena u uzorku 

manja. 

S ciljem određivanja razlike u ekspresiji cirkadijalnih PER1, PER2 i PER3 

gena u analiziranim tkivima, proveli smo relativnu kvantifikaciju ekspresije 

gena iz uzoraka ukupno 6 pacijenata. Ekspresiju proučavanih PER gena 

smo normalizirali referentnim 'tzv. housekeeping' genima GAPDH i 18S 

(endogena kontrola) te smo izračunali relativnu promjenu ekspresije 
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(engl. fold change) iz dobivenih Ct vrijednosti amplifikacije gena 

tumorskog i tumorom-nezahvaćenog pripadajućeg tkiva. Endogena 

kontrola odnosno 'housekeeping' geni podrazumijevaju gene koji imaju 

konstitutivnu tj. kontinuiranu ekspresiju. Kao prikaz relativne genske 

ekspresije PER gena odabrali smo fold promjenu koja prikazuje koliko je 

puta ekspresija određenog gena veća ili manja u uzorku u odnosu na 

kontrolu. Dobiveni rezultati upućuju na sniženu ekspresiju gena PER1 i 

PER3 u tumorskom tkivu u odnosu na pripadajuće, tumorom-nezahvaćeno 

tkivo (Slika 1). Od dva navedena PER gena, PER3 ima nižu gensku 

ekspresiju. Promjena u ekspresiji oba gena je statistički značajna 

(p<0.05), a iznosi svih fold promjena i odgovarajućih statističkih izračuna 

za sve PER gene su navedeni u Tablici 3. Rezultati genske ekspresije u 

pacijenata dobiveni su REST programom, a pri analizi podataka smo 

uzimali u obzir samo tkiva pacijenata sa definiranom TNM klasifikacijom.  

 

 

 

Slika 5 Ekspresija PER gena u pacijenata oboljelih od planocelularnog karcinoma 

larinksa određena metodom RT-PCR. Prikazana je relativna mRNA ekspresija 3 

cirkadijalna gena: PER1, PER2 i PER3. Relativna ekspresija (engl. fold change) 

kod svih pacijenata je izračunata uz pomoć REST programa. Razina mRNA 
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ekspresije nezahvaćenog tkiva je postavljena na 1, dok je razina mRNA 

ekspresije tumorskog tkiva postavljena kao izračunata promjena (fold change). 

Statistička značajnost iznosi *p<0.05. Rezultati na grafu su prikazani kao srednja 

vrijednost i standardna pogreška na log2 skali. 

 

Tablica 2 Relativna ekspresija cirkadijalnih PER  gena pacijenata određena uz 

pomoć RT-PCR. Podaci su dobiveni REST programom. Navedeni rezultati su 

srednja aritmetička vrijednost ± standardna pogreška dok se p vrijednosti ispod 

0.05 smatra statistički relevantnim. 

 

Gen 
Relativna 

ekspresija 

Standardna 

pogreška 

95% 

interval 

pouzdanosti 

(CI) 

P 
Rezultat 

ekspresije 

PER1 0,47900 0,346-0,692 0,272-0,826 0,027 Snižena 

PER2 0,65000 0,279-1,985 0,150-3,275 0,397 Snižena 

PER3 0,21000 0,097-0,437 0,065-0,901 0,01 Snižena 

 

 

4.2. Analiza ekspresije PER gena za pojedinačne pacijente 

Za uspoređivanje ekspresije PER gena između svakog pacijenta napravili 

smo relativnu kvantifikaciju podataka dobivenu uz pomoć RT-PCR. 

Relativna ekspresija PER1, PER2 i PER3 gena za tumorska i pripadajuća 

tumorom nezahvaćena tkiva smo odredili metodom izračuna Cт (ΔΔCт), a 

rezultate smo prikazali kao fold promjene (Slika 2). Uočena je, uglavnom, 
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snižena ekspresija svih PER gena s izuzetkom povišene ekspresije PER2 

gena u pacijentu 1 i PER2 te PER3 u pacijentu 6. Ipak, obzirom da se radi 

o prikazu po pacijentu navedena povišena ekspresija nije značajna. 

Najveći broj pacijenata ima sniženu ekspresiju PER3 gena, a u pacijentu 4 

i 5 ekspresija PER3 gena je najniža. S druge strane PER2 gen ima 

najmanje sniženu ekspresiju kod svih pacijenata. 

 

 

Slika 6 Prikaz pojedinačnih razina relativne ekspresije PER gena tumorskog i 

tumorom nezahvaćenog pripadajućeg tkiva za 6 pacijenata oboljelih od 

planocelularnog karcinoma (P1 – P6). Ordinata prikazuje relativnu ekspresiju 

predstavljenu kao relativnu promjenu (engl. fold change). Cirkadijalni geni su 

normalizirani housekeeping genima GAPDH i 18S čime se dobila ΔCT vrijednost 

za svaki uzorak (ΔCT= CT PER gena – CT housekeeping gena). Potom se 

normalizirana genska ekspresija (ΔCT) bolesnog tkiva oduzela od normaliziranog 

nezahvaćenog tkiva (ΔCT) kako bi se izračunala ΔΔCT vrijednost. Iz ΔΔCT se 2–

ΔΔCT metodom dobila razina relativne ekspresije (fold change). Razina ekspresije 

gena nezahvaćenog tkiva je postavljena na 0.  
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5. DISKUSIJA 
 

Cirkadijalni sustav kontrolira mnoge različite biološke procese u živim 

organizmima koristeći transkripcijsko-translacijsku povratnu spregu 

vlastitih gena. Kao najočitije djelovanje cirkadijalnog sustava se često 

opisuje dnevno-noćni ciklus spavanja i budnosti. Ipak, i niz drugih 

fizioloških procesa su pod njegovim utjecajem, uključujući hormonalne 

oscilacije, uzimanje hrane, temperatura, metabolizam lijekova i kontrola 

staničnog ciklusa23. Zato i ne začuđuje činjenica kako neispravno 

funkcioniranje ovakvog sveobuhvatnog sustava vodi do razvoja mnogih 

bolesti. Razna istraživanja povezuju deregulaciju cirkadijalnih gena sa  

tumorima poput leukemije, karcinoma dojke, pluća, endometrija, bubrega, 

kože, želuca, jetre te oralnih karcinoma i karcinoma glave i vrata1,25,26,29. 

Međutim, malo je poznatih informacija o povezanosti planocelularnog 

karcinoma grkljana, vrsti karcinoma glave i vrata, sa deregulacijom 

cirkadijalnih gena poput PER1, PER2 i PER3. U našoj studiji smo stoga 

proučavali razliku genske ekspresije navedenih gena u pacijenata oboljelih 

od LSCC-a. Analizirajući genetski ekspresijski profil tumorskog tkiva i 

tumorom nezahvaćenog pridruženog tkiva istih pacijenata dobili smo 

rezultate koji pokazuju sniženu relativnu ekspresiju svih PER gena u 

tumorskom tkivu usporedno sa pripadajućim, tumorom-nezahvaćenim 

tkivom (Slika 1). PER1 i PER3 imaju statistički značajno smanjenu 

ekspresiju u tumorskom tkivu, dok PER2 nema. Mogući razlog statistički 

neznačajnosti snižene ekspresije PER2 je mali broj analiziranih uzoraka sa 

definiranom TNM klasifikacijom (n=4).  

Od analiziranih pacijenata, najviše njih ima sniženu ekspresiju PER3 gena, 

gdje do izražaja dolazi pacijent 4 sa najnižim izražajem PER3 gena. Isti 

pacijent ima uznapredovali oblik planocelularnog karcinoma u kojem su 

tumorske stanice zahvatile nekoliko limfnih čvorova. Također, uz pacijenta 

4, pacijent 2 ima uznapredovali oblik karcinoma larinksa koji je manje 

invazivan te pokazuje sniženu ekspresiju PER3 gena, međutim u manjoj 
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mjeri. S druge strane, pacijenti 1,3,6 s neuznapredovalim stadijem 

karcinoma imaju manju promjenu smanjene ekspresije PER3 ili čak 

povišenu ekspresiju istog gena (Tablica 2). Navedeno upućuje na 

povezanost smanjene ekspresije PER3 s uznapredovalim stadijem 

karcinoma te potencijalnu tumor supresorsku ulogu. S druge strane PER1 

pokazuje smanjenu relativnu ekspresiju u svih 6 pacijenata različitih 

stadija bolesti što ukazuje na njegov smanjeni utjecaj na razvojni stadij 

LSCC. Nadalje, od svih PER gena, PER2 ima najmanje sniženu relativnu 

ekspresiju u svih 6 pacijenata, čak se u pacijenata 1 i 6 pokazuje njegova 

povišena relativna ekspresija implicirajući njegovu moguću ulogu 

onkogena suprotno ulozi gena PER3 (Slika 6). Valja, međutim, naglasiti 

kako obzirom na mali broj uzoraka navedena zapažanja s rezultatima 

prikazanim u Slici 2 nemaju statističku značajnost. Neovisno o ovim 

rezultatima, ranija istraživanja pokazuju povezanost smanjene ekspresije 

PER gena sa HNSCC i drugim oralnim karicinomima1,17,25,26,36. Smanjena 

ekspresija PER3 se povezuje sa uznapredovalim stadijem HNSCC te sa 

većom masom i dubljom invazijom tumora. Također kod iste bolesti 

smanjena ekspresija PER1 i PER3 korelira sa smanjenom stopom 

preživljavanja oboljelih1. Daljnja istraživanja na oralnom planocelularnom 

karcinomu (OSCC) pokazuju sniženu ekspresiju PER1 mRNA i proteina u 

humanom tumorskom tkivu naspram tumoru pridruženom tkivu. Također 

ekspresija PER1 proteina je niža u pacijenata s uznapredovalim 

karcinomom25. Stoga, moglo bi se potencijalno povezati snižena ekspresija 

PER gena sa uznapredovalim stadijem planocelularnog karcinoma larinksa, 

naravno uz napomenu za potrebom daljnjih istraživanja sa većim brojem 

uzoraka. 

Maligni potencijal stanice se može mjeriti preko čimbenika poput 

staničnog rasta, proliferacije, apoptoze, invazije, metastaze i 

angiogeneze17. Određivanje genetskog izražaja satnih PER1,2,3 gena u 

mnogim istraživanjima korelira sa izražajem raznih gena odgovornih 

upravo za  malignu transformaciju stanica. Ekspresija PER1 gena utječe 



24 
 

na povišenu razinu proliferaciju i staničnog rasta te na smanjenu razinu 

apoptoze OSCC stanica17,25,26. Također, istraživanja pokazuju povećanu 

razinu migracije i invazije tumorskih stanica te povećanje veličine i 

volumena tumora pri smanjenoj ekspresiji PER1 mRNA1,17. U OSCC stanica 

PER1 pokazuje ritmičku ekspresiju sa VEGF, C-MYC te P53 genima bitnima 

u procesima maligne tarnsformacije19. Drugo istraživanje ukazuje kako pri 

njegovoj smanjenoj ekspresiji geni zaslužni za proliferaciju, anti-

apoptotičko djelovanje, invaziju i metastaziranje (KI-67, MDM2,BCL-2, 

MMP2,MMP9) pokazuju povišenu ekspresiju, dok geni zaslužni za 

apoptozu, DNA popravljanje, inhibiciju migracije stanica (p53, Bax, TIMP-

2) pokazuju sniženu ekspresiju kod OSCC stanica hrčka17. Nadalje, 

smanjena ekspresija PER2 u stanica OSCC upućuje, također, na povišenu 

razinu stanične proliferacije, tumorske invazije i migracije te na smanjenu 

razinu apoptotičke aktivnosti29,34,35. Studija korelira promijenjeni izražaj 

gena odgovornih za metastazu, invaziju i angiogenezu sa smanjenom 

ekspresijom PER2 također u humanih OSCC stanica. Pri sniženoj ekspresiji 

PER2, javlja se povišena ekspresija KI-67, MDM2, C-myc, Bcl-2, MMP2, 

VEGF te snižena ekspresija p53, Bax, TIMP-236. Valja komentirati kako 

navedeni geni imaju fluktuacije izražaja kroz 24 satni period 

karakteristične za cirkadijalni ritam, no ipak nije potvrđeno kako su oni 

pod direktnom kontrolom PER gena. Neovisno, promjena ekspresije PER1 i 

PER2 gena korelira s promjenom u ekspresiji gena koji reguliraju procese 

odgovorne za formiranje i progresiju tumora. U istraživanju humanog 

karcinoma desni pokazano je kako PER3 ima nižu ekspresiju u tumorskom 

tkivu, nego u tumoru pridruženom tkivu za razliku od PER1 koji ima 

povišenu ekspresiju. Također, istraživači ukazuju na antiapoptotičko 

djelovanje PER1 i na proapoptotičko djelovanja PER3 gena te ideju o 

balansiranju izražaja PER1 i PER3 gena za regulaciju apoptoze37. Ipak 

naša studija pokazuje sniženi genetski izražaj oba, PER1 i PER3 gena. Iste 

rezultate pokazuje i studija Hsu i suradnika1. Mogući razlog neslaganja 

naših rezultata sa rezultatima prethodno navedenog istraživanja 

karcinoma desni je malen broj uzoraka korištenih u našem istraživanju te 
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drugačija lokalizacija tumora analiziranih tkiva (tkivo larinksa usporedno s 

tkivom desni). 

Razna istraživanja povezuju poremećaje u PER genima i sa poremećenim 

staničnim ciklusom, ciklusom koji procjenjuje ako stanica ulazi u apoptozu 

ili proliferira. Upravo je poremećaj u biološkim aspektima  proliferacije, 

apoptoze i staničnog rasta jedan od glavnih odrednica karcinogeneze26. Na 

molekularnoj razini, mehanizam staničnog ciklusa i cirkadijalnog sata su 

slični u principu djelovanja jer uključuju povratnu spregu gena i proteina 

koji pokazuju periodičnu aktivaciju i represiju38. Stanični ciklus se sastoji 

od 4 faze (G1-S-G2-M) strogo kontrolirane regulatornom mrežom ciklin-

CDK (Cyclin dependent kinases)-CKI (CDK inhibitors). PER geni su 

zaslužni za regulaciju mnogih važnih ciklina odgovornih za regulaciju i 

progresiju kroz stanični ciklus. Istraživanje na humanim tumorskim 

stanicama OSCC sa sniženom razinom PER1 i PER2 gena pokazuje 

povišenu razinu molekula koje potiču tranziciju kroz stanični ciklus (ciklin 

D1, ciklin E, cikin B1) te sniženu razinu molekula koje potiču apoptozu ili 

popravak DNA i molekula koje usporavaju ili inhibiraju prolazak kroz faze 

staničnog ciklusa (p53, p16, p21). Prema istraživanjima, u tumorskim 

stanicama je poremećen balans apoptoze i proliferacije, za koje su 

zaslužne mnoge molekule pod kontrolom PER1 i PER2 gena27,29. Za oba 

gena se smatra da imaju tumor-supresorsku ulogu. Deregulacija 

ekspresije PER3 gena se također povezuje sa poremećenim staničnim 

ciklusom. Naime, njegova snižena ekspresija u humanih stanica snižava 

ekspresiju molekule CHK2 (engl. Checkpoint kinase 2), kontrolne točke 

staničnog ciklusa. CHK2 je tumor supresor koji se aktivira samo pri 

oštećenju DNA, stoga je zanimljivo kako se pri povišenoj ekspresiji PER3 

povećava i razina CHK2 neovisno o oštećenju DNA. Ovakvi rezultati 

upućuju na bitnu ulogu PER3 gena u bitnim kontrolnim točkama staničnog 

ciklusa39.  

Mnoge studije pokazuju povezanost nastajanja i razvoja raznih tumora sa 

poremećenom ekspresijom PER1,2,3 gena. Naša studija je pokazala kako 



26 
 

postoji razlika u ekspresiji cirkadijalnih satnih gena PER1, PER2 i PER3 

između tumorskog i tumorom-nezahvaćenog tkiva pacijenata oboljelih od 

planocelularnog karcinoma larinksa. Ekspresija sva tri gena je snižena u 

oboljelom tkivu pacijenata, osobito ekspresija PER3. Zbog malog broja 

uzoraka daljnja analiza povezanosti smanjene ekspresije PER gena sa 

stadijem tumora nije bila moguća te bi analiza većeg broja uzoraka mogla 

rasvijetliti korelaciju ekspresije PER gena  s veličinom tumora, smanjenom 

apoptozom, povećanom proliferacijom, angiogenezom te migracijom i 

invazijom tumorskih stanica.  
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6. ZAKLJUČAK 
 

Protokol RT-PCR pokazao se dobrim za analizu ekspresije cirkadijalnih 

gena u tumorskim i tumorom nezahvaćenih pripadajućih tkiva oboljelih od 

LSCC. 

Rezultati istraživanja pokazuju promijenjenu ekspresiju cirkadijalnih PER 

gena u pacijenata s planocelularnim karcinomom larinksa. Ekspresija gena 

PER1 i PER3 je statistički značajno snižena u tumorskom tkivu pacijenata s 

LSCC u usporedbi s tumorom nezahvaćenim, pridruženim tkivom istih 

pacijenata.  PER3 ima najsniženiju ekspresiju u tumorskom tkivu 

pacijenata s LSCC u usporedbi s tumorom nezahvaćenim, pridruženim 

tkivom istih pacijenata. Pri međusobnom uspoređivanju ekspresije svih 

PER gena za pojedinačne pacijente, pacijenti sa uznapredovalim oblikom 

planocelularnog karcinoma imaju vrlo smanjenu PER3 ekspresiju dok 

pacijenti sa TNM neklasificiranim tumorom imaju povišenu relativnu 

ekspresiju PER3 gena. Ovakvo zapažanje korelira uznapredovali stadijem 

LSCC-a sa smanjenom razinom PER3 gena. Dobiveni rezultati pokazuju 

kako je poremećeni PER sustav cirkadijalnog ritma povezan sa LSCC. 
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